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Son yillarda gebelik boyunca kimyasal madde ve ila¢ kullaniminda yasanan artisa yonelik
olarak giincel plasenta bariyer modelleri ve plasental sistemler olusturularak yapilacak
olan ¢aligmalara ihtiyag¢ oldukg¢a artmig olup bugiine kadar yapilan in vitro ¢aligmalar ile

standart olarak kabul edilen bir plasenta bariyer modeli heniiz bulunmamaktadir.

Bu tezde, insan plasental sitotrofoblast hiicresi (BeWo) ve insan gébek kordunu veni
makrovaskiiler endotel hiicrelerinin (HUVEC) birarada kullanildig: kriyojel ve transwell
sistem kullanilmistir. Bu iki hiicreye ilave olarak ortama gerekli hormon destegini
saglamak amaciyla adrenal bez adenokarsinom hiicre hatti (H295R) eklenerek in vivo
ortami taklit eden daha etkin bir 3B sistem olusturulmustur. Gebelikteki kullanimi ile
ilgili literatiirde yeterli bir bilgiye rastlanmamis bir antidepresan etken maddesi olan
vortioksetinin, 3B kriyojel ve transwell ortak-kiiltiir sistemine uygulamasi yapilarak
etkinliginin arastirilmasi saglanmistir. Daha Onceki c¢alismalarla optimize edilmis
kriyojeller hiicrelerle birlikte kullanilarak transwell insert sistemine eklenerek,
etkinlikleri karsilastirilmig, vortioksetinin toksisitesi degerlendirilmistir. Kriyojellere
folik asit, tip IV kolajen baglanarak hiicrelerin tutunabilecegi hiicre disi maddeyi (HDM)
taklit eden ortamlar hazirlanmis ve daha sonra BeWo ve HUVEC hiicreleri ile ortak



kiiltiiri yapilmistir. Tez ¢alismasi kapsaminda, optimize edilmis bu sistem {izerine
transwell insert iizerinde kiiltiire edilmis H295R hiicreleri kullanilarak literatiirde ilk defa
ticlii ortak kiiltiir sistemi olusturulmustur. Olusturulan sistemin vortioksetin etken
maddesine verdigi yanit hiicre canlilik analizi ile degerlendirilmistir. Ayrica gruplarin

taramal1 elektron mikroskobunda (SEM) morfolojik goriintiileri incelenmistir.

HDM bilesenlerini tasiyan kriyojeller iizerinde maternal kismi temsil eden BeWo ve
HUVEC hiicreleri ile fetal kismi temsil eden H295R hiicreleri transwell sisteminde bir
araya getirilmis ve hormon metabolizmasindaki degisiklikler insan koryonik
gonadotropin (B-hCG), progesteron, dehidroepiandrosteron (DHEA), 6striol ve Gstradiol
hormon seviyeleri olgiilerek tespit edilmistir. Uygun istatistiksel analizler yapilarak
plasental hiicrelerle olusturulan kriyojel ve transwell insert iceren 3B ortak-kiiltiir sistemi

tizerindeki etkileri incelenmistir.

3B kriyojel ortak kiiltiir sistemine 30 uM Vvortioksetin dozu uygulamasi sonucunda ortak
kiiltiiriin hiicre canliliginda anlaml bir azalma gériilmemistir. Ikili ve Uglii ortak kiiltiir
grubunda p-hCG, o6striol, dstradiol, progesteron, DHEA hormon miktar1 6lgiilmiistiir.
PHEMA+Tip IV Kol+FA kriyojel grubunda PHEMA kriyojel grubuna kiyasla BeWo
hiicrelerinden sentezlendigi bilinen 8-hCG hormonu miktarinda artis gozlenmistir. Cogu
grupta MTT analizi ve hormon sonuglarina gére vortioksetin doz uygulamasina bagl
olarak anlaml1 azalma goriilmiistir. SEM goriintiilemesi sonuglarma gére, PHEMA Tip
IV Kol+FA grubunda PHEMA grubuna kiyasla hiicrelerin proliferasyonu, yayilimi ve

yerlesimi bakiminda daha iyi uyum sagladigi gosterilmistir.

Bu tez ¢caligmasinda, PHEMA ve PHEMA kriyojele Tip IV Kolajen ve Folik Asit baglanarak
kriyojel gruplari olusturulmustur. Plasental trofoblast hiicre hatti BeWo, endoteliyal hiicre
hatti1 HUVEC ve adrenokortikal hiicre hattt H295R hiicreleri, ortak kiiltiir ortaminda ilk kez
PHEMA ve Tip IV Kolajen ve Folik Asit ile kaplanmis Kriyojel ve transwell bulunan sistemde
tretilmistir. Olusturulan 3B kriyojel ve transwell iceren sistem ile gebelikte kullanilan
vortioksetin antidepresan etken maddesinin toksisitesi degerlendirilmistir. Sonuglar kriyojel
ve transwell sisteminin ortak kiiltiirler i¢in biyolojik olarak uyumlu oldugunu gostermistir.
Bu 3B kriyojel sistemi yeni ilag, doku miihendisligi, kozmetik madde, gida toksisitesi gibi
alanlarda in vivoyu yansitan ve in vivoya oldukca benzer cevaplar veren bir sistem olarak

kullanilabilecegini gostermistir.
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ABSTRACT

CONSTRUCTION OF A THREE DIMENTION (3D) PLACENTA MODEL ON
CRYOGEL AND TRANSWELL SYSTEMS AND INVESTIGATION OF ITS
EFFICIENCY

UMMUGUL GOZLEK

Master of Biology, Department of Zoology
Supervisor: PROF. DR. AYSUN KILIC SULOGLU

June 2023, 83 pages

In recent years, the need for studies to be carried out by creating current placental barrier
models and placental systems for the increase in the use of chemicals and drugs during
pregnancy has increased considerably, and there is not yet a placental barrier model

accepted as a standard with in vitro studies.

In this thesis, a cryogel and transwell system in which human placental cytotrophoblast
cell (BeWo) and human umbilical vein macrovascular endothelial cells (HUVEC) are
used together were used. In addition to these two cells, an adrenal gland adenocarcinoma
cell line (H295R) was added to provide the necessary hormone support to the
environment, creating a more effective 3D system that mimics the in vivo environment.
The effectiveness of vortioxetine, which is an antidepressant active ingredient for which

there is no sufficient information in the literature regarding its use in pregnancy, was

iv



applied to the 3D cryogel and transwell co-culture system to investigate its effectiveness.
Cryogels optimized with previous studies were used together with cells and added to the
transwell insert system, their effectiveness was compared, and the toxicity of vortioxetine
was evaluated. By attaching folic acid and type IV collagen to the cryogels, media
mimicking the extracellular substance (HDM) that cells can attach to were prepared and
then co-cultured with BeWo and HUVEC cells. Within the scope of the thesis, a triple
co-culture system was created for the first time in the literature by using H295R cells
cultured on a transwell insert on this optimized system. The response of the created
system to the active substance of vortioxetine was evaluated by cell viability analysis. In
addition, the morphological images of the groups were examined under scanning electron

microscopy (SEM).

BeWo and HUVEC cells representing the maternal part and H295R cells representing the
fetal part were assembled on the cryogels carrying HDM components, and the changes in
hormone metabolism were measured by measuring the hormone levels of human
chorionic gonadotropin (p hCG), progesterone, dehydroepiandrosterone (DHEA), estriol
and estradiol. The effects on the 3D co-culture system containing the cryogel formed with
placental cells and the transwell insert were investigated by performing appropriate
statistical analyzes.

As a result of the application of 30 uM dose of vortioxetine to the 3D cryogel co-culture
system, no significant decrease in cell viability of the co-culture was observed. The
amount of B-hCG, estriol, estradiol, progesterone, DHEA hormones were measured in the
double and triple co-culture groups. An increase in the amount of B-hCG hormone known
to be synthesized from BeWo cells was observed in the PHEMA+Type IV Kol+FA
cryogel group compared to the PHEMA cryogel group. According to MTT analysis and
hormone results in most groups, a significant decrease was observed depending on
vortioxetine dosing. According to the results of SEM imaging, it has been shown that the
PHEMA Type IV Arm+FA group has better compliance in terms of proliferation, spread

and localization of cells compared to the PHEMA group.

In this thesis, cryogel groups were formed by binding Type IV Collagen and Folic Acid
to PHEMA and PHEMA cryogels. Placental trophoblast cell line BeWo, endothelial cell
line HUVEC and adrenocortical cell line H295R cells were grown in co-culture medium

for the first time in a system with cryogel and transwell coated with PHEMA and Type

\



IV Collagen and Folic Acid. The toxicity of the antidepressant active substance
vortioxetine used during pregnancy was evaluated with the created 3D system. The results
showed that the cryogel system is biocompatible for co-cultures, in terms of cytotoxicity,
the co-culture groups showed resistance as a result of dose application, and the doses
should be higher to reduce viability in dual co-culture groups compared to mono cultures.
This 3D cryogel system has shown that it can be used as a system that reflects in vivo and

gives similar responses in areas such as new drugs, cosmetics, and food toxicity.

Keywords: BeWo, HUVEC, H295R, placental barrier, cryogel, co-culture, PHEMA,

transwell, vortioxetine
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1. GIRIS

Plasenta bariyer dokusu, gebelik slirecinde besin maddelerinin maternal- fetal gegisini,
transfer kapasitesini, geg¢is gradiyentini ve feto-plasental ile utero-plasental kan akisini
belierleyen dnemli bir yapidir. Son yillarda, gebelik siiresince kimyasal maddelere ve
ilaglara maruz kalma oranlarinda 6nemli bir artis yasanmaktadir. Ancak, insan {izerinde
etik nedenlerle testler yapilamamaktadir. Bu nedenle, plasenta bariyerinin gegirgenligi
hakkindaki eksiklikleri gidermek i¢in giincel plasenta bariyer modellerine ihtiyag

duyulmaktadir.

Bu tez calismasi kapsamida, insan plasenta koryokarsinom hiicreleri (BeWo) ile insan
gbbek kordonu ven endotel hiicreleri (HUVEC) ve adrenal bez adenorkarsinom hiicreleri
(H295R) hatlar1 bir araya getirilerek plasenta dokusu ii¢ boyutlu (3B) sistemlerde
modellenmistir. Kriyojeller, hiicrelerin yiizeye tutunmasini ve proliferasyonunu

saglayabilen birbirine bagli makro gozeneklerden olusan materyallerdir.

Bu c¢alismada, biyouyumlu poli (2-hidroksietil metakrilat) (PHEMA) kriyojeller
kullanilarak hiicre dis1 matriks (HDM) ile desteklenmis 3B por yapisina sahip bir sistem
olusturulmustur. PHEMA kriyojellere folik asit (FA) baglanmig ve Tip IV Kolajen (Tip
IV Kol) yapiyla birlestirilerek in vitro ortamda in vivo plasenta dokusunu taklit eden bir

ortam olusturulmustur.

Tez calismasinda BeWo ve HUVEC hiicrelerinin birarada kullanildigi kriyojel ve
transwell sistemleri kullanilmistir. Bu iki hiicreye ilave olarak ortama gerekli hormon
destegini saglayan H295R hiicresi de eklenerek in vivo ortam taklit eden daha etkin bir
3B sistem olusturmak amaglanmistir. Optimize edilmis kriyojeller hiicrelerle birlikte
kullanilarak transwell insert sistemine eklenmis, etkinlikleri karsilagtirilmis ve
antidepresan etken maddesi vortioksetinin toksisitesi degerlendirilmistir. Olusturulan
sistemin vortioksetin etken maddesine verdigi yanit hiicre canlilik analizi ile
degerlendirilmistir. Ayrica gruplarin taramali elektron mikroskobunda (SEM) morfolojik
goriintiileri incelenmis, alinan supernatantlarda koryonik gonadotropin (B-hCG),
progesteron, dehidroepiandrosteron (DHEA), Ostriol ve 0Ostradiol hormon analizleri

yapilmistir.

Sonuglara gére, PHEMA kriyojele Tip IV Kolajen ve Folik Asit baglanmasinin hiicrelerin
tutunmasinda ve ¢ogalmasinda artig sagladigi gdosterilmistir. Vortioksetinin doz

1



uygulamast ile ortak kiiltlirlin hiicre canlilifinda azalma goriilmiistiir. Sonuclar kriyojel
iceren transwell sisteminin ortak kiiltlirler i¢in biyouyumlu oldugunu goéstermistir.
Transwell iceren PHEMA Tip IV Kol+FA kriyojel gruplarinda p-hCG, progesteron,
DHEA, 6striol ve stradiol hormon miktarlarinda artiglar gézlenmistir. PHEMA Tip IV
Kol+FA ve PHEMA gruplarinda yapilan SEM analizi sonucunda Tip IV Kolajen ve Folik
Asit kapl kriyojel grubunda hiicrelerin uyumluluklari, proliferasyonu ve yayilimi artis
gostermis olup daha belirgin morfolojiye sahip olduklar1 gézlenmistir. Bu 3B transwell
kriyojel sistemi yeni ila¢ denemeleri, kozmetik maddeler, doku miihendisligi ¢alismalar1

gibi alanlarda kullanilabilecegi anlasilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Plasenta Dokusu

Hemikoryal plasenta, maternal uterusa ait dokular ve maternal dokuya implante olan
embriyonun ara yilizeyinde meydana gelen bariyer doku olarak yer almaktadir.
Endometriyumun koryonik vezikiil, desidua bazalis ve fetal trofoblast kisminda
olusmaktadir ve ayrica koryon frondosum olarak da bilinmektedir [1].

Insan plasentasi, anne ve fetiis arasindaki temel yap1 olarak fetiisiin gelisiminde oldukga
onemlidir. Plasenta dokusu, anneden fetiise oksijen ve besinlerin gegisini saglar,
hamileligi desteklemek i¢in hormonlar iiretmesinin yani sira g¢esitli metabolitler ve
karbondioksit i¢in bir bosaltim organi islevi gérmektedir. Ayni zamanda, fetiisiin
maternal dolasim yoluyla toksik ksenobiyotiklere maruz kalmasinin engellenmesinde rol
oynamaktadir. Plasentadaki tasima ve metabolizma siiregleri, fetiisiin ksenobiyotiklere
maruz kalmasimi belirleyebilir. Bu nedenle, ksenobiyotiklerin ortaya ¢ikardigi fetal
maruziyeti tahmin etmeye calisirken bu siireglerin anlasilabilmesi adina galismalar
oldukga 6nemlidir [2].

Plasentanin islevsel birimleri olan kotiledonlar, koryon zarindan kéken alan villus adi
verilen yapilarin bir araya gelmesiyle olusur (Sekil 2.1). Villuslar, plasentanin temel yap1
taglaridir ve fetal kilcal damarlar1 igeren bol miktarda damarli bir mezoderm,
sitotrofoblast hiicrelerini ¢evreleyen kotiledon yapisi ve en dista sinsityotrafoblastlardan

olusur [25].
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Sekil 2.1. Insan plasentasinin ilk trimesterindeki, plasentanin yapisi ve hiicre tipleri

gosterilmistir [3].

Insan plasentast CYP 17 (170-hidroksilaz) aktivitesi gostermedigi igin de novo dstrojen
ve tiirevi hormonlari tiretememektedir. Fetal adrenal bez ve karaciger tarafindan iiretilen
androjen Onciillerine ihtiya¢c duymaktadir ve hamilelik esnasinda Ostrojen hormonu

onciilii ostrioliin %90’ 1mn1n fetal onciillerden tiretildigi bilinmektedir [9].

2.1.1. BeWo Hiicre Hatti

JEG-3, JAr ve BeWo hiicre hatlari, insan koryokarsinomundan tiiretilen ve in vitro
calismalarda normal trofoblast hiicreleriyle karsilastirilan morfoloji ve biyokimyasal
ozelliklere sahip hiicre hatlaridir. Plasenta dokusunda malign timorii karakterize eden
yogun gonadotropin hormonu iiretimi, gebelik sonrasi, ortaya ¢ikabilir. Aragtirmalar, bu
timoriin  farklilasmamis sitotrofoblast hiicrelerinden kaynaklandigin1 gdstermistir.
Sitotrofoblast hiicrelerinin in vitro kosullarda kiiltiire edilerek 6liimsiiz hale getirilmesi,
plasenta hiicrelerinin in vitro kosullarda kiiltiire edilerek Oliimsiiz hale getirilmesi
plasenta iizerinde yapilan caligmalar i¢in dnemlidir. BeWo hiicreleri trofoblastlar1 en iy1
sekilde karakterize eder ve tek tabaka halinde kiiltiire edildiginde yaygin olarak kullanilir.

Bu hiicreler Hcg, progesteron, Ostrojen gibi plasental hormonlart salgilar. BeWo



hiicreleri, forskolin maddesinin uygulanmasiyla sinsityotrofoblast hiicrelerine
doniistiiriilebilir. BeWo hiicreleri, gebeligin ilk trimesterindeki sitotrofoblast hiicrelerinin
Ozelliklerini yansitirken, olgunlastirildiginda da son trimesterdeki sinsityotrofoblastlarin
Ozelliklerini gosterir. Bu sebepler BeWo hiicrelerinin plasenta arastirmalarinda
kullanimini artirmaktadir.

Steroidojenik yolakta androjenik maddelerden Ostrojenik maddelere doniismesi CYP 19
(Aromataz Sitokrom P450) aktivitesi sayesinde ger¢eklesmektedir. BeWo hiicrelerinde
CYP 19 aktivitesinin oldugu bilinmektedir. Daha Onceki yapilan c¢alismalarda da
gosterildigi gibi fetoplasental ortak kiiltiir modeli hormon {iiretimi ve fetoplasental

steroidojenik etkilesimi temsil eden bir model olarak olusturulmustur [10,11].

2.2. HUVEC Hiicre Hatt1

Endotel hiicreleri, damarlar1 i¢ten kaplayarak tek tabaka halinde yer alan hiicrelerdir.
Mezensimal kok hiicrelerden farklilasan anjiyoblastlardan gelisen endotel hiicreler,
digsaridan aldiklar1 sinyalleri membran veya sitoplazmalarinda bulunan reseptorler
araciligryla almaktadir [4].

Endotel hiicrelerinin hiicreler arasindaki etkilesimleri sayesinde doku biitiinliigiiniin
korunmasi ve sinyalizasyonu saglama islevi bulunmaktadir.

Endotel hiicreleri yiizey reseptorleri sayesinde vaskiilogenez ve anjiyogenez siirecin
olusumunda oldukg¢a 6nemli rol oynamaktadir. Vaskiilogenez damar olusumunun ilk
basamagi olarak bilinmektedir [5].

Endotel hiicreleri organizmaya ait ¢esitli dokularda yer alan kan damarlarindan
izolasyonu saglanabilmekte ve biyomedikal uygulamalarda siklikla tercih
edilmektedirler. Calismada kullanilacak endotel hiicre ¢esidi, kullanilacak dokuya 6zgii
olarak secilmektedir. HUVEC hiicre hatti, in vivo endotel hiicrelerini en 1yi sekilde taklit
ettikleri ic¢in ¢alismalarda sik¢a tercih edilmektedir. HUVEC’ler, endotel hiicre
ozelliklerini tasirlar, elde edilmeleri kolay ve maliyeti diisiiktiir. Ayrica in vitro
caligmalara uyum saglayabilir, proliferasyon yeteneklerini korurlar ve kolayca
pasajlanabilirler [22,23]. HUVEC’ler vaskiiler endotel hiicrelerinin fiziksel 6zelliklerini
temsil eder ve pasajlamadan sonra karakteristik 6zelliklerini korurlar, bu nedenle in vitro
pek cok model olusturmak i¢in kullanilirlar. Endotel hasar1 ve onarimi, apoptoz,
preeklamsi, kanser, ateroskleroz, pihtilasma, doku miihendisligi, biyomateryaller ve
rejeneratif tip gibi ¢esitli biyolojik siiregler ve hastaliklarla ilgili ¢alismalarda da
kullanilmaktadirlar [24].



HUVEC hiicreleri, vaskiiler endotel hiicre 6zelliklerinin ve biyobelirte¢lerinin ¢ogunu
tagirlar. Bu hiicreler besin maddelerinin, ¢6ziinen maddelerin ve elektrolitlerin gegisinde
secici bir bariyer olarak gorev alir ve plasenta dokusunun bariyer 6zelligine destek

saglamaktadir [24].

2.3. H295R Hiicre Hatt1

H295R hiicre hatti, steroid hormonlar iiretebilme potansiyeline sahip epitelyal
adenokortikal karsinom hiicresidir. Ilk olarak 1980°de adenokortikal karsinom hastas1 bir
kadindan izole edilmistir. Ilk tiimor hiicrelerine ait popiilasyonlar hastadan alinarak
kiiltiire edilmis ve olusturulan hiicre hattt NCI-H295R olarak adlandirilmistir. Ostrojenin
onciil maddeleri H259R tarafindan sentezlemektedir. Ozellikle endokrin bozucu
kimyasallarin sebep oldugu etkilerin arastirildigi calismalarda tercih edilen bir hiicre

hattidir [6].

Bu hiicre hattinin en 6nemli 6zelligi fetal adrenal bezdeki tiim enzimatik kapasiteye sahip
olmasi ve adrenal androjenleri iiretebilmesidir. En disg bolgede aldosteron, orta bolgede
kortizol ve i¢ bolgede adrenal androjenler, DHEA (Dehidroepiandrosteron) ve DHEA-S
(Dehidroepiandrosteron Siilfat) sentezlenmektedir. Adrenal korteksteki 3 bdlgeninde
enzimlerini iiretebilmesi ve genlerini ifade edebiliyor olmasi steroidogenezin in vitro 'da

caligilabilmesi i¢in kullanisli bir model olugsmasini saglamaktadir [7].

In vitro calismalarda belirli bolgeye Ozgii steroid hormon gruplarinin sentezinin
saglanabilmesi icin hormonal endojen diizenleyicilerle NCI-H295R hiicrelerine
uygulama yapilarak destek saglanabilmektedir. Hiicrelerin Angiotensin II'ye ve K*

uyarimlarina aldosteron iiretimini 6nemli 6lgiide artirarak yanit verdigi gosterilmistir [7].

Yapilan bir ¢aligmada, hiicre hattindaki steroidojenik gen ekspresyonu ile normal insan
yetigkin adrenalindeki ekspresyonu arasinda pozitif korelasyon oldugu gosterilmistir. Bu
nedenle, diger hiicre hatlarina kiyasla sitotoksisiteye karsi daha az hassasiyetle birlikte
H295R hiicrelerini adrenokortikal fonksiyonu ve steroidogenezin diizenlenmesini

incelemek i¢in en uygun in vitro model haline getirmektedir [8].

Mikrovillus igeren fenotipe sahip olmalari, diizensiz, yuvarlak veya oval ¢ekirdekler ile
karakterize edilmektedirler. Diger malign hiicreler gibi artmis bir ¢ekirdek/sitoplazma
oranina sahiptirler. Hiicre salg1 aktivitesinin indikatorleri olarak ¢ok sayida mitokondri

icermektedirler [6].
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Sekil 2.2. H295R hiicresinin steroidojenik yolagi [11].

Alt1 farkli reaksiyonu katalize eden bes farkli enzim, seks steroid hormon biyosentezinde
gorev almaktadir. Sitokrom P450 (CYP) kolesterol yan zincir parcalama enzimi
(CYPI1A) tarafindan kolesteroliin pregnenolona enzimatik doniisiimii, steroid son
tirtinlerinin senteziyle sonuglanan bir biyokimyasal reaksiyonun ilk adimini olusturur.
Sonraki iki reaksiyonun sirasina bagli olarak steroidojenik yol, androstenedion
tiretiminde birlesen A5-hidroksisteroid yolu ve A4-ketosteroid yolu olmak {izere iki yola
ayrilir (Sekil 2.2.) [11].

Androstenedion, 17p-hidroksisteroid dehidrojenaz (17p-HSD) tarafindan testosterona (T)
donustiirtliir. Testosteron hem bir ara hem de son hormon trtiniidiir. Erkekte T, prostat
ve seminal vezikiiller gibi androjenik etkinin hedef dokularinin hiicresel zarlarinda,
niikleer zarfinda ve endoplazmik retikulumunda bulunan 5o rediiktaz tarafindan
dihidrotestosterona (DHT) doniistiiriilebilir. DHT, bir androjen olarak T'den 6nemli
Olclide daha giigliidiir ve ayn1 zamanda bir son iirlin hormonu olarak kabul edilir.
Steroidojenik yoldaki androjenik maddeleri Ostrojenik maddelere c¢eviren enzim
aromatazdir (CYP19). CYP19, T'yi 17B-6stradiol (E2) ve androstenedionu &strona
dontstiiriir. E2 ve T, steroidojenik yolun son iirlin hormonlar1 olarak kabul edilir.
CYP17'nin liyaz aktivitesinin 6zgilligi, tirler arasinda ara substratlar i¢in farklilik
gosterir. H295R hiicrelerinin insan yetigkin adrenal enzim ekspresyonunu ve steroid
tiretim modelini en yakindan yansittig1 gosterilmistir ve androjen sentezi i¢in hem 5-

hidroksisteroid hem de 4-ketosteroid yollar1 ic¢in enzimleri eksprese ettikleri



bilinmektedir. Insan H295R adrenokarsinom hiicre hatti, steroid hormon sentezi
tizerindeki etkilerin arastirilmasi i¢in yararli bir in vitro modeldir. H295R hiicre hatti,
Sekil 2.2°de belirtilen steroidogenez i¢in tiim anahtar enzimleri kodlayan genleri ifade
eder. Bu olduk¢a 6nemli bir 6zelliktir ¢iinkii bu genlerin in vivo ifadesi, doku ve gelisim
asamasina 6zgldiir ve tipik olarak steroidogenezde yer alan tiim genleri ifade eden tek bir
doku veya bir gelisim asamasi yoktur. H295R hiicreleri, bolgesel olarak farklilasmamis
insan fetal adrenal hiicrelerinin fizyolojik 06zelliklerine sahiptir. Hiicreler, hem
kortikosteroid sentezi hem de androjenler gibi seks steroid hormonlarinin iiretimi
tizerindeki etkilerin test edilmesini saglayarak yetiskin adrenal korteks ve gonadlarda
bulunan tiim steroid hormonlarini {iretme yetenegine sahip olduklari i¢in benzersiz bir in

vitro sistemi temsil etmektedir [11].

2.4. Steroidojenik Etkilesimler

Steroidojenik yolakta androjenik maddelerden dstrojenik maddelere doniismesi CYP 19
aktivitesi ile miimkiin olmaktadir. BeWo hiicrelerinde CYP 19 aktivitesinin oldugu
bilinmektedir. Fetoplasental ortak kiiltir modeli hormon iiretimi ve fetoplasental

steroidojenik etkilesimi temsil eden bir model olarak olusturulmustur [11].

2.5. U¢ Boyutlu Hiicre Kiiltiir Sistemleri

Hiicre kiiltiiriinde kullanilan plastik kiiltiir ortamlar1 tizerinde yapisik hiicreler kullanan
geleneksel yontem olarak bilinen hiicre kiiltiir teknigi, hiicre hatlarin1 pasajlamak,
proliferasyonunu saglamak ve optimize edilmis ortamda iiretilebilmelerini saglamak
hiicreleri kullanarak g¢alismalar i¢in oldukca etkili bir tekniktir ve uzunca zamandir
kullanilmaktadir. Bununla birlikte, iki boyutlu ortamda (2B) ilaglara, toksinlere veya in
vivo ortamdaki gibi sinyal degisiklikleri vb. fizyolojik siire¢lere hiicrelerin cevabi ayni
olamamaktadir. Uzun yillardir ¢aligmalarda kullanilan hayvan modelleri maliyetli
olamakla birlikte, tecriibe gerektirir, uzun siireli besleme ve bakim, kalite-kontrol

gerektirir ve etik kaygilar bulundurmaktadir [47].

Deney yapilmak istenen hiicre veya doku, deney hayvani ile insan arasinda yapisal
ozellikler, biyokimyasal yolaklar, fizyolojik siirecler gibi pek ¢ok yonden farkliliklar
gosterebilmektedir [47].



Geleneksel yontemlerin sinirlhiliklart dogal veya sentetik biyomalzemelerin de eklendigi
¢ok hiicreli mikro dokuda in vivo kosullari saglamaya calisan ii¢ boyutlu (3B) kiiltiir

sistemleri gelistirilmistir.

Tarihsel olarak, 3B kiiltiirler ilk olarak kanser biyolojisinde ilag testi igin kullanilmigtir
[47]. Uzerinde hiicrelerin de iiretilebildigi polimer malzemelerden olusan iskele veya
iskelesiz sistemler olarak olusturulabilmektedir. Tez calismasi kapsaminda 3B hiicre
kiiltiir sistemi olan iskele modeli olarak kriyojel sistem ve transwell insert sistemi

kullanilmustir.

2.6. Transwell Insert Sistemi

Transwell insert olarak adlandirilan 3B hiicre kiiltiir ortamu, st (apikal) ve alt (bazal)
olmak tizere iki ayr1 boliimden olusan, hiicre kiiltiir ortami igerisine eklenebilen ve filtre
zar1 igeren bir sistemdir. Mikro gozenekli filtre zarlari, epitel hiicrelerini kiiltiire etmek
amaciyla 1950'lerde filtrelerle ayrilmis embriyonik fare dokularmin morfogenetik
ozelliklerini incelemek amaciyla ilk kez kullanilmistir. Transwell insertler, apikal ve
bazal yiizeylerden gesitli molekiillerin salgilanmasini desteklerken ayni zamanda bazal
membrana baglanmalarini saglayan hiicreler i¢in substratlar saglayabilmektedir. Bu
sayede in vivo meydana gelen siireglere benzer metabolik siireglerin in vitro ortamda
modellenmesi i¢in kullanilmaktadir. Transwell insert sistemi, epitel hiicre hatt1 gocii,
gelisimi ve doku modellemesi caligmalarinda oldukga etkin bir sekilde hiicre tek
tabakasinin her iki yiizeyinin incelenmesini saglayan bir modeldir. Insert gdzenek boyutu,
bu teknigin basarisindaki en 6nemli adimdir. Transwell insert gézenek boyutu ¢ok ¢esitli
bigimlerde, boyutlarda, kaplamalarda ve go6zenek boyutlarinda ticari olarak
olusturulmaktadir. Kullanilan hiicre tipine ve olusturulmasi planlanan deney sistemine
baghidir. Transwell ® hiicre yapismasmi artirmak igin 6zel bir kolajen kaplamali

kolajenle islenmis yapiya sahiptir [49].
2.7. Kriyojeller

Kriyojel sentez siireci capraz baglama asamasi ile baslayarak polimerik ¢6zeltinin
dondurulmasi, goézenek olusumu i¢in donmus halde tutma, makro gézenekler olusturan
bilesiklerin ¢apraz baglanmast ve son olarak oda sicakliginda ¢oziilmesi ile
sonlanmaktadir. Kriyojeller, yapisal biitiinliiklerini korurken biiyiik miktarlarda suyu
absorbe edebilen polimer =zincir aglarnidir. Biyouyumluluk ve biyobozunurluk,

hidrofiliklik ve canli dokulara benzerlik gibi arzu edilen pek ¢ok 6zelliklerinden dolay1



biyomedikal miihendisligi, biyoteknoloji ve doku miihendisliginde genis c¢apta
kullanilmaktadir [12,15].

Kriyojeller; kriyojenik yapiya sahip polimer malzeme olarak bilinmektedir. Kriyojellerin
avantajlar1 li¢ boyutlu siiper ve makro gozenege sahip capraz bagli yapist sebebiyle

kimyasal ve yapisal kararliliklarindan kaynaklanmaktadir [13].

Kriyojellerin makrogdzenekli yapisi, ozmotik ve mekanik kararli yapiya sahip olmasi
sayesinde ¢esitli biyolojik uygulama alanlarinda olduk¢a yaygin sekilde kullanilmaktadir
ve olduk¢a O6nem arz etmektedir. Kriyojeller, ¢esitli sekillerde (disk, kiire, silindir,
monolitik kolon) sentezlenebilen ve farkli alanlarda kullanilabilen biyomalzemelerdir. Bu
kriyojeller sentetik veya dogal polimerlerle sentezlenebilme 6zelligine sahiptir, bu da
kullanimlarint avantajli hale getirmektedir. Hiicreler, viriisler, plazmidler, organeller,
proteinler, niikleik asitler gibi biyolojik nanopartikiillerin kromatografisi, DNA
saflastirmasi, biyopolimer veya hiicre immobilizasyonu, ila¢ salim sistemleri, molekiiler
baskilama, biyosensdrler ve doku miihendisligi gibi bir¢cok alanda doku iskelesi olarak

son yillarda sik¢a kullanilan biyomalzemelerdir [16,17,18].

Kriyojeller, yapisal olarak birbirine baglantili gézeneklere sahip, yiiksek sisme kapasiteli
ve genis yiizey alani iceren makro gozenekli hidrojel yapiya sahiptirler. Yapilan bir
aragtirmada doku miihendisliginde kullanilan hidrojellerde kademeli gozenek boyutu
dagiliminin avantajlar1 gdsterilmistir. Insan viicut dokusu heterojen bir morfoloji
sergiledigi i¢in doku miihendisligi ¢aligmalarinda kriyojellerin kullanilmasi oldukga

uygun gorinmektedir [14].
2.7.1. Kriyojellerin Doku Iskelesi Olarak Kullanilmasi

Doku miihendisligi uygulamalari, hasarli doku veya organlarin yenilenmesini ve onarimi
icin bir alan olup, hiicrelerin biiytime faktorleri ile birlikte kullanilarak ti¢ boyutlu destek
yap1 iskelelerinin iiretilmesini ve kullanilmasini amaglamaktadir. Bu {i¢ boyutlu yap1
iskelelerinin, besin ve oksijeninin hiicrelere ulagsmasini kolaylastiran birbirine bagh
gozeneklerle c¢ekillendirilmesi oOnemlidir. Doku iskeleleri, dogal veya sentetik
polimerlerden bagimsiz olarak sentezlenebilecegi gibi, ayn1 zamanda birlikte
sentezlenebilirler [19].

Hiicrelerin hayatta kalabilmeleri i¢in yeterli ¢ogalma alanina sahip olmalar1 oldukca

onemli bir etmendir. Gozenekler, hiicrelerin tutunmasinin yani sira oksijen ve besin
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aligverisini saglayarak hiicrelerin saglikli bir sekilde biiylimesini destekler. Hipoksi
durumunda ise serbest radikallerin olusmasi hiicrelerin Gliimiine neden olabilir. Bu
nedenle, genis gozenekli doku iskelerinin olusturulmasi gereklidir. Kriyojelasyon
yontemi ile iretilen kriyojeller, makro veya siiper makro gozeneklere sahip olmalari
nedeniyle doku miihendisligi ¢aligmalarinda avantajlhidir. Kriyojeller, dogal ve sentetik
biyomalzemelerden yapilan 3 boyutlu mekanik dayanikli jel matrikslerdir ve hiicresel
davranis1 en iyi sekilde taklit edebilirler. Heterojen bir yapiya sahip olan kriyojeller
hidrojeller sinifina girer ve hidrojellere gére daha avantajli bir iskele saglarlar. Ayrica,
dogal biyomalzemeler icermesi sayesinde doku vaskiilarizasyonu ve yeni doku

olusumunu daha hizli bir sekilde gergeklestirebilirler [20].

2.8. PHEMA

Kriyojellerin  monomer igerikleri ve reaksiyon bilesenlerinin konsantrasyonlart,
kriyojellesme siirecini 6nemli 6lgiide etkilemektedir. Daha diisiik molekiiler agirliklara
sahip monomerlerin, daha biiyiik molekiiler agirliklara sahip monomerlere kiyasla daha
biiyilk gozenekler olusturmasi beklenmektedir. Ayrica reaksiyon bilesenlerinin
miktarindaki artis kriyojellerin rijitligini, kriyojel duvarlarinin kalinligini ve elastikiyetini
artirmaktadir. Ayrica, kriyojellesme hizi artar ve kriyojellesme, daha konsantre polimer
iceriklerinin ~ kullanilmasiyla daha  verimli  gerceklesmektedir.  Kriyojellerin
hazirlanmasinda genellikle suda ¢6ziiniir monomerler tercih edilmektedir. HEMA, N-
izopropilakrilamid (NIPA), akrilik asit (AAc), N',N'-dimetilakrilamid (DMA), N',N'-
dietilakrilamid (DEA) ve akrilamid (AAm), kriyojel hazirlama i¢in kullanilan bazi

monomer tiirleridir [21].

Poli (2-hidroksietil metakrilat) (PHEMA), sentetik bir biyomalzeme olup, 2- hidroksietil
metakrilat (HEMA) adli kimyasal bir bilesigin capraz baglanmasiyla olusturulur.
PHEMA malzemelerinin doku iskelesi olarak kullanilabilirligini artiran o6zellikleri
yiiksek biyouyumluluk, toksik olmama, antijenik o6zellikler gostermeme, mekanik
dayaniklilik ve oksijen gegirgenligi gibi faktorlerdir. PHEMA’lar, olumlu 6zelliklere
sahip olmalar1 ve doku miihendisliginde sik tercih edilmelerine ragmen, hiicrelerin
yilizeyine yeterli sekilde yapisma yetenegine sahip degillerdir. Bu nedenle, doku
isklelerinin sentezlenmesinde, PHEMA gibi senteztik malzemelere destek olmak
amaciyla dogal malzemeler olan kolajen, jelatin ve fibronektin gibi bilesenler kullanilarak

hiicrelerin daha 1yi tutunabilecegi ve canliliklarini siirdiirebilecegi bir iskele ortami
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2.9. Antideprasanlarin Gebelikte Kullanimi

Uluslararas1 arastirmalar, depresyonun biiyiik ¢ogunlugunun 18-44 yas araligindaki
kadinlarda, 0Ozellikle dogurganlik slireglerini igeren donemlerde goriildiigiini
gostermektedir. Bu siireglerin hormonal, biyolojik ve psikososyal degisiklerin yasanmasi,
kaygi ve stres gibi bir ¢ok etkenlerle iligkilidir. Gebelikte depresyon siklig1 %12-36
arasinda degisir ve bu durumla doktorlarina bagvuran gebelerin %8-10'u antidepresan ilag
tedavisi almaktadir. Diinya genelinde regeteli olarak satilan antidepresanlar, en yaygin
kullanilan ila¢ grubudur ve segici serotonin geri alim inhibitorleri (SSRI) olarak bilinen
ilaglar (%10) arasinda en sik kullanilanidir. SSRI'larin etki mekanizmasi, serotonin (5-
HT) geri alim tasiyicisina (SERT) baglanarak serotoninin presinaptik ndéron tarafindan
tekrar alimin1 engelleyerek sinaptik boslukta serotonin seviyelerinin artmasini
saglamaktir [10].

Plasentanin islevsel birimi olan trofoblastlarin SSRI (segici serotonin geri alim
inhibitorleri) ile maruziyeti, trofoblast invazyonu, utero-plasental arterlerin yeniden
yapilandirilmasi ve trofoblast farklilasmasi gibi cesitli siiregleri etkileyebilir. Bu durum
erken dogum oranlarinin artigi, diisik dogum agirligi, néro-davranigsal bozukluklar,
gerilemis fetal gelisim, intrauterin biiyiime kisitlamalar1 ve preeklampsi gibi sorunlara
neden olabilir. Bu nedenle, gebelikte risk olusturabilecek antidepresanlarin kullanimina
iliskin endigeler artmis ve gelecek nesillerin sagligi i¢in daha fazla arastirmanin yapilmasi
gerektigi vurgulanmistir. Son 10 yildir, gebelik sirasinda kullanilan ilaglarin plasenta
araciligiyla fetiise aktarilmasi ve bu ilaclarin postnatal ve embriyonik gelisim tizerindeki
etkileri, diinya genelinde ila¢ diizenleme ve halk saglhigi kurumlar1 tarafindan
incelenmektedir [10].

SSRI’larin depresyona karst etkin kullanimi kanitlanmis olsa da gebelikte SSRI

maruziyetinin plasentaya etkileri literatiirde hala tartigsmalidir.

2.9.1. Brintelliks ve Etken Maddesi VVortioksetin

Britelliks ilaci, antidepresan 6zelligini daha etkili bir sekilde gdstermesi amaciyla
sentezlenen yeni bir ilagtir [45].

Brintellix'in etken maddesi olan vortioksetin, ABD Gida ve Ilag Dairesi (FDA)
tarafindan onaylanarak satigsa sunulmustur. Vortioksetin, serotonin, norepinefrin,

dopamin, asetilkolin, histamin, glutamat ve gama-aminobiitirik asit sistemleri gibi ¢esitli
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sistemlerde norotransmisyonu diizenleyerek antidepresan etki gosterir. Bu, major
depresif bozukluk gibi duygudurum ve bilis ile iligkili bozukluklarda yer alan karmasik
sinir aglarini diizenlemesini saglar. Vortioksetin'in farmakolojik etkisine ¢ok az katkida
bulunan metabolitleri Lu AA34443 ve Lu AA39835 kan dolasiminda bulunur, ancak
serotonin  reseptOrlerine  baglanmadiklarindan  farmakolojik  olarak etkisizdir.
Vortioksetin, Tiirkiye'de bir siire regetesiz olarak satilmistir, bu ylizden ilaca maruziyetin
sonuclarini arastirmak ve bu konudaki ¢alismalar1 desteklemek, ozellikle lilkemiz icin
biiyiikk onem tagimaktadir. Vortioksetin, 298.45 g/mol agirhigindadir ve C18H22N2S-Hbr
molekiiler formiiliine sahiptir. Vortioksetin yliksek oranda plazma proteinlerine baglanir
(%99) ve metabolizmast ¢esitli sitokrom P450 (CYP2D6) izoenzimleri tarafindan
gerceklestirilir. Karacigerde oksidasyon yoluyla metabolize edilen Vortioksetin, daha
sonra idrar yoluyla difosfat glukuronosiltransferaz ile atilir. Ilacin yarilanma émrii 66
saattir ve ortalama biyoyararlanimi %75 olarak bilinmektedir. Vortioksetin gebelikte C
kategorisinde yer almaktadir. Gebelerde Vortioksetin'in etkilerini igeren yeterli veri
bulunmadigindan, bu konuda yapilan sinirli sayida hayvan deneyleri fetiis ilizerinde

olumsuz etkilere neden olabilecegini gostermektedir [50].

2.10. insan Koryonik Gonadotropin Hormonu (3-hCG)

Gebeligin baslamasindan itibaren, embriyonun endometriyuma tutunmasindan sonra
trofoblast hiicreleri tarafindan tiiretilen hCG hormonu, gebeligin temel hormonu olarak
islev gormektedir. hCG, 14.5 kDA agirliginda iki farkli alt birimden meydana gelen,
kovalent baglanmig ve toplamda 237 aminoasit i¢eren glikoprotein yapisinda bir
hormondur [32].

Literatiirde en ¢ok calisilan trofoblast hormon {irtinii hCG'dir. Gebelikte bu glikoprotein,
korpus luteumu involiisyondan kurtardigi i¢in kritik Odneme sahiptir ve yumurtalik

graniiloza hiicrelerinin progesteron salgilamasini saglamaktadir [33].

2.11. Ostriol Hormonu (E3)

Yirmiden fazla Ostrojen bulunmasina ragmen, klinik anlamda 3 tanesi Onem arz
etmektedir. Bu 3 &strojen ostron (E1), Ostradiol (E2) ve Ostriol (E3) olarak

isimlendirilmektedir [34].
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E3, plasentada farkli tiirde Ostrojenlerin salimimini saglamaktadir fakat {iretilen ana
hormon 0striol’diir. Plasental strojenlerin temel iki gorevi bulunmaktadir; ilki meme
dokusunun uyarilmasi iken, diger gorevi ise rahimin doguma hazirlanmasi i¢in gereken

oksitosin hormonunun reseptorlerini arttirmaktir [35].

Ostriol hamilelik sirasinda plasentada en ¢ok salgilanan steroid hormonudur ve temel
gebelik hormonu olarak gegmektedir. En 6nemli gorevlerinden biri rahim kaslarimin
kasilmasinin baskilanmasidir. Bu anlamda progesteron ile ters sekilde ¢alismaktadirlar.

Bu sayede erken dogum veya diisiik olma ihtimali engellenebilmektedir [36].

Normal hamilelikte siirekli 6strojen salgilanmasinda artig goriiliirken, Ostriol salgilanmasi
hamileligin saglik durumu ve fetiisiin genel durumunu degerlendirmede kullanilmaktadir.
Bunun nedeni 6striol i¢in onciil meddelerin %90’1inin fetal adrenallerden gelmesidir.

Kliniktede fetiisiin iyi halini degerlendirmek igin Gstriol hormon 6l¢iimii yapilmaktadir

[36].
2.12. Ostradiol Hormonu (E2)

Ostradiol (E2) kadin cinsiyet dzelliklerinin gelisimini ve siirdiiriilmesini kontrol eder ve
bu nedenle kadinlik hormonu olarak adlandirilmaktadir. E2, kadindaki iireme yollari
icerisindeki birincil Ostrojendir ve tiim steroid hormonlart gibi kolesterol kokenlidir.
Ovaryumdaki graniiloza hiicrelerinde iiretilmektedir. E2, yumurtaliklardan kandaki hedef
hiicrelere taginir, esas olarak seks hormonu baglayici globiiline baglanir. Hedef hiicrenin
plazma membranindan difiizyon ile geger ve sitozolik Ostrojen reseptorlerine baglanir.
Bunun sonucunda E2-reseptor kompleksi DNA’ya baglanir ve gen transkripsiyonunu
diizenler. E2 seviyesinin diisiik olmas1 hipotalamusu uyararak FSH ve LH hormonlarinin
salinmasini uyarmaktadir. FSH ve LH hormonlar: ise yumurtalig1 uyararak E2’nin daha
fazla iiretilmesine sebep olur. E2 ovaryumdan sentezlenirken, ovaryum islevlerini

degerlendirmek i¢in kullanilmaktadirlar [34].

2.13. DHEA Hormonu

Dehidroepiandrosteron (DHEA) viicutta en bol bulunan steroid hormonlarindan biridir.
Cinsiyet steroidleri, dstrojenler ve androjenlerin onciil maddesidir. Esas olarak adrenal
korteksin en igteki bolgesinden salgilanmakla birlikte beyinden de salgilanmaktadir.
Viicutta siilfat bagli formu (DHEA-SO4) bulundugu halde bu formu rezerve edilirken

gerektiginde spesifik hormonlara doniistiiriilmektedir [37].
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Yetiskinlikte kanda %90 oran1 gibi biiylik bir oranda bulunmaktadir. Adrenal
androjenlerin (DHEA’lar) {iretimi forskolin gibi protein-kinaz A yolaginin antogonistleri
ile uyarlabilir. Kortizol, adrenokortikal hiicrelerinden DHEA’nin iiretimini
uyarabilmektedir. Anne karninda iiretilen kortizol plasentada progesteron olusumunu
uyararak fetal adrenal kortekste progesteronun DHEA’ya doniisiimiine neden olur.
DHEA, testesteron gibi diger hormonlarin tiretilmelerini de etkilemektedir. Bunun yani

sira beyin gelisimini etkileyen glukokortikoidlerin etkinliklerini diizenlemektedir [37].

Fetiisiin adrenal bezlerinden biiylik miktarda salgilanan DHEA ve DHEA-SO4
hormonlari, plasentada metabolize edilerek gebelik doneminin hakim Ostrojeni olan
Ostriole dontistiiriilmelerinden dolay1r olduk¢a Onemlidirler. Oviilasyonun uyarilmasi
amaciyla da kullanilmaktadir. Dogumdan hemen sonra ise iki formun seviyelerinde ciddi

bir diigiis goriilmektedir [37].

Dolasim sisteminde DHEA’nin azalmasi kardiyovaskiler dokularda, metabolik ve
noral/merkezi sinir sistemi fonksiyonunda degisikliklere sebep olabilir. DHEA nin yasin
ilerlemesiyle belirgin sekilde azaldig1 bilinmektedir. Bu durumun depresyon ve sizofreni

gibi norolojik hastaliklara neden oldugu bildirilmektedir [38].

2.14. Progesteron Hormonu

Esas olarak korpus luteum ve plasenta tarafindan iiretilen bir nérosteroid ve ndroaktif bir
steroiddir. Progesteron’un (Pg) baslica islevleri menstrual dongiiyii, gebeligi ve

embriyogenezi kapsamaktadir. Hormonun ana rolii ise fetusun gelisimine destek olmaktir
[34].

Progesteron’un gebelikteki dnemi endometriumu desteklenmesinden kaynaklanmaktadir.
Ayni zamanda hipofiz bezine negatif geri bildirimli inhibisyon yaparak hamilelik
sliresince yeni bir yumurtlama olmasini engellemektedir. B-hCG’nin, implantasyon
sonras1t 3-4 hafta boyunca aktif bir sekilde progesteron iiretimini tesvik etmesi ile
involiisyonu engellemektedir. Pg gebeligin ilk yarisinda bazal viicut 1s1sin1 ytikseltirken,

sodyum ve klorid atilimini da arttirmaktadir [34].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Kullamilan Madde ve Malzemeler

Hiicre kiiltiir calismalarinda kullanilan 25 cm? (Greiner Bio-One, 690175) ve 75 cm?
(Greiner Bio-One, 658175) filtreli flasklar, hiicrelerin ylizeyden kaldirilmasinda
kullanilan Tripsin/EDTA (%0,25) (Thermo Fisher, 25200056), MTT Analizi i¢in 96
g6zIli (Greiner Bio-One, 655180) hiicre kiiltiir plaklari, fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi
(PBS) (Thermo Fisher, 003002), glasyal asetik asit (Carlo Erba, 64-19-7), metanol
(Sigma, M10609), toksisitesi incelenen vortioksetin-hidrobromid (Cayman, 23695),
canlilik analizinde kullanilan 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]difenilterazolyum bromiir (MTT)
(Acros organics, 158990010), Dimetil Siilfoksit (DMSO) (Applichem, 01A3672, 0100),
Amonyak (Merck, K13391922) firmalarindan temin edilmistir.

Kriyojel sentezlenmesinde ve analizlerinde kullanilan 2-hidroksietilmetakrilat (HEMA)
(Sigma, 477028), poli (etilen glikol) diakrilat (PEGDA) (Sigma, 475629), amonyum
persiilfat (APS) (Sigma, A9164), N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamin (TEMED) (Sigma,
T9281), gluteraldehit (%25°lik) (Merck, 820.603), kriyojellere HDM elemanlar1 olarak
baglanan, folik asit (FA) (Sigma, F8758) ve Tip IV Kolajen (Tip IV Kol) (Sigma, C7521),
SEM analizerinde kullanilan ethanol alkol (Merck, 1.00983.2511), hekzametildisilazan
(HMDS) (Merck, 8.04324.0250) temin edilmistir.

Transwell insert deney grubu igin (Greiner, 665641) membrani 0.4-um por genisligine

sahip insertler kullanilmistir.

ELISA analizlerinde kullanilan Human (Chorionic Gonadotropin) (B-hCG) ELISA Kit
(Elabscience, E-ELHO0175), E3 (Estriol) ELISA Kit (Elabscience, E-EL-0156),
Human/Monkey/Mouse E2 (Estradiol) ELISA Kit (Elabscience, E-EL-0150), Pg
(Progesterone) ELISA Kit (Elabscience, E-EL-0154-96T), DHEA
(Dehydroepiandrosterone) ELISA Kit Elabscicence, E-EL-0115) temin edilmistir.

3.2. Hiicre Kiiltiir Kosullar:

Hiicre kiiltiir calismalarinda kullanilmak {izere insan plasenta koryokarsinom hiicre hatti
Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu’ndan (BeWo, CCL-98™, ATCC®, Manassas, Virgina

Eyaleti, Amerika Birlesik Devletleri) temin edilmistir.
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Insan gobek kordonu ven endotel hiicre hati (HUVEC, CRL-1730, ATCC®)
laboratuvarimizda mevcut olup deneylerde kullanmak iizere hiicre stoklar1 hazirlanmistir.
Insan adrenokortikal karsinom hiicre hatt1 Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu’ndan (NCI-
H295R, CRL-2128™, ATCC®, Manassas, Virgina Eyaleti, Amerika Birlesik Devletleri)
alimmustir.  Pediatrik endokrinoloji/diyabetoloji/metabolik Tip Universitesi Cocuk
Klinigi, Bern, Isvigre - Prof. Christa E. Fliick tarafindan temini saglanmustir.

Bu calismada ikilenme siireleri sirasiyla BeWo icin 39 saat, HUVEC igin 25 saat ve
H295R igin 45 saat olan ii¢ hiicre ile ortak kultir modelleri olusturulmustur. BeWo
hiicreleri 20-30, HUVEC hiicreleri 20-25, H295R hiicreleri ise 25-30 pasaj araliinda

kullanilmistir.

3.2.1. BeWo, HUVEC ve H295R Hiicrelerinin Pasajlanmasi

BeWo hiicreleri Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/Nutrient Ham’s F-12 (1:1)
(DMEM F-12) ortamu igerisinde Cegrogen Biotech (Stadtallendorf, Almanya), %10 fotal
sigir serum (FSS) Cegrogen Biotech (Stadtallendorf, Almanya) ve 100 U penisilin/100
ug streptomisin antibiyotik (Capricorn, Scientific) ile desteklenerek iiretilmistir.
HUVEC hiicreleri Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/Nutrient Ham’s (1:1) (DMEM)
ortaminda Cegrogen Biotech (Stadtallendorf, Almanya), %10 fotal sigir serum (FSS)
Cegrogen Biotech (Stadtallendorf, Almanya) ve 100 U penisilin/100 pg streptomisin
antibiyotik (Capricorn, Scientific) ile iiretilmistir.

Hiicrelerin ortak kiiltiir edildigi besiyerinin hazirlanmasi i¢in bazal ortamlarin besin
icerikleri degerlendirilmistir. DMEM F-12 bazal ortami, besin igerigi acisindan daha
zengin bir yapiya sahiptir. HUVEC hiicreleri, ortak kiiltiir ¢alismalar1 6ncesinde DMEM
F-12 besiyerinde tretilerek ortama uyum saglamiglardir. BeWo hiicreleri ile ortak kiiltiir
calismas1 yapabilmek icin HUVEC hiicreleri ayn1 besi ortaminda tiretilmistir. Hiicreler,
flasklarda 9%80-90 kapasiteye ulastiklarinda tripsinizasyon islemi uygulanmistir.
Hiicrelerin bulundugu flasklardan atik besiyeri almmistir. Kalan besiyeri ortamdan
uzaklastirmak icin 3 mL fosfat tamponlu salin (PBS) ile yikama islemi
gergeklestirilmistir. Hiicrelerin yapistiklar1 yiizeyden ve birbirlerinden ayrilmasi igin
Tripsin/EDTA uygulanmistir. BeWo ve HUVEC hiicreleri, 75 cm2'lik flasklarda
tiretildikten sonra 2 mL Tripsin/EDTA ile 2 kez yikanmustir. Flask icerisinde siispanse
hale gelen hiicrelere 6nceden 37°C'lik su banyosunda 1sitilmis besi ortami eklenmis ve

pipetleme islemi gergeklestirilmistir. Hiicre siispansiyonlar1 yeni flasklara boliinerek taze
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besi ortami eklenmistir. Hiicrelerin kullanima hazir hale gelmesi i¢in tiretimleri, %5 CO2
ve nem kosullarinda, 37°C sicaklikta bulunan bir etiivde gerceklestirilmistir.

H295R (NCI-H295R, CRL-2128™) insan adrenokortikal karsinom hiicre hatt1 konfluent
olana dek 0,5 mM sodyum piriivat, 1200 mg/L sodyum bikarbonat, 2,5 mM L-glutamin,
5,5 mM HEPES i¢ceren DMEM/F12 besiyerinde %2,5 Nu-serum, %1 ITS karisimi, 100
U penisilin/100 pg streptomisin eklenerek, 37°C de %5 CO2’li etiivde iiretilmistir.

Ortak kiiltiir besiyeri icerigi, %2,5 Nu Serum (BD Bioscience, 355500), %1 pridoksin
(Sigma, P6280), %1 stripped FBS (Sigma, F6765) %1 ITS Premix (BD Bioscience,
354352) ve antibiyotikli DMEM F-12 ile tamamlanarak hazirlanmistir (Thibeault vd.,
2014). Farkli ortam ve sistemlerde {i¢ ayr1 hiicre bu besiyeri ile desteklenip basarili bir

sekilde liretimi gerceklestirilmistir.
3.2.2. BeWo ve HUVEC Hiicrelerinin Dondurulmasi ve Cozdiiriilmesi

Hiicre stoklarinin depolanabilmesi ve ayni1 pasaj numarasina sahip hiicrelerin deneysel
calismalarda kullanilabilmesi i¢in dondurma islemi uygulanmistir. Uzun siireli depolama
i¢in, s1vi azot tanklar1 (-196°C) tercih edilmistir. Hiicrelerin dondurularak zarar gérmesini
onlemek amaciyla kriyoprotektan maddeler kullanilmistir. Kriyoprotektanlar, hiicre
icinde buz kristallerinin olusumunu engelleyerek hiicreyi mekanik hasardan korur ve
hiicre membranini stabilize etmektedir. Hiicreleri dondurmak i¢in, dondurma soliisyonu
ad1 verilen bir ¢6zelti kullanilmistir. Dondurma soliisyonu, DMSO ve FSS gibi
kriyoprotektan maddelerini igermektedir.

Hiicre kiiltiirleri, logaritmik (log) fazdayken dondurulmustur. Hiicreler, kiiltiir kabim
%80-90 oraninda kapladiklarinda dondurma islemi gergeklestirilmistir. Hiicreler, tripsin
ile aynistirilarak flask yiizeyinden kaldirilmigtir. Siispansiyon haline getirilen hiicreler,
santrifiij tiipiine aktarilmistir ve 5 dakika boyunca 800 rpm hizda santrifiij edilmistir
(Eppendorf Centrifuge, 5810R). Santrifiij sonrasi, siipernatant uzaklastirilmis ve hiicre
peleti, onceden hazirlanmis olan dondurma soliisyonu (%90 FSS, %10 DMSO) ile
birlestirilerek pipetlenir ve kriyotiiplere 1 mL hacminde dagitilmistir. Hiicre bilgileri
kriyotiiplerin iizerine yazilmistir. Hiicrelerin asamali olarak dondurulmasi igin
Kriyotiipler, baslangigta -80°C'de tutulmus ve 1-2 giin sonra kriyotiipler, s1v1 azot tankina
aktarilmistir.

Deneysel calismalarda kullanilmak {izere -196°C s1v1 azot tankindan ¢ikarilan hiicrelerin,

37°C'lik su banyosunda 2-3 dakika ¢6ziinmesi saglanmistir. Coziinen hiicreler, 5 dakika
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boyunca 800 rpm hizda santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi, siipernatant uzaklastirilarak
elde edilen hiicre peletinin lizerine 6nceden su banyosunda 1sitilmis besi ortam1 eklenmis
ve pipetlenmistir. Hiicreler, besi ortami igeren 75 ecm?2 kiiltiir flasklarina aktarilir ve %5
CO2 ve 37°C sicakliktaki bir etiive (Sanyo, MCO18AC) yerlestirilmistir. Hiicrelerin besi

ortami1 2 giinde bir degistirilmistir.
3.2.3. H295R Hiicresinin Dondurulmasi ve Cozdiiriilmesi

Tripsinizasyon islemi ile hiicreler yapisik olduklar1 flask ylizeyinden kaldirilmigtir.
Siispanse edilen hiicreler santrifiij tiipiine aktarilarak 5 dakika 800 rpm hizda (Eppendorf
Centrifuge, 5810R) santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 siipernatant uzaklagtirilmistir.
Elde edilen hiicre peleti onceden hazirlanmis olan (%7,5 Nu-Serum, %5 DMSO) besiyeri
ile tamamlanarak hazirlanmis dondurma vasati ile bir araya getirilerek pipetaj1 yapilmigtir
ve 1 mL olacak sekilde kriyotiiplere paylastirilmigtir. Hiicre ile ilgili bilgiler kriyotiiplerin
tizerine yazilmistir. Hiicrelerin kademeli dondurulmasi i¢in kriyotiipler ilk olarak -
80°C’de tutulmustur. 1-2 giin sonra kriyotiipler sivi azot tankina aktarilmistir.

Deneysel caligmalarda kullanabilmek i¢in -196°C siv1 azot tankindan ¢ikarilan hiicrelerin
37°C’lik su banyosunda 2-3 dakika ¢oziilmesi saglanmistir. Cozlimesi saglanan hiicreler
5 dakika 800 rpm hizda santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi siipernatant uzaklastirilarak
elde edilen hiicre peletinin iizerine énceden su banyosunda isitilmis olan besi ortami
eklenmistir ve pipetaj yapilmustir. Hiicreler igerisinde besi ortami bulunan 75cm?’lik
kiltiir flasklarina aktarilarak %5 CO2 ve 37°C sicakliktaki etiive (Sanyo, MCO18AC)

kaldirilmistir. Hiicrelerin besi ortami 2 giinde bir degistirilmistir.

3.3. Vortioksetin Stok Cozeltisinin Hazirlanmasi

Calismada kullanilmak tizere, toz halindeki vortioksetin etken maddesinin 5 mg’lik ana

stogu 1 mL DMSO igerisinde ¢ozdiiriillerek elde edilmistir. Deneylerde kullanilmak
tizere, Vortioksetin (Cayman, Amerika) etken maddesinin 5 mg’lik ana stogu 1 mL
DMSO igerisinde ¢ozdiiriilerek elde edilmistir. Hazirlanan ana stok serumsuz besiyerleri
ile seyreltilerek 1. ara stok (100 uM konsantrasyon) hazirlanmistir. Coziicli olarak
kullanilan DMSO’nun besiyerindeki son konsantrasyonu en fazla % 0,1 olacak sekilde

belirlenmistir.

Yapilan 6n c¢aligmalarda 7,5 uM ve 15 pM doz sonuglari degerlendirilerek elde edilen
sonuclar dogrultusunda olusturulan sistemde apikal kisimda bulunan kriyojel lizerinde

uretilen BeWo ve HUVEC hiicresi ve bazal kisimda tek tabakali olarak tiretilen H295R

19



hiicresi goz oniine alindiginda, ti¢ hiicreye de uygun oldugu goézlemlenen 30 uM doz
secilerek deneylere devam edilmistir. Vortioksetinin 30 uM uygulamasi se¢ilmis ve ana
stoktan serumsuz besiyeri ile seyreltilerek hazirlanmistir. Doz uygulamasi hiicrelerin
ikilenme zamanlarina uygun olarak 2. Giin, 4. Giin ve 7. Giin olmak {iizere ii¢ farkh

inkiibasyonda uygulanmastir.

3.4. Sterilizasyon

12 kuyucuklu plakalar1 kaplacak sekilde parafilmler kesilerek 20 dakika boyunca %70 lik
alkol igerisinde bekletilmistir. Parafilmler steril distile su ile muamele edilerek

kuyucuklara yerlestirilmistir.

Kriyojeller ve transwell insertlerin sterilizasyonu i¢in 6rnekler plakalarin kapaklarina
yerlestirilerek 45 dakika boyunca UV altinda sterilizasyonu saglanmistir. Sterilizasyon
sonrasi kriyojellere %10°luk FBS ve %1’lik penisilin ve streptomisin igeren DMEM/F12
besiyeri 1000 pL eklenerek 2 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi besiyeri

kriyojellerden uzaklastirilarak hiicre ekimi gergeklestirilmistir.

3.5. Transwell Sistem Kullanarak Kriyojel Uzerinde 3B Hiicre Modelinin

Olusturulmasi

Her jel iizerine 1x10° hiicre olacak sekilde hiicre ekimi tekli kiiltiir igin tek asamada, ortak
kiiltiir i¢in iki asamada gerceklestirilmistir ve hiicreler pelet halinde kriyojellerin iizerine
ekilmistir. BeWo hiicrelerinin ekiminden sonra jellerin iizerine besiyeri eklenmeden 1
saat boyunca inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra HUVEC hiicrelerinin ekimi
gerceklestirilmistir ve jellerin iizerine besiyeri eklenmeden 1 saat inkiibasyona
birakilmistir. 1 saatlik inkiibasyonun sonunda her kriyojelin {izerine 1000 pL besiyeri

eklenmistir.

Kriyojel iizerinde tekli kiiltiirler i¢in, BeWo hiicreleri igin her jel iizerine 1x10° hiicre,
HUVEC hiicreleri icin ise her jel iizerine 25x10* hiicre icerecek sekilde hiicre
siispansiyonlart hazirlanmistir. Elde edilen hiicre siispansiyonlar1 5 dakika 800 rpm’de
santrifiij edilmistir. Siipernatantlar dokiildiikten sonra peletlerin toplam pL hacmi
hesaplanmistir. Toplam peletin uL. hacmi kriyojel sayisina boliinerek jellerin iizerine

hiicreler ekilmistir.

Kriyojel {izerinde ortak kiiltiir i¢in 3:1 (BeWo:HUVEC) iki OK, Transwell icerisinde
kriyojel i¢eren gruplar icin apikal kissmda BeWo ve HUVEC, bazal kisimda H295R
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olacak sekilde (U¢ OK grubu) U¢ OK ve Transwell icerisinde kriyojel iceren gruplar igin
apikal kissmda BeWo ve HUVEC igeren ki OK gruplar hazirlanmistir. Sekil 3.2°de

detayli olarak deney akis siireci gosterilmistir.

BeWo hiicreleri her kriyojel iizerine 75x10* olacak sekilde, HUVEC hiicreleri her kriyojel
lizerine 25x10% hiicre icerecek sekilde hiicre siispansiyonlar hazirlanmistir. Elde edilen
hiicre siispansiyonlar1 5 dakika 800 rpm’de santrifiij edilmistir. Siipernatantlar
dokiildiikten sonra hiicre peletlerinin toplam hacmi pL olarak hesaplanmistir. Toplam
peletin pL hacmi kriyojel sayisina boliinerek jellerin iizerine hiicreler ekilmistir. ilk
olarak BeWo hiicreleri jellerin tizerine ekildikten sonra besiyeri eklenmeden 1 saat
inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra HUVEC hiicre ekimi gerceklestirilmistir ve yine
jellerin iizerine besi ortami eklenmeden 1 saat inkiibasyona birakilmistir. 1 saatlik
inkiibasyonun sonunda kriyojellerin tizerine 1000 uLL. DMEM/F12 besiyeri eklenmistir.
2. 4. ve 7. giin olmak iizere inkiibasyona birakilmistir. Jellerin {izerindeki besiyeri

ortaminin %50’si iki giinde bir olacak sekilde degistirilmistir.

On ¢alisma sonuglarina gére en yiiksek canlilik degerlerine sahip ve en ideal doku iskelesi
olarak belirledigimiz PHEMA ve PHEMA+Tip IV Kollajen+Folik Asit bagladigimiz
kriyojeller, transwell insert ile birlikte olusturacagimiz sistem i¢in se¢ilmistir, bu kriyojel

gruplari ile deneylere devam edilmistir [43].

12 kuyucuklu plakaya uygun insert igerisine yerlesecek sekilde uygun boyutta
sentezlenmistir. Tez kapsaminda transwell insertlere yerlestirilecek kriyojel gruplarimin
tizerine BeWo ve HUVEC hiicreleri daha onceki kriyojel optimizasyon deneylerimizde

kullandigimiz ortak kiiltiir miktar1 olan 3:1 (BeWo:HUVEC) sekilde gergeklestirilmistir.

Kriyojel gruplart 12 kuyucuklu plakalar icerisindeki insertlere boyut agisinda uygun
olacak sekilde sentezlenmistir ve steril edilmistir. Sterilizasyonu saglanan kriyojellere ve
transwellere hiicre ekimi yapilmadan 6nce kriyojeller hiicrenin tireme kosullarina uygun
ortamda bekletilmistir ve bu sayede ideal kosullar1 almas1 saglanmistir. Kriyojeller BeWo
ve HUVEC hiicreleri i¢in %10’luk FSS ve %1’lik penisilin/streptomisin iceren DMEM
F-12 besi ortami igerisinde 2 saat bekletilmistir. Kriyojel gruplarina 3:1 (BeWo:HUVEC)
hiicre oraniyla ikili ortak kiiltiir olusturulmustur.Hiicreler kriyojellere hiicre peleti olarak
ekilmistir. 3:1 (BeWo:HUVEC) oran i¢in énce BeWo hiicresi daha sonra HUVEC
hiicresinin ekimi iki asamada ekilmistir. Kriyojel basina ortak kiiltiir 3:1 oranina toplamda
1x10° hiicre/jel gelecek sekilde BeWo igin 75x10* hiicre/jel, HUVEC hiicreleri igin

25x10* hiicre/jel sayilarinda hiicre ekimi yapilmistir. ilk olarak sartlandirma besiyeri

21



kriyojellerden aspire edilerek uzaklastirilmigtir. Hiicre ekimi i¢in BeWo hiicreleri
tripsinize edilmigtir ve hiicre saymmi yapilmistir. Sayim sonucglarma gore hiicre
stispansiyonlar1 2, 4 ve 7 giin i¢in lice boliinerek 15 mL’lik tiiplere aktarilmistir. 5 dakika
800 rpm'de santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 tiiplerdeki siipernantlar dokiilerek her
tipteki hiicre peletinin miktar1 hesaplanmistir. Tiplerdeki hiicre peletleri kriyojel
sayilarina boliinerek jellere ekilmistir. Kriyojel gruplart hiicre ekiminden sonra besi
ortam1 eklenmeden 1 saat %5 CO2 nem kosullarinda ve 37°C sicaklikta inkiibasyona
birakilmistir. inkiibasyon sonrasinda kriyojellere HUVEC hiicresinin ekimi yapilmustir.
HUVEC hiicresinin ekimi i¢in ayni islemler uygulanmigtir. 3:1 ortak kiiltiir kriyojel
gruplar1 besi ortam1 eklenmeden 1 saat %5 CO2 nem kosullarinda ve 37°C sicaklikta
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda 3:1 ortak kiiltiir kriyojel gruplarmin
tizerine 800 uL %10’luk FBS ve %]1°lik penisilin/streptomisin igeren DMEM F-12 besi

ortam1 eklenerek inkiibasyona birakilmistir.

H295R hiicreleri hiicre siispansiyonu 5x10° hiicre/mL olacak sekilde hazirlanmistir ve
kuyucuk basina 1000 pl olacak sekilde dagitilmistir. Hiicre gruplart (kriyojel) H295R
iceren ve icermeyen transwell sistemleri olarak belirlenmistir. H295R i¢ermeyen kriyojel
transwell grubu H295R’nin sisteme katkisin1 goézlemek amaciyla segtigimiz kontrol

grubudur (Cizelge 3.1).

Plaka icerisinde ayr1 ayr1 kiiltiire edilen (kriyojel izerindeki ortak kiiltiir ve H295R) hiicre
gruplarinin ekiminden 24 saat sonra hiicrelerin lizerinde bulunan besiyeri aspire edilerek
uzaklastirilmustir. Oncelikle H295R bulunan kuyucuklara 1000 pl ortak kiiltiir besiyeri
eklenmistir. Steril pens kullanilarak igerisinde kriyojel bulunan insertler deney
diizenegine uygun olacak sekilde H295R iceren kuyucuga yerlestirilmistir. Kriyojel
bulunan insert igerisine 800 pl ortak kiiltiir besiyeri eklenmistir. Bu sayede ayn1 besiyeri

igerisinde {iglii ortak kiiltlir sistemi olusturulmustur.
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Cizelge 3.1. Transwell’e aktarilan kriyojel igeren deney gruplari (3:1 oran1t BeWo:HUVEC hiicre

ortak kiiltiirii oranin1 géstermektedir).

Kriyojel
Gruplar Deney Grubu

ikili Ortak Kiiltiir
(iki-OK) Apikal

PHEMA I"Jg}ﬁ Ortak Kiiltiir
(Ug-OK) Apikal

Uglii Ortak Kiiltiir
(Ug-OK) Bazal

3:1 ikili Ortak
Kiltiir
(3:1 iki-OK) + + -

ikili Ortak Kiiltiir
(iki-OK)

PHEMA i}
Tip IV Ucglii Ortak Kiiltiir

Kolajen + (Ug-OK)
Folik Asit

Uclii Ortak Kiiltiir
(Ug-OK) Bazal

3:1 ikili Ortak
Kiiltiir
(3:1 iki-OK) + + -

Kriyojellerin Transwell Sistemlere Aktarilmasi

BeWo ve HUVEC hiicreleri ile Transwell sistemi lizerinde olusturulmus ortak kiiltiir
modelleri literatiirde yer almaktadir. Fetal bolmeyi temsil eden H295R hiicrelerinin de
ortak kiiltiir modeline dahil edilmesi ve kriyojel sistemle bu tez kapsaminda
birlestirilmesi ise ilk kez gerceklestirilmistir. Transwell’e aktarilmis bir iskele olan
kriyojel iizerinde BeWo ve HUVEC hiicrelerinin bir arada bulunmasi hiicrelerin

biiylimesi ve gelismesi i¢in olduk¢a uygun ortam saglamaktadir (Sekil 3.1.)
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il - - -
BeWo ve HUVEC H295R hicresinin Huicrelerin bir araya
hiicrelerinin kuyucuklara bazal getirilip ortak
kriyojel Gzerine kisma ekimi besiyerine alinmasi

apikal kisma ekimi

\ "'.I,'r J “i,'f

a: ki-OK Deney Grubu b:{g-OK Deney Grubu

\'s
¢: 3:1 [ki OK Deney Grubu

Sekil 3.1. Tez kapsaminda olusturulan hiicre kiiltiir sistemi modelleri. a: Iki-OK deney grubu (Transwell
ierisindeki kriyojelin iizerinde BeWo ve HUVEC hiicrelerinin bulundugu sistem). b: Ug-OK deney grubu
(Kuyucuk icerisinde tek tabakali H295R hiicresi). ¢: 3:1 Iki-OK Deney grubu (Kuyucuk igerisindeki
kriyojellerde 3:1 (BeWo:HUVEC) kiiltiir sistemi).

Calismamiz kapsaminda PHEMA ve hiicre dis1t maddeler (HDM) agisindan desteklenerek
in vivo’ya daha yakin bir sistem olusturmay1 amaglayarak PHEMA Tip IV Kolajen+Folik
Asit bagli olan iki farkl kriyojel iskele tizerinde BeWo ve HUVEC hiicrelerinin bagsarili
bir sekilde tiretilmistir. Calismamizin devaminda bu kriyojel iskele gruplarini Transwell
insert sistemi igerisine alip ayni ortama tiglincii hiicre olarak fetal bolmeyi temsil etmek
amaciyla H295R hiicrelerini dahil ederek in vitro ortamda ii¢ farkli hiicrenin bir arada

basarili bir sekilde tiremesi ve hormon tiretmesi saglanmistir (Sekil 3.1.).
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Sekil 3.2. Genel deney siireci akis semasi

3.6. MTT Canhlik Analizi

Satin aliman, MTT (Sigma, Amerika) transwell ve kriyojel igeren sistemlerde canlilik
oraniin belirlenmesi icin kullanilmistir. 1ki-OK ve Ug-OK deney gruplarinda

canliliklarin belirlenmesi i¢in MTT canlilik analizi kullanilmistir.

Daha 6ncesinde gerceklestirilmis deneylerde en yiiksek canlilik degerlerine sahip ve en
ideal doku iskelesi olarak belirledigimiz PHEMA ve PHEMA+Tip 1V Kollajen+Folik
Asit bagladigimiz kriyojel doku iskelesinde 3:1 ortak kiiltiir grubuna Vortioksetin doz

uygulamasi yapilmistir ve MTT canlilik analizi ile incelenmistir [43].

Hiicre ekiminden 2 giin sonra (hiicrelerin kriyojellere tutunmasi i¢in gecen siire) doz
uygulamasi yapilmistir. Doz uygulamasi i¢in besiyerinde hazirlanan 30 uM Vortioksetin
kriyojel basina 800 pl olacak sekilde uygulanmistir. Kontrol grubuna ise jel bagina 800
pl besiyeri eklenmistir. Tiim kriyojel gruplarinin 2, 4 ve 7 giin boyunca doz
uygulamasinin MTT canlilik analizleri degerlendirilmistir. Doz uygulanan kriyojellerin
inkiibasyon siireleri sonunda Vortioksetin ortamdan aspire edilerek uzaklastirilmistir.
Kriyojel basina 800 pl ve tizerine 80 L MTT reaktifi eklenerek 3 saatlik inkiibasyona

birakilmustir. Inkiibasyon sonrasinda olusan formazan kristallerini ¢6zmek i¢in hazirlanan
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DMSO/Amonyak (%95 DMSO, %5 Amonyak) ¢6zeltisi jel basina 800 puL olacak sekilde
jellere eklenmistir ve 15 dakika c¢alkalanmistir. Mor renge doniisen ¢ozeltiden 100 pl
cekilerek 96 gozli steril plakaya aktarilmis ve 550 nm’de mikroplak okuyucuda
(BIOTEK, pQuant) spektrofotometrik 6l¢timii yapilmistir.

Hiicre ekiminden 2 giin sonra 12 kuyucuklu plakada bulunan H295R hiicrelerinin
tizerinde bulunan ilaclh besiyeri uzaklastirilmistir. Kuyucuk basina 1 mL taze besiyeri ve
iizerine 100 pL MTT reaktifi eklenerek 3 saatlik inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda DMSO/Amonyak (%95 DMSO, %5 Amonyak) c¢ozeltisi jel bagina 1000 pL
gelecek sekilde jellere eklenmis ve 15 dakika calkalanmistir. Mor renge doniisen
cozeltiden 100’er pl ¢ekilerek 96 gozlii steril plakaya aktarilmis ve 550 nm’de mikroplak
okuyucuda (BIOTEK, pQuant) spektrofotometrik dl¢iimii yapilmistir. Olgiim sonucunda
aciga ¢ikan OD (optik dansite) degerleri ile kuyucuklara ekilen H295R hiicrelerinin %

canlilig1 hesaplanmaistir.

Farkl1 6zellikler ile hazirlanmis olan kriyojel doku iskelesine ti¢lii ortak kiiltiir grubuna

Vortioksetin doz uygulamasi yapilmistir ve MTT canlilik analizi ile incelenmistir.
Deney gruplarindaki canlilik miktar1 formiilii:
% Canlilik= Uygulama grubu OD Kontrol grubu 0Dx100

3.7. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) ile Yiizey Morfolojisinin incelenmesi

Ikili Ortak Kiiltiir ve Uglii Ortak Kiiltiir hiicre gruplarinda, PHEMA ve PHEMA+KOL
Tip IV+FA kriyojellerin hiicrelerle etkilesimlerini, hiicrelerin kriyojel ylizeyine tutunma
yeteneklerini ve farkli jellerdeki proliferasyon yeteneklerini anlamak amaciyla hiicre
ekimi sonras1 7 giiniin ardindan SEM (ZEISS, EVO 50) analizi kullanilarak kriyojellerin
doku iskelesi olarak kullanilabilirligi incelenmistir. Kriyojellerin gézenek yapisini ve
ylizey yapilarini incelemek icin, hiicre ekimi yapilmamis bos PHEMA ve kriyojellere
KOL Tip IV baglanmasinin gozenek boyutlari, gézenek duvarlari, yilizey ve y1gin yapilari
tizerindeki etkisini incelemek ve karsilastirmak amaciyla PHEMA+KOL Tip IV
kriyojelin de SEM goriintiileri alinmistir. Kriyojel gruplarinin SEM analizi i¢in her jel
grubuna toplamda 1x106 hiicre/jel (BeWo 75x104 hiicre/jel, HUVEC 25x104 hiicre/jel)
ekimi yapilmistir. Inkiibasyon siiresi boyunca, kriyojellerin besiyerinin %50'si 2 giinde

bir degistirilmistir. Inkiibasyon sonrasi, fiksasyon islemi igin oncelikle besiyeri
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kriyojellerden uzaklagtirilmis ve jeller PBS ile yikanmistir. Kriyojel bagina 1 mL %2,5
(v/v) gluteraldehit fiksatifi hazirlanarak jellerin iizerine eklenmis ve jeller +4°C'de
karanlikta 30 dakika boyunca fiksasyona birakilmistir. Fiksatif ¢ozeltisi kriyojellerden
uzaklastirilmis ve jeller PBS ile yikanmistir. Dehidrasyon islemi i¢in kriyojeller, %30,
%50, %70 ve %100 alkol serilerinde sirasiyla 5 dakika bekletilmistir. Kriyojel basina 600
ul hekzametildisilazan (HMDS) soliisyonu eklenerek 10 dakika bekletilmistir.
Sonrasinda, jeller HMDS igerisinden ¢ikarilarak oda sicakliginda kurutulmus ve SEM
goriintiileri alinmustir. Hiicresiz kriyojellerin SEM gériintiileri igin HUNITEK 'ten hizmet
alimmistir (JEOL, JEM 1200 EX, Tokyo, Japonya).

3.8. Hormon Seviyelerinin ELISA ile Belirlenmesi

Ikili ortak kiiltir (BeWo+HUVEC) ve iiglii ortak kiiltir (BeWo+HUVEC+H295R)

siipernatantlar alinarak alikotlanmis ve -20°C’de saklanmustir.

Transwell’e aktarilmis kriyojel gruplarinda kontrol ve 30 uM vortioksetin uygulanan
kiiltiirlerinde 2, 4 ve 7. giinlerde siipernatantlar toplanmis ardindan ELISA yontemiyle
ikili ortak kiiltir (BeWo+HUVEC) ve lg¢li ortak kiiltiir (BeWo+HUVEC+H295R)

siipernatantlar alinarak alikotlanmis ve -20°C’de saklanmustir.

Hormon Kkitleri i¢in standart egri grafigi c¢ikartilmistir. Kit protokollerine gore
uygulamalar gergeklestirilmistir. Kullanilan kitler Elabscience marka; B-hCG (E-EL-
HO0175), progesteron (E-EL-0154), Dehidroepiandrosteron (DHEA) (E-EL-0115), 6striol
(E3) (E-EL-0156), 6stradiol (E2) (E-OSEL-H0005) olarak belirlenmistir.

3.8.1. p -hCG Hormon Seviyesinin ELISA ile Belirlenmesi

B-hCG hormon miktarinin ELISA yontemiyle Olgiilebilmesi icin PHEMA ve
PHEMA+KOL Tip IV+FA kriyojel gruplarina hiicre ekimi yapilmustir. Inkiibasyon

stiresinin sonunda jeller PBS ile yikanmis ve ardindan 30 pM vortioksetin uygulanmaigtir.

Deney gruplarindan kontrol grubu ve 30 uM vortioksetin ile inkiibasyon siiresi 2, 4 ve 7
giin olan gruplardan kiiltiir ortamlar1 alinmistir. Alinan siipernatantlar -20°C'de

saklanmustir.

B-hCG hormon kitinin talimatlar1 dogrultusunda standart egri grafigi olusturulmustur.
Siipernatantlardaki hormon miktarini 6lgmek igin tireticinin belirttigi protokol izlenerek

ilerlenmistir.
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- Siipernatantlar ve kit sollisyonlari, kullanimdan 30 dakika once oda sicakliina

getirilmistir.

- Ornekler, 4°C'de 1000 x g hizinda 20 dakika boyunca santrifiij edilmistir (Hettich,
Mikro 22R, Zentrifijgen, Almanya).

-100 pL ornek, antijen kapli 96 kuyucuklu ELISA plakalarina eklenmis ve 37°C'de 90
dakika boyunca inkiibe edilmistir.

- Inkiibasyon siiresinin sonunda, kuyulardaki siv1 aspiratdrle gekilerek uzaklastirilmstir.
Yikama yapilmadan kuyulara 100 puL biyotinle etiketlenmis tespit ¢alisma soliisyonu

eklenmis ve 37°C'de 60 dakika boyunca inkiibe edilmistir.
- Kuyular bosaltilmis ve her bir kuyu 350 pL yikama soliisyonu ile 3 kez yikanmustir.

- Her bir kuyuya 100 pL konsantre horse radish peroksidaz (HRP) konjugat calisma
soliisyonu eklenmis ve 37°C'de 30 dakika boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi
kuyular bosaltilmis ve her bir kuyu 350 pL yikama soliisyonu ile 5 kez yikanmustir.
Kuyulara 90 pL substrat soliisyonu eklenerek, karanlikta 37°C'de 15 dakika boyunca
inkiibasyona birakilmistir. Ardindan her bir kuyuya reaksiyonu durdurmak i¢in 50 pL.

durdurma soliisyonu eklenmistir.

- Orneklerin optik yogunluk (OD) 6l¢iimleri ELISA cihazinda 450 nm dalga boyunda
gerceklestirilmistir.

Standart egri grafigindeki absorbans-konsantrasyon (OD) degerleri i¢in 4-parametreli

lojistik egri grafigi kullanilmigtir.

3.8.2. Ostriol (E3) Hormon Seviyesinin ELISA ile Belirlenmesi

Ostriol hormon miktarinin ELISA ile &lgiilmesi icin PHEMA ve PHEMA+KOL Tip
IV+FA kriyojel gruplarma 1ki-OK Apikal, U¢-OK Apikal ve Bazal, 3:1 Iki-OK deney
gruplari i¢in hiicre ekimi yapilmustir. Inkiibasyon sonrasi jeller PBS ile yikanmistir ve
sonrasinda 30 uM vortioksetin uygulamasi yapilmaistir.

Deney gruplarindan kontrol, 30 uM Vvortioksetin ile 2, 4 ve 7 giinliik inkiibasyon sonunda

kiiltiir ortamlart alinmistir. Alinan siipernatantlar -20°C’de saklanmustir.
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Ostriol hormon kiti igin iireticinin talimatlar1 izlenerek standart egri grafigi
olusturulmustur. Siipernatantlardaki hormon miktarinin 6l¢iimii i¢in asagida yer alan
ireticinin belirtmis oldugu protokol uygulanmustir.

- Siipernatantlar ve kit soliisyonlar1 kullanilmadan 30 dakika once oda sicakligina
cikartilmigtir.

- Ornekler 4°C 1000 x g’de 20 dakika santrifiij edilmistir (Hettich, Mikro 22R,
Zentrifijgen, Almanya).

- Standart ¢alisma her bir konsantrasyonu, yan yana (her kuyucuk i¢in 50 pL) bir
kuyucuga iki tekrarl sekilde eklenmistir. Ornekler her kuyucuga 50 uL olacak sekilde
eklenmistir. Hemen ardindan her kuyucuga 50 puL Biotinylated Detection Ab ¢alisma
sollisyonu eklenmistir. 37°C'de 45 dakika inkiibe edilmistir.

- Tlim kuyucuklardan soliisyon bosaltilmistir. Tiim kuyucuklara 350 pL yikama tamponu
eklenmistir. 1-2 dakika beklendikten sonra, yikama tamponu tiim kuyucuklardan
bosaltilmis ve kurutma kagidi yardimiyla kurutulmustur. Bu yikama adimi 3 kez
tekrarlanmustir.

- Her kuyucuga 100 uL. HRP Konjugat ¢alisma soliisyonu eklenmis ve 37°C'de 30 dakika
inkiibe edilmistir.

- Tiim kuyucuklardan soliisyon bosaltilmis ve 2. adimda belirtildigi gibi yikama islemi 5
kez tekrarlanmistir.

- Her kuyucuga 90 pL Substrat Reaktifi eklenmis ve 37°C'de 15 dakika inkiibe edilmistir.
Bu asamada plakanin 1g1kla temas etmemesi gerekmektedir.

- Her kuyucuga 50 pL Durdurma Soliisyonu eklenmistir.

- 450 nm'ye ayarlanmis bir mikro plaka okuyucu ile her kuyucugun optik yogunlugunu
(OD degeri) olclilmiistiir.

Standart egri grafigindeki absorbans-konsantrasyon (OD) degerleri i¢in 4-parametreli

lojistik egri grafigi se¢ilmistir.
3.8.3. Ostradiol (E2) Hormon Seviyesinin ELISA ile Belirlenmesi

Ostradiol hormon miktarinin ELISA ile 6l¢iilmesi i¢in PHEMA ve PHEMA+KOL Tip
IV+FA kriyojel gruplarina hiicre ekimi yapilmistir. Inkiibasyon sonrasi jeller PBS ile
yikanmistir ve sonrasinda 30 uM Vortioksetin uygulamasi yapilmistir.

Deney gruplarindan kontrol, 30 uM Vvortioksetin ile 2, 4 ve 7 giinliik inkiibasyon sonunda

kiiltiir ortamlart alinmistir. Alinan siipernatantlar -20°C’de saklanmustir.
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Ostriol hormon kiti igin iireticinin talimatlar1 izlenerek standart egri grafigi
olusturulmustur. Siipernatantlardaki hormon miktarinin 6l¢iimii i¢in asagida yer alan
ireticinin belirtmis oldugu protokol uygulanmistir.

- Siipernatantlar ve kit soliisyonlar1 kullanilmadan 30 dakika once oda sicakligina
cikartilmigtir.

- Ornekler 4°C 1000 x g’de 20 dakika santrifiij edilmistir (Hettich, Mikro 22R,
Zentrifijgen, Almanya).

- Her kuyucuga 50 pL standart gruplari ve ornekler eklenmistir. Tiim kuyucuklara
Biyotinlenmis Ab soliisyonu eklenmistir. 37°C'de 45 dakika inkiibe edilmistir.

- Kuyucuklar bosaltilmis ve 3 kez yikama yapilmistir.

- Her kuyucuga 100 pL. HRP Konjugati eklenmis ve 30 dakika 37°C'de inkiibe edilmistir.

- Kuyucuklar bosaltilmis ve 5 kez yikanmistir.
- 90 pL Substrat Reaktifi eklenmis ve 37°C'de 15 dakika inkiibe edilmistir.

- 50 uL Durdurma Soliisyonu eklenmis ve 450 nm'de okuma yapilarak sonuglar

hesaplanmistir.

3.8.4. DHEA Hormon Seviyesinin ELISA ile Belirlenmesi

DHEA hormon miktariin ELISA ile oOlgiilmesi i¢gin PHEMA ve PHEMA+KOL Tip
IV+FA kriyojel gruplarina hiicre ekimi yapilmistir. Inkiibasyon sonrasi jeller PBS ile
yikanmistir ve sonrasinda 30 uM Vvortioksetin uygulamasi yapilmistir.

Deney gruplarindan kontrol, 30 uM Vvortioksetin ile 2, 4 ve 7 giinliik inkiibasyon sonunda
kiiltiir ortamlart alinmistir. Alinan siipernatantlar -20°C’de saklanmustir.

DHEA hormon kiti i¢in {reticinin talimatlar1 izlenerek standart egri grafigi
olusturulmustur. Siipernatantlardaki hormon miktariin 6l¢iimii i¢in asagida yer alan
ireticinin belirtmis oldugu protokol uygulanmustir.

- Siipernatantlar ve kit soliisyonlar1 kullanilmadan 30 dakika once oda sicaklifina
cikartilmistir.

- Ornekler 4°C 1000 x g’de 20 dakika santrifiij edilmistir (Hettich, Mikro 22R,
Zentrifijgen, Almanya).

- Kuyucuklara 6rnekler ve standart gruplart 50 puL olacak sekilde eklenmistir.
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- Hemen ardindan kuyucuga 50 pL Biotinylated Detection Ab calisma soliisyonu
eklenmis ve 37°C'de 45 dakika inkiibe edilmistir.

- Tiim kuyucuklardan soliisyon bosaltilmis, 350 uL yikama tamponu eklenir, 1 dakika

bekletildikten sonra soliisyon bosaltilmistir. Bu yikama adimi 3 kez tekrarlanmistir.

- Her kuyucuga 100 uL HRP Konjugat ¢alisma soliisyonu eklenmistir ve 37°C'de 30 dk
inkiibe edilmistir.

- Tiim kuyucuklardan ¢ozelti bosaltilmistir ve 2.adimda belirtilen yikama adimi 5 kez
tekrarlanmustir.

- Her kuyucuga 90 pL Substrat Reaktifi eklenmistir ve 37°C’de 15 dakika inkiibe
edilmistir. Dogru sonug elde edilebilmesi i¢in bu asamada plakanin 1siktan korunmasi
olduk¢a onemlidir.

6. Her kuyucuga 50 pL Durdurma Soliisyonu eklenmistir.

7. 450 nm'ye plaka okuyucu ile her kuyucugun optik yogunlugunu (OD degeri)

Olclilmiistiir.
3.8.5. Progesteron Hormon Seviyesinin ELISA ile Belirlenmesi

Progesteron hormon miktariin ELISA ile 6l¢iilmesi icin PHEMA ve PHEMA+KOL Tip
IV+FA kriyojel gruplarma hiicre ekimi yapilmistir. Inkiibasyon sonrasi jeller PBS ile
yikanmistir ve sonrasinda 30 uM Vvortioksetin uygulamasi yapilmistir.

Deney gruplarindan kontrol, 30 uM Vvortioksetin ile 2, 4 ve 7 giinliik inkiibasyon sonunda
kiiltiir ortamlart alinmustir. Alinan siipernatantlar -20°C’de saklanmustir.

Progesteron hormon kiti icin ireticinin talimatlar1 izlenerek standart egri grafigi
olusturulmustur. Siipernatantlardaki hormon miktarmin 6l¢iimii i¢in asagida yer alan
ireticinin belirtmis oldugu protokol uygulanmustir.

- Siipernatantlar ve kit soliisyonlar1 kullanilmadan 30 dakika once oda sicakli§ina
cikartilmistir.

- Ornekler 4°C 1000 x g’de 20 dakika santrifiij edilmistir (Hettich, Mikro 22R,
Zentrifijgen, Almanya).

- Her kuyucuga 50 pL standart gruplari ve Ornekler eklenmistir. Hemen 50 pL
Biyotinlenmis Ab soliisyonu eklenmistir. 37°C'de 45 dakika inkiibe edilmistir.

- Kuyucuklar bosaltilmis ve 3 kez yikanmustir.
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- Her kuyucuga 100 pLL HRP Konjugat eklenmistir ve 30 dakika 37°C'de inkiibe

edilmistir.
- Kuyucuklar bosaltilmis ve 5 kez yikama islemi uygulanmustir.
- 90 puL Substrat Reaktifi eklenmis ve 37°C'de 15 dakika inkiibe edilmistir.

- 50 pL Durdurma Soliisyonu eklenmis ve 450 nm’de OD hesaplanmuistir.

32



3.9. istatistiksel Analizler

Tez calismasinin istatistiksel analizleri, STATISTICA 13 ve IBM SPSS Statistics 23
istatistik programlar1 kullanilarak gerceklestirilmistir. Onem kontrolii P<0,05 diizeyinde
yapilmistir. Vortioksetin uygulamasinin analizi i¢in Statistica programinda varyans
analizi (ANOVA) yontemi kullanilmistir. Deneylerde 2., 4. ve 7. giin inkiibasyon siireleri
incelendigi i¢in varyans analizi modeli olusturulurken her bir parametre i¢in "vortioksetin
konsantrasyonu" ve "inkiibasyon siiresi" veolmak iizere iki degisken secilmistir. Bu
nedenle, ¢ok-yonlii varyans analizi (Factorial ANOVA) kullanilmistir. Verilerin
anlamliligma bagli olarak ileri (post hoc) testler uygulanmis ve esit Orneklem

biiytlikliigiine dayali1 Tukey testi kullanilmistir.
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4. SONUCLAR

4.1. Kriyojel Sisteminde MTT Hiicre Canlilik Sonuclar:

Hiicrelerin daha iyi tutunabilmesi ve ¢ogalabilmesi icin PHEMA temelli sentezlenen
kriyojellere kolajen tip IV ve folik asit eklenerek jellere fonksiyon kazandirilmistir.
PHEMA ve PHEMA+Tip IV Kolajen+Folik asit olmak iizere iki farkli kriyojel grubu
hazirlanmistir. Polimerizasyon ¢ozeltilerinde capraz baglayicilar kullanilarak bu
kriyojeller sentezlenmistir. Daha sonra, her iki kriyojel grubuna 24 saat boyunca
calkalayic1 tizerinde folik asit baglanmasi1 gerceklestirilmistir. Bu siirecin ardindan
PHEMA ve PHEMA+KOL Tip IV+FA olarak adlandirilan iki farkli kriyojel doku
iskelesi olusturulmustur.

Laboratuvarimizda daha dnce yapilan biyouyumluluk analizlerinde PHEMA kriyojel
kontrol grubu olarak seg¢ilmis ve fonksiyon kazandirilan PHEMA+KOL Tip 1V,
PHEMAGEL, PHEMAGEL+FN, PHEMA+FA, PHEMA+KOL Tip IV+FA,
PHEMAGEL+FA ve PHEMAGEL+FN+FA kriyojel gruplart ile karsilastirilmistir.
BeWo hiicresinin MTT analiz sonuglaria gore, jelatin, fibronektin, kolajen tip IV ve
folik asit ile fonksiyon kazandirilmis kriyojel gruplari, kontrol grubu olan PHEMA
kriyojel ile karsilastirildiginda 6zellikle 7. giin i¢in tiim kriyojellerde hiicre canlilik
yiizdelerinin PHEMA kriyojeline kiyasla dnemli 6l¢iide yiliksek oldugu tespit edilmistir.
PHEMA+KOL Tip IV, PHEMA+FA ve ozellikle PHEMA+KOL Tip IV+FA jel
gruplarinin  hiicre canliliklari, jelatin iceren PHEMAGEL, PHEMAGEL+FN,
PHEMAGEL+FA ve PHEMAGEL+FN+FA kriyojel gruplarina kiyasla 7. glinde belirgin
bir artis gostermistir. Bu sonuglar, kolajen tip IV ve folik asitin hiicre tutunmasini ve
cogalmasini artirdigin1 gostermektedir.

Bu karsilagtirma sonucunda en iyi sonuglar elde edilen PHEMA ve PHEMA Tip IV

Kol+FA gruplari, tez ¢alismasi kapsaminda deneylere devam edilmek {izere secilmistir.

4.1.1. PHEMA Kriyojel Sisteminde MTT Hiicre Canlilik Sonuclar:

Transwell’e aktarilan PHEMA kriyojellerde ikili ortak kiiltiir grubu MTT analizi
sonucunda 3:1 (BeWo: HUVEC) ikili ortak kiiltiir grubuna kiyasla kontrol ve 30 uM doz

uygulamasi sonucunda anlamli bir farklilik olmadig1 sonucu elde edilmistir (Sekil 4.1.).
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Deney calismalarimiz kapsaminda transwell igerisine kriyojel eklenerek olusturulan
sistemin (iki-OK), kuyucuk igerisinde kriyojel bulunan (3:1 iki-OK) grubuna kiyasla

benzer sonuglar elde edilmesi olusturmus oldugumuz sistemin kontroliinii saglamistir.

PHEMA ikili Ortak Kiiltiir MTT Analizi
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Vortioksetin Gruplan

Sekil 4.1. PHEMA kriyojel ikili ve 3:1 ikili ortak kiiltiir (BeWo:HUVEC) gruplarinda 2. 4. ve 7. giin

Vortioksetin uygulamasi sonrast MTT canlilik analizi.

Kontrol Iki-OK Apikal: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel iizerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
apikal kisim, doz uygulanmamis

30 uM Iki-OK Apikal: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel iizerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
apikal kisim, 30 uM Vortioksetin uygulanmis

Kontrol 3:1 Iki OK: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel iizerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
kisim, doz uygulanmamig

30 uM Iki-OK : Kriyojel bulunan sistemde kriyojel iizerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan kisim,
30 uM Vortioksetin uygulanmis

Transwell’e aktarilan PHEMA kriyojellerde MTT analizi sonucunda 30 uM doz
uygulanan H295R grubunda kontrole gore 2. 4. ve 7.giinlerde canlilik yiizdesinde azalma
oldugu goriilmektedir (Sekil 4.2.) 2. giiniin sonunda canlilik yiizdesi %50’ye gerilerken,

4. gilinlin sonunda %40’a kadar, 7.giinilin sonunda %10’a gerilemistir.
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PHEMA Ortak Kiltir MTT Analizi
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Sekil 4.2. Transwell icerisinde PHEMA kriyojel iki OK ve Ug OK gruplarinda 2. 4. ve 7. giin Vortioksetin
uygulamasi sonrast MTT canlilik analizi. a, Ug OK Bazal 30 uM Vortioksetin uygulanan gruplar kontrol
grubundan istatistiksel olarak dnemli derecede farkli (P<0,05).

Kontrol Iki-OK Apikal: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel iizerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
apikal kisim, doz uygulanmamis

30 uM Iki-OK Apikal: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel iizerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
apikal kisim, 30 uM Vortioksetin uygulanmis

Kontrol Ug-OK Apikal: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel {izerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
apikal kisim, doz uygulanmamis

30 uM Iki-OK Apikal: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel iizerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
apikal kisim, 30 uM Vortioksetin uygulanmis

Kontrol Ug-OK Bazal: Kriyojel bulunan sistemde kuyucukta H295R bulunan bazal kisim, doz
uygulanmamis

30 uM Ug-OK Bazal: Kriyojel bulunan sistemde kuyucukta H295R bulunan bazal kisim, 30 uM
Vortioksetin uygulanmig

4.1.2. PHEMA Tip IV Kol+FA Kriyojel Sisteminde MTT Hiicre Canlilik Sonuglar:

Transwell’e aktarilan PHEMA+Tip IV Kol+FA kriyojellerde ikili ortak kiiltiir grubu
MTT analizi sonucunda 3:1 (BeWo: HUVEC) ikili ortak kiiltiir grubuna kiyasla kontrol

ve 30 uM doz uygulamasi sonucunda anlamh bir farklilik olmadigi bulunmustur (Sekil
4.3)).
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Deney caligsmalarimiz kapsaminda transwell igerisine kriyojel eklenerek olusturulan
sistemin (iki-OK), kuyucuk igerisinde kriyojel bulunan (3:1 iki-OK) grubuna kiyasla

benzer sonuglar elde edilmesi olusturmus oldugumuz sistemin kontroliinii saglamistir.

PHEMA Tip IV Kol+FA ikili Ortak Kiiltiir MTT Analizi
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Sekil 4.3. PHEMA Tip IV Kol+FA kriyojel ikili ve 3:1 ikili ortak kiiltir (BeWo: HUVEC) gruplarinda 2.
4. ve 7. giin Vortioksetin uygulamasi sonrast MTT canlilik analizi.

Kontrol Iki-OK Apikal: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel iizerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
apikal kisim, doz uygulanmamis

30 uM Iki-OK Apikal: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel {izerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
apikal kisim, 30 pM Vortioksetin uygulanmis

Kontrol 3:1 Iki OK: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel iizerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
kisim, doz uygulanmamis

30 uM Iki-OK : Kriyojel bulunan sistemde kriyojel iizerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan kisim,
30 uM Vortioksetin uygulanmis

Transwell’e aktarilan PHEMA Tip IV Kol+FA kriyojellerde MTT analizi sonucunda 30
uM doz uygulanan H295R grubunda kontrole gore 2. 4. ve 7. giinlerde canlilik
yiizdesinde azalma oldugu goriilmektedir (Sekil 4.4.).
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PHEMA Tip IV Kol+FA Ortak Kultir MTT Analizi
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Sekil 4.4. Transwell igerisinde PHEMA Tip IV Kol+FA kriyojel iki OK ve Ug OK gruplarinda 2. 4. ve 7.
giin Vortioksetin uygulamasi sonrast MTT canlilik analizi. a, U¢ OK Bazal 30 uM Vortioksetin uygulanan
gruplar kontrol grubundan istatistiksel olarak 6nemli derecede farkli (P<0,05).

Kontrol Tki-OK Apikal: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel {izerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
apikal kisim, doz uygulanmamis

30 uM Iki-OK Apikal: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel iizerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
apikal kisim, 30 uM Vortioksetin uygulanmis

Kontrol Ug-OK Apikal: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel iizerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
apikal kisim, doz uygulanmamis

30 uM Iki-OK Apikal: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel {izerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
apikal kisim, 30 uM Vortioksetin uygulanmis

Kontrol Ug¢-OK Bazal: Kriyojel bulunan sistemde kuyucukta H295R bulunan bazal kisim, doz
uygulanmamis

30 pM Ug-OK Bazal: Kriyojel bulunan sistemde kuyucukta H295R bulunan bazal kisim, 30 pM
Vortioksetin uygulanmig
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Kriyojel Doz iki- OK 3:1 iki - Ug-OK Ug-OK

Grubu Apikal OK Apikal Bazal
PHEMA Kontrol diisiis diisiis diistis diistis
PHEMA 30 uM degismedi = degismedi = degismedi disiis
MTT )
Analizi  PHEMATip
Sonucu IV Kol+FA Kontrol artis artis artis artis
PHEMA Tip
IV Kol+FA 30 = 30 uM degismedi = degismedi = degismedi diisiis
uM

Cizelge 4.1. PHEMA ve PHEMA Tip IV Kol+FA kriyojel gruplari arasinda MTT analizi sonuglari
kargilastirilmasi. (Her grup kendi igerisinde (PHEMA ve PHEMA Tip IV Kol+FA) karsilastiriimigtir.)

Kontrol Tki-OK Apikal: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel {izerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
apikal kisim, doz uygulanmamis

30 uM Iki-OK Apikal: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel iizerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
apikal kisim, 30 uM Vortioksetin uygulanmis

Kontrol Ug-OK Apikal: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel iizerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
apikal kisim, doz uygulanmamis

30 uM Iki-OK Apikal: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel {izerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
apikal kisim, 30 pM Vortioksetin uygulanmis

Kontrol Ug-OK Bazal: Kriyojel bulunan sistemde kuyucukta H295R bulunan bazal kisim, doz
uygulanmamis

30 pM Ug-OK Bazal: Kriyojel bulunan sistemde kuyucukta H295R bulunan bazal kisim, 30 pM
Vortioksetin uygulanmig
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4.2. Insan Koryonik Gonadotropin (-hCG) Hormonu Elisa Analizi Sonuglar

Hamileligin temel hormonu olan -hCG hormonu trofoblast hiicrelerden
salgilanmaktadir. Tez kapsaminda kullanilan BeWo hiicresinin Iki OK, U¢ OK ve 3:1
(BeWo-HUVEC) hiicre orani ile ortak kiiltiirindeki p-hCG hormonu iiretimi PHEMA ve
PHEMA-+KOL Tip IV+FA kriyojellerde incelenmistir.

4.2.1. PHEMA Kriyojel Sisteminde Insan Koryonik Gonadotropin (p-hCG)

Hormonu Elisa Analizi Sonucu

Iki OK Apikal, 3:1 Iki OK hiicre gruplarinin PHEMA kriyojel gruplarindaki B-hCG

hormon seviyeleri Sekil 4.5’de verilmistir.

Transwell’e aktarilan PHEMA kriyojel gruplarinda B-hCG hormon 6l¢iimii analizinde
Iki-OK apikal ve 3:1 Iki OK kontrol gruplarma kiyasla 30 uM doz uygulanan gruplarda
hormon miktarinda belirgin bir azalma meydana geldigi goriilmiistiir (Sekil 4.5.). Tki-OK
apikal ve 3:1 iki OK gruplarinin her ikisinde de 30 pM doz uygulanan gruplarda kontrole
kiyasla belirgin bir azalma meydana gelmis olup Iki OK ve 3:1 Iki OK grubu i¢in 30 uM

doz uygulanan iki deney grubu arasinda anlamli farklilik bulunmamustir.

Deney calismalarimiz kapsaminda transwell icerisine kriyojel eklenerek olusturulan
sistemin (iki-OK), kuyucuk igerisinde kriyojel bulunan (3:1 iki-OK) grubuna kiyasla

benzer sonuglar elde edilmesi olusturmus oldugumuz sistemin kontroliinii saglamustir.
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PHEMA Ortak Kiiltiir -hCG Hormon Olgiimii

45

40 1

— n N W w
o o L] o (4]

p-hCG Miktari (MIU/mL)

-
o

a

=
|

Kontrol [ki-OK Apikal Kontrol 3:1 Iki-OK J2.gon

S ) o 7 4.gun
30 uM Iki-OK Apikal 30uM 3:1 Iki-OK 7.90n

A

7

Vortioksetin Gruplan

Sekil 4.5. PHEMA kriyojel ikili ve 3:1 ikili ortak kiiltiir (3BeWo:1HUVEC) gruplarinda 2. 4. ve 7. giin
Vortioksetin uygulamasi sonras1 B-hCG hormon &l¢iimii. a, iki-OK kontrol grubundan istatistiksel olarak
énemli derecede farkli (P<0,05). b, 3:1 Iki-OK Kkontrol grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farkli
(P<0,05).

Kontrol iki-OK Apikal: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel iizerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
apikal kisim, doz uygulanmamis

30 uM Iki-OK Apikal: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel {izerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
apikal kisim, 30 uM Vortioksetin uygulanmis

Kontrol 3:1 Iki OK: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel {izerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
kisim, doz uygulanmamis

30 uM Iki-OK : Kriyojel bulunan sistemde kriyojel {izerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan kisim,
30 uM Vortioksetin uygulanmis

Vortioksetin dozlar1 uygulanan iki OK Apikal, U¢ OK Apikal ve Ug OK Bazal
gruplarindaki B-hCG hormon seviyeleri Sekil 4.6°da verilmistir.

Transwell’e aktarilan PHEMA kriyojel gruplarinda B-hCG hormon 6l¢iimii analizinde
Ug-OK apikal kisminda kontrol gruplarma kiyasla 30 uM doz uygulanan gruplarda
hormon miktarinda belirgin bir azalma meydana geldigi goriilmustiir. 7.glinde kontrol ve

doz gruplar1 arasinda fark goriillmemistir (Sekil 4.6.).
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PHEMA Ortak Kiiltiir B-hCG Hormon Olgtimii
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Sekil 4.6. Transwell icerisinde PHEMA kriyojel ikili ve {iglii ortak kiiltiir gruplarinda
(3BeWo:1HUVEC*H295R) 2. 4. ve 7. giin Vortioksetin uygulamasi sonrasi B-hCG hormon l¢iimii. a, Ug-
OK Apikal grubu kontrol grubundan istatistiksel olarak 6nemli derecede farkli (P<0,05).

Kontrol Tki-OK Apikal: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel {izerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
apikal kisim, doz uygulanmamis

30 uM Iki-OK Apikal: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel iizerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
apikal kisim, 30 uM Vortioksetin uygulanmis

Kontrol Ug-OK Apikal: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel iizerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
apikal kisim, doz uygulanmamis

30 uM Iki-OK Apikal: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel iizerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
apikal kisim, 30 pM Vortioksetin uygulanmis

Kontrol Ug-OK Bazal: Kriyojel bulunan sistemde kuyucukta H295R bulunan bazal kisim, doz
uygulanmamis

30 pM Ug-OK Bazal: Kriyojel bulunan sistemde kuyucukta H295R bulunan bazal kisim, 30 pM
Vortioksetin uygulanmig

4.2.2. PHEMA Tip IV Kol+FA Kriyojel Sisteminde insan Koryonik Gonadotropin
(B-hCG) Hormonu Elisa Analizi Sonucu

Iki OK Apikal, 3:1 ki OK hiicre gruplarmm PHEMA Tip IV Kol+FA kriyojel
gruplarindaki g-hCG hormon seviyeleri Sekil 4.7°de verilmistir.
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Transwell’e aktarilan PHEMA Tip IV Kol+FA kriyojel gruplarinda g-hCG hormon
dl¢iimii analizinde, iki-OK apikal ve 3:1 Iki OK kontrol gruplarina kiyasla 30 pM doz
uygulanan gruplarda hormon miktarinda belirgin bir azalma meydana geldigi
goriilmiistiir (Sekil 4.7.). iki-OK apikal ve 3:1 iki OK gruplarinin her ikisinde de 30 pM
doz uygulanan gruplarda kontrole kiyasla belirgin bir azalma meydana gelmis olup iki-
OK apikal ve 3:1 Iki OK 30 puM doz uygulanan iki deney grubu arasinda anlaml farklilik

bulunmamustir.

Deney c¢alismalarimiz kapsaminda transwell igerisine kriyojel eklenerek olusturulan
sistemin (iki-OK), kuyucuk igerisinde kriyojel bulunan (3:1 iki-OK) grubuna kiyasla

benzer sonuglar elde edilmesi olusturmus oldugumuz sistemin kontroliinii saglamistir.

PHEMA Tip IV Kol+FA Ortak Kiiltir 8-hCG Hormon Olgimii
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Sekil 4.7. PHEMA Tip IV Kol+FA kriyojel ikili ve 3:1 ikili ortak kiiltiir (3BeWo:1HUVEC) gruplarinda
2. 4. ve 7. giin Vortioksetin uygulamasi sonras1 B-hCG hormon 6l¢iimii. a, Iki-OK Kontrol grubundan
istatistiksel olarak 6nemli derecede farkli (P<0,05). b, 3:1 iki-OK Kontrol grubundan istatistiksel olarak
onemli derecede farkli (P<0,05).

Kontrol Tki-OK Apikal: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel {izerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
apikal kisim, doz uygulanmamis
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30 uM iki-OK Apikal: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel iizerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
apikal kisim, 30 uM Vortioksetin uygulanmis

Kontrol 3:1 Iki OK: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel iizerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
kisim, doz uygulanmamis

30 uM iki-OK : Kriyojel bulunan sistemde kriyojel iizerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan kisim,
30 uM Vortioksetin uygulanmis

Vortioksetin dozlar1 uygulanan ki OK ve Ug¢ OK hiicre gruplarinin PHEMA Tip IV
Kol+FA kriyojel gruplarindaki B-hCG hormon seviyeleri Sekil 4.8’de verilmistir.

Transwell’e aktarilan PHEMA Tip IV Kol+FA kriyojel gruplarinda B-HCG hormon
dl¢iimii analizinde, 1ki-OK ve Ug-OK kontrol gruplarina kiyasla 30 uM doz uygulanan
gruplarda hormon miktarinda belirgin bir azalma meydana geldigi goriilmistiir (Sekil

4.8).

PHEMA Tip IV Kol+FA Ortak Kiiltiir -hCG Hormon Olgiimii
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Sekil 4.8. Transwell igerisinde PHEMA Tip IV Kol+FA kriyojel ikili ve tiglii ortak kiiltiir gruplarinda 2. 4.
ve 7. giin Vortioksetin uygulamas1 sonrast B-HCG hormon &l¢iimii. a, iki-OK Kontrol grubundan
istatistiksel olarak dnemli derecede farkl1 (P<0,05). b, Ug-OK Kontrol grubundan istatistiksel olarak dnemli
derecede farkli (P<0,05).

Kontrol 1ki-OK Apikal: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel iizerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
apikal kisim, doz uygulanmamis
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30 uM iki-OK Apikal: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel iizerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
apikal kisim, 30 uM Vortioksetin uygulanmis

Kontrol Ug-OK Apikal: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel iizerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
apikal kisim, doz uygulanmamis

30 uM Iki-OK Apikal: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel iizerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
apikal kisim, 30 uM Vortioksetin uygulanmis

Kontrol Ug¢-OK Bazal: Kriyojel bulunan sistemde kuyucukta H295R bulunan bazal kisim, doz
uygulanmamis

30 uM Ug-OK Bazal: Kriyojel bulunan sistemde kuyucukta H295R bulunan bazal kisim, 30 uM
Vortioksetin uygulanmig

4.3. Ostriol (E3) Hormonu Elisa Analizi Sonuclari

Ostriol hormonu trofoblast hiicrelerden salgilanmaktadir. Tez kapsaminda kullanilan
BeWo hiicresinin Iki OK, U¢ OK ve 3:1 (BeWo-HUVEC) hiicre oram ile ortak
kiiltiiriindeki Ostriol hormonu iiretimi PHEMA ve PHEMA-+KOL Tip IV+FA

kriyojellerde incelenmistir.

4.3.1. PHEMA Kriyojel Sisteminde Ostriol (E3) Hormonu Elisa Analizi Sonucu

Transwell’e aktarilan PHEMA kriyojel grubunda Ostriol hormon 6l¢iimii analizinde
(Sekil 4.9.), Iki-OK apikal ve 3:1 iki OK kontrol gruplarna kiyasla 30 uM doz uygulanan
gruplarda hormon miktarinda belirgin bir azalma meydana geldigi goriilmiistiir. Tki-OK
apikal ve 3:1 Iki OK gruplarinin her ikisinde de 30 pM doz uygulanan gruplarda kontrole
kiyasla belirgin bir azalma meydana gelmis olup 1ki-OK apikal ve 3:1 1ki OK 30 uM doz

uygulanan iki deney grubu arasinda anlamli farklilik bulunmamagtir.

Deney calismalarimiz kapsaminda transwell igerisine kriyojel eklenerek olusturulan
sistemin (Iki-OK), kuyucuk igerisinde kriyojel bulunan (3:1 iki-OK) grubuna kiyasla

benzer sonuglar elde edilmesi olugturmus oldugumuz sistemin kontroliinii saglamigtir.
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PHEMA Ostriol (E3) Hormon Olgiimii
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Sekil 4.9. PHEMA kriyojel ikili ve 3:1 ikili ortak kiiltiir (3BeWo:1HUVEC) gruplarinda 2. 4. ve 7. giin
Vortioksetin uygulamasi sonrasi Ostriol hormon 6l¢iimii. a, Iki-OK kontrol grubundan istatistiksel olarak
onemli derecede farkli (P<0,05). b, 3:1 Iki-OK kontrol grubundan istatistiksel olarak 6nemli derecede farkli
(P=<0,05).

Kontrol Tki-OK Apikal: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel iizerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
apikal kisim, doz uygulanmamis

30 uM Iki-OK Apikal: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel {izerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
apikal kisim, 30 uM Vortioksetin uygulanmis

Kontrol 3:1 Iki OK: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel iizerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
kisim, doz uygulanmamis

30 uM Iki-OK : Kriyojel bulunan sistemde kriyojel iizerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan kisim,
30 uM Vortioksetin uygulanmis

Vortioksetin dozlar1 uygulanan iki OK ve Ug¢ OK hiicre gruplarinin PHEMA kriyojel
gruplaridaki Ostriol (E3) hormon seviyeleri Sekil 4.10°da verilmistir.
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PHEMA Ostriol (E3) Hormon Olgiimii
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Sekil 4.10. Transwell igerisinde PHEMA kriyojel ikili ve 3:1 ikili ortak kiiltiir (3BeWo:1HUVEC)
gruplarinda 2. 4. ve 7. giin Vortioksetin uygulamasi sonrasi B-hCG hormon &lgiimii. a, iki-OK apikal
kontrol grubundan istatistiksel olarak onemli derecede farkli (P<0,05). b, U¢-OK apikal kontrol grubundan
istatistiksel olarak énemli derecede farkl1 (P<0,05). ¢, Ug-OK bazal kontrol grubundan istatistiksel olarak
o6nemli derecede farkli (P<0,05).

Kontrol Tki-OK Apikal: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel {izerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
apikal kisim, doz uygulanmamis

30 uM Iki-OK Apikal: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel {izerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
apikal kisim, 30 uM Vortioksetin uygulanmis

Kontrol Ug-OK Apikal: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel iizerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
apikal kisim, doz uygulanmamis

30 uM Iki-OK Apikal: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel {izerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
apikal kisim, 30 uM Vortioksetin uygulanmig

Kontrol Ug¢-OK Bazal: Kriyojel bulunan sistemde kuyucukta H295R bulunan bazal kisim, doz
uygulanmamis

30 pM Ug-OK Bazal: Kriyojel bulunan sistemde kuyucukta H295R bulunan bazal kisim, 30 pM
Vortioksetin uygulanmig

4.3.2. PHEMA Tip IV Kol+FA Kriyojel Sisteminde Ostriol (E3) Elisa Analizi Sonucu

Transwell’e aktarilan PHEMA Tip IV Kol+FA kriyojel grubunda Ostriol hormon 6l¢iimii
analizinde (Sekil 4.11.), iki-OK apikal ve 3:1 iki OK kontrol gruplarma kiyasla 30 uM
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doz uygulanan gruplarda hormon miktarinda belirgin bir azalma meydana geldigi

goriilmiistiir.

Deney c¢alismalarimiz kapsaminda transwell igerisine kriyojel eklenerek olusturulan
sistemin (Iki-OK), kuyucuk igerisinde kriyojel bulunan (3:1 iki-OK) grubuna kiyasla

benzer sonuglar elde edilmesi olusturmus oldugumuz sistemin kontroliinii saglamistir.

PHEMA Tip IV Kol+FA Ostriol (E3) Hormon Olgiimii
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Sekil 4.11. PHEMA Tip IV Kol+FA kriyojel ikili ve 3:1 ikili ortak kiiltiir (3BeWo:1HUVEC) gruplarinda
2. 4. ve 7. giin Vortioksetin uygulamasi sonras1 dstriol hormon 6l¢iimii. a, iki-OK kontrol grubundan
istatistiksel olarak onemli derecede farkli (P<0,05). b, 3:1 Iki-OK kontrol grubundan istatistiksel olarak
onemli derecede farkli (P<0,05).

Kontrol Tki-OK Apikal: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel iizerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
apikal kisim, doz uygulanmamig

30 uM Iki-OK Apikal: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel {izerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
apikal kisim, 30 uM Vortioksetin uygulanmis

Kontrol 3:1 Iki OK: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel iizerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
kisim, doz uygulanmamis

30 uM Iki-OK : Kriyojel bulunan sistemde kriyojel iizerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan kisim,
30 uM Vortioksetin uygulanmis

Vortioksetin dozlar1 uygulanan iki OK ve Ug¢ OK hiicre gruplarmin PHEMA Tip IV
Kol+FA kriyojel gruplarindaki Ostriol hormon seviyeleri Sekil 4.12°de verilmistir.
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Transwell’e aktarilan PHEMA Tip IV Kol+FA kriyojel gruplarinda Ostriol hormon
dl¢iimii analizinde (Sekil 4.12.), Ug-OK apikal kisminda kontrol gruplarma kiyasla 30

UM doz uygulanan gruplarda hormon miktarinda belirgin bir azalma meydana geldigi

gOriilmiistiir.
PHEMA Tip IV Kol+FA Ostriol (E3) Hormon Olgiimii
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Sekil 4.12. Transwell igerisinde PHEMA Tip IV Kol+FA kriyojel ikili ve iglii ortak kiiltiir
(3BeWo:1HUVEC) gruplarinda 2. 4. ve 7. giin Vortioksetin uygulamasi sonrasi Ostriol hormon 6lgiimii. a,
Iki-OK apikal kontrol grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farkli (P<0,05). b, U¢-OK apikal
kontrol grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farkli (P<0,05). ¢, Ug-OK bazal kontrol grubundan
istatistiksel olarak 6nemli derecede farkli (P<0,05).

Kontrol [ki-OK Apikal: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel iizerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
apikal kisim, doz uygulanmamis

30 uM Iki-OK Apikal: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel {izerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
apikal kisim, 30 uM Vortioksetin uygulanmis

Kontrol Ug-OK Apikal: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel iizerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
apikal kisim, doz uygulanmamis

30 uM iki-OK Apikal: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel iizerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
apikal kisim, 30 uM Vortioksetin uygulanmig

Kontrol Ug-OK Bazal: Kriyojel bulunan sistemde kuyucukta H295R bulunan bazal kisim, doz
uygulanmamig

30 uM Ug-OK Bazal: Kriyojel bulunan sistemde kuyucukta H295R bulunan bazal kisim, 30 uM
Vortioksetin uygulanmig

49



4.4. Ostradiol (E2) Hormonu Elisa Analizi Sonuclar

Ostradiol hormonu trofoblast hiicrelerden salgilanmaktadir. Tez kapsaminda kullanilan
BeWo (trofoblast) hiicresinin Iki OK, Ug¢ OK ve 3:1 (BeWo-HUVEC) hiicre orani ile
ortak kiiltiirindeki stradiol hormonu tiretimi PHEMA ve PHEMA+KOL Tip IV+FA

kriyojellerde incelenmistir.

4.4.1. PHEMA Kriyojel Sisteminde Ostradiol (E2) Hormonu Elisa Analizi Sonucu

Transwell’e aktarilan PHEMA Kriyojel grubunda Ostradiol hormon 6l¢iimii analizinde
(Sekil 4.13.), 1ki-OK apikal ve 3:1 iki OK kontrol gruplarma kiyasla 30 uM doz
uygulanan gruplarda hormon miktarinda belirgin bir azalma meydana geldigi
goriilmiistiir. 1ki-OK apikal ve 3:1 Iki OK gruplarinin her ikisinde de 30 uM doz
uygulanan gruplarda kontrole kiyasla belirgin bir azalma meydana gelmis olup iki-OK
apikal ve 3:1 Iki OK 30 puM doz uygulanan iki deney grubu arasinda anlamli farklilik

bulunmamastir.

Deney calismalarimiz kapsaminda transwell igerisine kriyojel eklenerek olusturulan
sistemin (Iki-OK), kuyucuk igerisinde kriyojel bulunan (3:1 iki-OK) grubuna kiyasla

benzer sonuglar elde edilmesi olusturmus oldugumuz sistemin kontroliinii saglamistir.
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PHEMA Ostradiol (E2) Hormon Olgiimi
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Sekil 4.13. PHEMA kriyojel ikili ve 3:1 ikili ortak kiiltiir (3BeWo:1HUVEC) gruplarinda 2. 4. ve 7. giin
Vortioksetin uygulamasi sonras1 Ostradiol hormon &l¢iimii. a, Iki-OK kontrol grubundan istatistiksel olarak
énemli derecede farkli (P<0,05). b, 3:1 Iki-OK kontrol grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farkl
(P<0,05).

Kontrol Tki-OK Apikal: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel iizerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
apikal kisim, doz uygulanmamis

30 uM Iki-OK Apikal: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel {izerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
apikal kisim, 30 uM Vortioksetin uygulanmis

Kontrol 3:1 Iki OK: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel {izerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
kisim, doz uygulanmamis

30 uM Iki-OK : Kriyojel bulunan sistemde kriyojel iizerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan kisim,
30 uM Vortioksetin uygulanmis

Vortioksetin dozlar1 uygulanan iki OK, Ug OK ve BeWo-HUVEC (3:1) hiicre gruplarinin
PHEMA kriyojel gruplarindaki Ostradiol hormon seviyeleri Sekil 4.14°de verilmistir.

Transwell’e aktarilan PHEMA kriyojel gruplarinda dstradiol hormon 6l¢iimii analizinde
(Sekil 4.14.), Iki-OK apikal ve Ug-OK apikal-bazal kontrol gruplarma kiyasla 30 uM doz
uygulanan gruplarda hormon miktarinda belirgin bir azalma meydana geldigi

goriilmiistiir.

51



PHEMA Ostradiol (E2) Hormon Olgiimi
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Sekil 4.14. Transwell igerisinde PHEMA 1kili ve Uclii ortak kiiltiir gruplarinda 2. 4. ve 7. giin Vortioksetin
uygulamasi sonrasi Ostriol hormon 6l¢iimii. a, Iki-OK Apikal kontrol grubundan istatistiksel olarak énemli
derecede farkl1 (P<0,05). b, U¢-OK apikal kontrol grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farkli
(P<0,05). ¢, Ug-OK bazal kontrol grubundan istatistiksel olarak dnemli derecede farkli (P<0,05).

Kontrol iki-OK Apikal: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel iizerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
apikal kisim, doz uygulanmamis

30 uM Iki-OK Apikal: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel iizerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
apikal kisim, 30 uM Vortioksetin uygulanmis

Kontrol Ug-OK Apikal: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel iizerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
apikal kisim, doz uygulanmamis

30 uM Iki-OK Apikal: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel {izerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
apikal kisim, 30 uM Vortioksetin uygulanmis

Kontrol Ug¢-OK Bazal: Kriyojel bulunan sistemde kuyucukta H295R bulunan bazal kisim, doz
uygulanmamis

30 pM Ug-OK Bazal: Kriyojel bulunan sistemde kuyucukta H295R bulunan bazal kisim, 30 pM
Vortioksetin uygulanmig

4.4.2. PHEMA Tip IV Kol+FA Kriyojel Sisteminde Ostradiol (E2) Hormonu Elisa

Analizi Sonucu

Transwell’e aktarilan PHEMA kriyojel grubunda Ostradiol hormon &l¢iimii analizinde
(Sekil 4.15.), 1ki-OK apikal ve 3:1 Iki OK kontrol gruplarina kiyasla 30 uM doz

uygulanan gruplarda hormon miktarinda belirgin bir azalma meydana geldigi
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goriilmiistiir. 1ki-OK apikal ve 3:1 Iki OK gruplarinin her ikisinde de 30 uM doz
uygulanan gruplarda kontrole kiyasla belirgin bir azalma meydana gelmis olup Iki-OK
apikal ve 3:1 Iki OK 30 uM doz uygulanan iki deney grubu arasinda anlamli farklilik

bulunmamustir.

Deney calismalarimiz kapsaminda transwell igerisine kriyojel eklenerek olusturulan
sistemin (iki-OK), kuyucuk igerisinde kriyojel bulunan (3:1 iki-OK) grubuna kiyasla

benzer sonuglar elde edilmesi olusturmus oldugumuz sistemin kontroliinii saglamistir.

PHEMA Tip IV Kol+FA Ortak Kiltir Hormon Analizi
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Sekil 4.15. PHEMA kriyojel ikili ve 3:1 ikili ortak kiiltir (3BeWo:1HUVEC) gruplarinda 2. 4. ve 7. giin
Vortioksetin uygulamasi sonrasi Ostradiol hormon &l¢iimii. a, iki-OK kontrol grubundan istatistiksel olarak
onemli derecede farkli (P<0,05). b, 3:1 Iki-OK kontrol grubundan istatistiksel olarak 6nemli derecede farkli
(P<0,05).

Kontrol Tki-OK Apikal: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel {izerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
apikal kisim, doz uygulanmamis

30 uM iki-OK Apikal: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel {izerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
apikal kisim, 30 uM Vortioksetin uygulanmis

Kontrol 3:1 Iki OK: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel iizerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
kisim, doz uygulanmamis

30 uM iki-OK : Kriyojel bulunan sistemde kriyojel iizerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan kisim,
30 uM Vortioksetin uygulanmis
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Vortioksetin dozlar1 uygulanan iki OK, U¢ OK ve BeWo-HUVEC (3:1) hiicre gruplarimin
PHEMA Tip IV Kol+FA kriyojel gruplarindaki Ostradiol hormon seviyeleri Sekil
4.16°de verilmistir.

Transwell’e aktaritlan PHEMA Tip IV Kol+FA kriyojel gruplarinda ostradiol hormon
dl¢iimii analizinde (Sekil 4.16.), iki-OK apikal ve Ug-OK apikal-bazal kontrol gruplarina
kiyasla 30 pM doz uygulanan gruplarda hormon miktarinda belirgin bir azalma meydana

geldigi goriilmiistiir.

PHEMA Tip IV Kol+FA Ostradiol (E2) Hormon Analizi
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Sekil 4.16. Transwell icerisinde PHEMA Tip IV Kol+FA ikili ve Uclii ortak kiiltiir gruplarinda 2. 4. ve 7.
giin Vortioksetin uygulamas1 sonras1 Ostradiol hormon &lgiimii. a, 1ki-OK Apikal kontrol grubundan
istatistiksel olarak énemli derecede farkli (P<0,05). b, U¢-OK apikal kontrol grubundan istatistiksel olarak
énemli derecede farkli (P<0,05). ¢, Ug-OK bazal kontrol grubundan istatistiksel olarak énemli derecede
farkli (P<0,05).

Kontrol Tki-OK Apikal: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel {izerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
apikal kisim, doz uygulanmamis

30 uM iki-OK Apikal: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel iizerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
apikal kisim, 30 pM Vortioksetin uygulanmis

Kontrol Ug-OK Apikal: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel iizerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
apikal kisim, doz uygulanmamis
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30 uM iki-OK Apikal: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel iizerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
apikal kisim, 30 uM Vortioksetin uygulanmis

Kontrol Ug¢-OK Bazal: Kriyojel bulunan sistemde kuyucukta H295R bulunan bazal kisim, doz
uygulanmamis

30 puM Ug-OK Bazal: Kriyojel bulunan sistemde kuyucukta H295R bulunan bazal kisim, 30 pM
Vortioksetin uygulanmig

4.5. DHEA Hormonu Elisa Analizi Sonucu

Vortioksetin uygulanan iki OK ve Ug OK ile ortak kiiltiiriindeki DHEA hormonu iiretimi
miktart PHEMA ve PHEMA+KOL Tip IV+FA kriyojellerde incelenmistir.

4.5.1. PHEMA Kriyojel Sisteminde DHEA Hormonu Elisa Analizi Sonucu

Transwell’e aktarilan PHEMA kriyojel grubunda DHEA hormon 6l¢iimii analizinde
(Sekil 4.17.), 1ki-OK apikal ve 3:1 iki OK kontrol gruplarina kiyasla 30 pM doz
uygulanan gruplarda hormon miktarinda belirgin bir azalma meydana geldigi

goriilmiistiir.

Deney calismalarimiz kapsaminda transwell igerisine kriyojel eklenerek olusturulan
sistemin (iki-OK), kuyucuk igerisinde kriyojel bulunan (3:1 iki-OK) grubuna kiyasla

benzer sonuglar elde edilmesi olusturmus oldugumuz sistemin kontroliinii saglamistir.
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PHEMA Ortak Kiiltiir DHEA Hormon Olgiimii
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Sekil 4.17. PHEMA kriyojel ikili ve 3:1 ikili ortak kiiltiir (3BeWo:1HUVEC) gruplarinda 2. 4. ve 7. giin
Vortioksetin uygulamas1 sonrast DHEA hormon &l¢iimii. a, Iki-OK kontrol grubundan istatistiksel olarak
énemli derecede farkli (P<0,05). b, 3:1 Iki-OK kontrol grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farkl
(P<0,05).

Kontrol iki-OK Apikal: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel iizerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
apikal kisim, doz uygulanmamis

30 uM iki-OK Apikal: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel iizerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
apikal kisim, 30 uM Vortioksetin uygulanmis

Kontrol 3:1 Iki OK: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel iizerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
kisim, doz uygulanmamis

30 uM iki-OK : Kriyojel bulunan sistemde kriyojel iizerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan kisim,
30 uM Vortioksetin uygulanmis

Vortioksetin dozlar1 uygulanan Ug OK Apikal ve Ug OK Bazal hiicre gruplarinin
PHEMA kriyojel gruplarindaki DHEA hormon seviyeleri Sekil 4.18’de verilmistir.

Transwell’e aktarilan PHEMA kriyojel gruplarinda DHEA hormon 6l¢iimii analizinde
(Sekil 4.18.), Iki-OK apikal kontrol ve 30 uM doz uygulanan gruplarda hormon
miktarinda belirgin bir fark gdézlenmemistir. U¢-OK apikal ve bazal gruplarinda kontrol
grubuna kiyasla 30 uM doz uygulanan gruplarda hormon miktarinda belirgin bir artis

meydana geldigi goriilmiistiir.
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PHEMA Ortak Kiiltiir DHEA Hormon Olgiimii
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Sekil 4.18. Transwell igerisinde PHEMA 1kili ve Uglii ortak kiiltiir gruplarinda 2. 4. ve 7. giin Vortioksetin
uygulamasi sonras1t DHEA hormon 6l¢iimii. a, U¢-OK apikal kontrol grubundan istatistiksel olarak énemli
derecede farkli (P<0,05). b, U¢-OK bazal kontrol grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farkl
(P<0,05).

Kontrol Iki-OK Apikal: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel iizerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
apikal kisim, doz uygulanmamis

30 uM Iki-OK Apikal: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel {izerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
apikal kisim, 30 uM Vortioksetin uygulanmis

Kontrol Ug-OK Apikal: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel iizerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
apikal kisim, doz uygulanmamis

30 uM Iki-OK Apikal: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel iizerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
apikal kisim, 30 uM Vortioksetin uygulanmis

Kontrol Ug-OK Bazal: Kriyojel bulunan sistemde kuyucukta H295R bulunan bazal kisim, doz
uygulanmamis

30 pM Ug-OK Bazal: Kriyojel bulunan sistemde kuyucukta H295R bulunan bazal kisim, 30 pM
Vortioksetin uygulanmig

4.5.2. PHEMA Tip IV Kol+FA Kriyojel Sisteminde DHEA Hormonu Elisa Analizi

Sonucu

Transwell’e aktarilan PHEMA kriyojel grubunda DHEA hormon 6lglimii analizinde
(Sekil 4.19.), 1ki-OK apikal 4. giin kontrol grubuna kiyasla 30 uM doz uygulanan grupta

hormon miktarinda belirgin bir azalma meydana geldigi goriilmiistiir. 3:1 Iki-OK 4. giin
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kontrol grubuna kiyasla 30 uM doz uygulanan grupta hormon miktarinda belirgin bir
azalma meydana geldigi goriilmiistiir. 3:1 Iki-OK 2. giin kontrol grubuna kiyasla 30 uM

doz uygulanan grupta hormon miktarinda belirgin bir artis meydana geldigi goriilmiistiir.

Deney c¢alismalarimiz kapsaminda transwell igerisine kriyojel eklenerek olusturulan
sistemin (Iki-OK), kuyucuk igerisinde kriyojel bulunan (3:1 iki-OK) grubuna kiyasla

benzer sonuglar elde edilmesi olusturmus oldugumuz sistemin kontroliinii saglamstir.

PHEMA TiP IV Kol+FA Ortak Kiiltiir DHEA Hormon Olgiimii
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Sekil 4.19. PHEMA Tip IV Kol+FA kriyojel ikili ve 3:1 ikili ortak kiiltiir (3BeWo:1HUVEC) gruplarinda
2. 4. ve 7. giin Vortioksetin uygulamas1 sonrast DHEA hormon 6l¢iimii. a, Iki-OK kontrol grubundan
istatistiksel olarak onemli derecede farkli (P<0,05). b, 3:1 Iki-OK kontrol grubundan istatistiksel olarak
onemli derecede farkl1 (P<0,05). c, 3:1 Iki-OK kontrol grubundan istatistiksel olarak 6nemli derecede farkli
(P<0,05).

Kontrol Tki-OK Apikal: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel {izerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
apikal kisim, doz uygulanmamis

30 uM Iki-OK Apikal: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel iizerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
apikal kisim, 30 uM Vortioksetin uygulanmis

Kontrol 3:1 Iki OK: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel {izerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
kisim, doz uygulanmamis

30 uM iki-OK : Kriyojel bulunan sistemde kriyojel iizerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan kisim,
30 uM Vortioksetin uygulanmis
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Vortioksetin dozlar1 uygulanan iki OK, U¢ OK ve BeWo-HUVEC (3:1) hiicre gruplariin
PHEMA Tip IV Kol+FA kriyojel gruplarindaki DHEA hormon seviyeleri Sekil 4.19°da

verilmistir.

Transwell’e aktarilan PHEMA kriyojel grubunda DHEA hormon 6lgliimii analizinde
(Sekil 4.20.), iki-OK apikal, Ug-OK apikal ve U¢-OK bazal kontrol gruplarma kiyasla 30
UM doz uygulanan gruplarda hormon miktarinda belirgin bir azalma meydana geldigi

gorilmistiir.

PHEMA TiP IV Kol+FA Ortak Kiiltiir DHEA Hormon Olgiimii
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Vortioksetin Gruplan

Sekil 4.20. Transwell i¢erisinde PHEMA 1kili ve Uclii ortak kiiltiir gruplarinda 2. 4. ve 7. giin Vortioksetin
uygulamasi sonrast DHEA hormon dl¢iimii. a, Iki-OK apikal kontrol grubundan istatistiksel olarak énemli
derecede farkli (P<0,05). b, Ug-OK apikal kontrol grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farkli
(P<0,05). ¢, Ug-OK bazal kontrol grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farkli (P<0,05).

Kontrol Tki-OK Apikal: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel {izerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
apikal kisim, doz uygulanmamis

30 uM iki-OK Apikal: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel iizerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
apikal kisim, 30 uM Vortioksetin uygulanmis

Kontrol Ug-OK Apikal: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel izerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
apikal kisim, doz uygulanmamis

30 uM iki-OK Apikal: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel iizerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
apikal kisim, 30 pM Vortioksetin uygulanmis

Kontrol Ug-OK Bazal: Kriyojel bulunan sistemde kuyucukta H295R bulunan bazal kisim, doz
uygulanmamis
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30 pM Ug-OK Bazal: Kriyojel bulunan sistemde kuyucukta H295R bulunan bazal kisim, 30 pM
Vortioksetin uygulanmis

4.6. Progesteron (Pg) Hormonu Elisa Analizi Sonucu

Progesteron hormonu trofoblast hiicrelerden salgilanmaktadir. Tez kapsaminda
kullanilan BeWo (trofoblast) hiicresinin iki OK, U¢ OK ve 3:1 (BeWo-HUVEC) hiicre
orani ile ortak kiiltiirtindeki Progesteron hormonu tiretimi PHEMA ve PHEMA+KOL Tip
IV+FA kriyojellerde incelenmistir.

4.6.1. PHEMA Kriyojel Sisteminde Progesteron Hormonu Elisa Analizi Sonucu

Transwell’e aktarilan PHEMA kriyojel grubunda Progesteron hormon 6l¢timii analizinde
(Sekil 4.21.), 1ki-OK apikal ve 3:1 Iki OK kontrol gruplarina kiyasla 30 pM doz
uygulanan gruplarda hormon miktarinda belirgin bir azalma meydana geldigi
goriilmiistiir. 3:1 iki OK grubu 4.giin 30 uM doz uygulanan gruplarda kontrole kiyasla
belirgin bir azalma meydana gelmistir. Iki-OK apikal kontrol ve 30 uM doz uygulanan
grup arasinda anlamli bir fark bulunmamustir. 3:1 iki-OK kontrol grubu 2.giin grubunda
iki-OK Apikal 30 uM grubuna kiyasla artis goriilmiistiir. Iki-OK Apikal kontrol 30 uM

doz uygulanan iki deney grubu arasinda anlamli farklilik bulunmamustir.

Deney calismalarimiz kapsaminda transwell igerisine kriyojel eklenerek olusturulan
sistemin (iki-OK), kuyucuk igerisinde kriyojel bulunan (3:1 iki-OK) grubuna kiyasla

benzer sonugclar elde edilmesi olusturmus oldugumuz sistemin kontroliinii saglamistir.
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PHEMA Ortak Kiltur Progesteron Hormon Olgimi
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Sekil 4.21. PHEMA kriyojel ikili ve 3:1 ikili ortak kiiltir (3BeWo:1HUVEC) gruplarinda 2. 4. ve 7. giin
Vortioksetin uygulamasi sonrast Progesteron hormon 6l¢timii. a, 3:1 ikili ortak kiiltiir kontrol grubundan
istatistiksel olarak onemli derecede farkli (P<0,05). b, 3:1 Iki-OK kontrol grubundan istatistiksel olarak
onemli derecede farkli (P<0,05).
Kontrol iki-OK Apikal: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel iizerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
apikal kisim, doz uygulanmamis

30 uM Iki-OK Apikal: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel iizerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
apikal kisim, 30 uM Vortioksetin uygulanmis

Kontrol 3:1 Iki OK: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel iizerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
kisim, doz uygulanmamis

30 uM iki-OK : Kriyojel bulunan sistemde kriyojel iizerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan kisim,
30 uM Vortioksetin uygulanmis

Vortioksetin dozlar uygulanan iki OK, Ug OK ve BeWo-HUVEC (3:1) hiicre gruplarinin
PHEMA kriyojel gruplarindaki Progesteron hormon seviyeleri Sekil 4.22°de verilmistir.

Transwell’e aktarilan PHEMA kriyojel grubunda Progesteron hormon 6l¢iimii analizinde
(Sekil 4.22.), 1ki-OK apikal kontrol ve 30 uM doz uygulanan gruplarda hormon
miktarinda belirgin bir farklilik gériilmemistir. Ug-OK apikal ve Ug-OK bazal 2. giin
kontrol gruplarina kiyasla 30 uM doz uygulanan gruplarda hormon miktarinda belirgin

bir azalma meydana geldigi goriilmiistiir.
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Sekil 4.22. Transwell igerisinde PHEMA 1kili ve Uclii ortak kiiltiir gruplarinda 2. 4. ve 7. giin Vortioksetin
uygulamas1 sonras1 Progesteron hormon 6l¢iimii. a, Ug-OK apikal kontrol grubundan istatistiksel olarak
énemli derecede farkhi (P<0,05). ¢, Ug-OK bazal kontrol grubundan istatistiksel olarak énemli derecede
farkl1 (P<0,05).

Kontrol iki-OK Apikal: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel iizerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
apikal kisim, doz uygulanmamis

30 uM Iki-OK Apikal: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel iizerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
apikal kisim, 30 uM Vortioksetin uygulanmis

Kontrol Ug-OK Apikal: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel iizerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
apikal kisim, doz uygulanmamis

30 uM iki-OK Apikal: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel iizerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
apikal kisim, 30 uM Vortioksetin uygulanmis

Kontrol Ug¢-OK Bazal: Kriyojel bulunan sistemde kuyucukta H295R bulunan bazal kisim, doz
uygulanmamis

30 pM Ug-OK Bazal: Kriyojel bulunan sistemde kuyucukta H295R bulunan bazal kisim, 30 pM
Vortioksetin uygulanmig

4.6.2. PHEMA Tip IV Kol+FA Kriyojel Sisteminde Progesteron Hormonu Elisa

Analizi Sonucu

Transwell’e aktarilan PHEMA Tip 1V Kol+FA kriyojel grubunda Progesteron hormon
ol¢iimii analizinde (Sekil 4.23.), 3:1 Iki OK kontrol 4. giin ve 7. giin gruplarma kiyasla

30 uM doz uygulanan gruplarda hormon miktarinda belirgin bir azalma meydana geldigi
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goriilmiistiir. 3:1 iki OK grubu 2.giin 30 uM doz uygulanan gruplarda kontrole kiyasla

belirgin bir artis meydana gelmistir.

Deney c¢alismalarimiz kapsaminda transwell igerisine kriyojel eklenerek olusturulan
sistemin (Iki-OK), kuyucuk igerisinde kriyojel bulunan (3:1 iki-OK) grubuna kiyasla

benzer sonuglar elde edilmesi olusturmus oldugumuz sistemin kontroliinii saglamustir.

PHEMA Tip IV Kol+FA Ortak Kiiltiir Progesteron Hormon Olgimii
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Sekil 4.23. PHEMA Tip IV Kol+FA kriyojel ikili ve 3:1 ikili ortak kiiltiir (3BeWo:1HUVEC) gruplarinda
2.4.ve 7. giin Vortioksetin uygulamasi sonrast Progesteron hormon 6l¢iimii. a, 3:1 ikili ortak kiiltiir kontrol
grubundan istatistiksel olarak nemli derecede farkl1 (P<0,05). b, 3:1 iki-OK kontrol grubundan istatistiksel
olarak onemli derecede farkli (P<0,05). C, 3:1 iki-OK kontrol grubundan istatistiksel olarak Snemli
derecede farkli (P<0,05).

Kontrol Tki-OK Apikal: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel iizerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
apikal kisim, doz uygulanmamis

30 uM Iki-OK Apikal: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel {izerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
apikal kisim, 30 uM Vortioksetin uygulanmis

Kontrol 3:1 Tki OK: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel iizerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
kisim, doz uygulanmamis

30 uM Iki-OK: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel iizerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan kisim, 30
uM Vortioksetin uygulanmis
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Vortioksetin dozlar1 uygulanan iki OK, U¢ OK ve BeWo-HUVEC (3:1) hiicre gruplarimin
PHEMA Tip IV Kol+FA kriyojel gruplarindaki Progesteron hormon seviyeleri Sekil
4.24°de verilmistir.

Transwell’e aktarilan PHEMA Tip 1V Kol+FA kriyojel grubunda Progesteron hormon
dl¢iimii analizinde (Sekil 4.24.), iki-OK apikal kontrol ve 30 uM doz uygulanan gruplarda
hormon miktarinda belirgin bir farklilik gériilmemistir. Ug-OK apikal ve U¢-OK bazal 2.
giin kontrol gruplarma kiyasla 30 uM doz uygulanan gruplarda hormon miktarinda

belirgin bir azalma meydana geldigi goriilmiistiir.

PHEMA Tip IV Kol+FA Ortak Kiltir Progesteron Hormon Olgimu
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Sekil 4.24. Transwell icerisinde PHEMA Tip IV Kol+FA Ikili ve Uclii ortak kiiltiir gruplarinda 2. 4. ve 7.
giin Vortioksetin uygulamasi sonrasi Progesteron hormon &l¢iimii. a, Ug-OK apikal kontrol grubundan
istatistiksel olarak énemli derecede farkli (P<0,05). ¢, Ug-OK bazal kontrol grubundan istatistiksel olarak
o6nemli derecede farkli (P<0,05).
Kontrol Tki-OK Apikal: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel iizerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
apikal kisim, doz uygulanmamis

30 uM iki-OK Apikal: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel iizerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
apikal kisim, 30 pM Vortioksetin uygulanmis

Kontrol 3:1 Iki OK: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel {izerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan
kisim, doz uygulanmamis

30 uM Iki-OK: Kriyojel bulunan sistemde kriyojel iizerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri bulunan kisim, 30
uM Vortioksetin uygulanmis
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PHEMA ve PHEMA Tip IV Kol+FA kriyojel gruplar1 arasinda yapilan karsilagtirmaya
gore Iki-OK Apikal, 3:1 Iki-OK, Ug-OK Apikal ve Ug-OK Bazal deney gruplari arasinda

belirgin bir farklilik gdzlenmemistir.

B-hCG hormon dl¢iimii icin PHEMA Ug-OK Bazal kontrol grubunda, PHEMA Tip IV
Kol+FA kontrol grubuna kiyasla artis gozlenmistir.

Ostradiol hormon dl¢iimii igin PHEMA Tip IV Kol+FA Bazal kontrol U¢-OK grubunda,
PHEMA Ug-OK Bazal kontrol grubuna kiyasla artis gdzlenmistir.

DHEA hormon 6l¢iimii igin PHEMA Tip IV Kol+FA Bazal kontrol Ug-OK grubunda,
PHEMA Ug-OK Bazal kontrol grubuna kiyasla artis gézlenmistir.
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4.7. Taramal Eletron Mikroskopisi

Hazirlanan kriyojellerin iizerine hiicre ekimi yapilan kriyojellerde hiicre dagilimlarini,
gozeneklere tutunmalarini ve biiylimelerini inceleyebilmek icin SEM goériintiileri
alimmustir. PHEMA ve PHEMA Tip IV Kol+FA kriyojel gruplarinda iki-OK ve Ug-OK
hiicre gruplari bir arada verilerek karsilastirmalar1 yapilmistir. PHEMA kriyojelin SEM
goriintiileri  Sekil 4.25’te verilmistir. PHEMA kriyojel incelendiginde go6zenek
duvarlarindan ve ylizey yapisindan anlasildigi {izere kriyojel {izerinde hiicrelerin tiremesi
basarili bir sekilde gerceklestirilmisti. PHEMA Tip IV Kol+FA kriyojelde hiicre
kiimeleri olusturdugu PHEMA kriyojelin gdzeneklerine, gozenek duvarlarina basarili bir

sekilde tutundugu goriilmiistiir (Sekil 4.26).
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SEM MAG: 99 x View field: 2.09 mm GAIA3 TESCAN| SEM MAG: 25.0 kx | View field: 8.30 ym GAIA3 TESCAN|

SEMHV:3.0kV | 500 pym SEM HV: 3.0 KV Det: SE 2pm
SEM MAG: 99 x : HUNITEK| (1| SEM MAG: 25.0 kx BI: 7.00 HUNITEK | (1]

D3 =179.24 nm

D2 =176.01 nm

SEM MAG: 25.0 kx | View field: 8.30 ym | | | GAIA3 TESCAN SEM MAG: 50.0 kx | View field: 4.15 ym GAIA3 TESCAN|

SEM HV: 3.0 kV Det: SE 2um SEM HV: 3.0 kV Det: In-Beam SE | 1 pm
SEM MAG: 25.0 kx BI: 7.00 HUNITEK|\ |/ SEM MAG: 50.0 kx BI: 5.00 HUNITEK|\/Jj

SEM MAG: 15.0 kx View field: 13.8 ym GAIA3 TESCAN SEM MAG: 5.00 kx | View field: 41.5 pm GAIA3 TESCAN
SEM HV: 3.0 kV Det: SE 2 pm 7\ SEMHV: 3.0kv Det: SE | 10 pm FB
SEM MAG: 15.0 kx BI: 7.00 HUNITEK | | SEM MAG: 5.00 kx BI: 8.00 HUNITEK || |

Sekil 4.25. PHEMA kriyojelin A’da ok ile belirtilen yap1 igerisinde hiicreler goriintiilenmistir. Al, A2, A3,
A4, A5°de jel tizerinde 7 giin i¢inde lireme gdstermis hiicrelerin SEM goriintiileri; A) 99 X, bar 500 um,
Al) 250 X, bar 2 um, A2) 500 X, bar 1 pm, A3) 500 X, bar 1 um, A4) 150 X, bar 2 um, AS5) 500 X, bar 10
pm.
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D
Y
SEM MAG: 25.0 kx  View field: 8.30 pm | GAIA3 TESCAN| SEM MAG: 25.0 kx | View field: 8.30 pm 1 GAIA3 TESCAN
T

SEM HV: 3.0 kV Det: SE 2um r(7 SEM HV: 3.0 kV Det: SE 2um E
SEM MAG: 25.0 kx BI: 7.00 HUNITEK|| |/ ]| SEM MAG: 25.0 kx Bl: 7.00 HUNITEK|\ |/ |

Sekil 4.26. PHEMA Tip IV Kol+FA kriyojelin B’de ok ile belirtilen yapi igerisinde hiicreler
goriintiilenmistir. B1, B2, B3, B4 ve B5’de jel iizerinde 7 giin i¢inde tireme gdstermis hiicrelerin SEM
goriintiileri; B) 100X, bar 500 um, B1) 250X, bar 2 um, B2) 100X, bar 5 um, B3) 250X, bar 2 um, B4) 150
X, bar 2 um, B5) 250X, bar 2 pm.
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5. TARTISMA

Plasental trofoblast biyolojisinde hiicre-hiicre ve hiicre-HDM etkilesimleri yeterince iyi
anlagilamamistir ve iizerinde calisilmasi gerekmektedir. Tez kapsaminda olusturulan
model olan transwell kriyojel sistemi {izerinde BeWo, HUVEC ve H295R ortak hiicre
kiltiirleriyle olusturulan bu plasenta modeli literatiirde ilk kez calisilmistir. Bu ¢alisma
kapsaminda, HDM’yi temsilen hiicre proliferasyonunu en iyi destekleyen folik asit ve tip
IV kolajen iceren kriyojeller sentezlenmis, transwell sistemi ile bir araya getirilerek iki-
OK ve Ug-OK gruplart olusturularak deneyler yapilmistir. BeWo, HUVEC ve H295R
hiicrelerinin ortak kiiltiirii yapilarak plasental bariyer modeli olusturmasindaki katkilari
canlilik analizi, hormon seviyeleri Olgiilerek ve SEM goriintiilemeleri elde edilerek

sonuclar degerlendirilmistir.

Oskarsson ve ark. (2006)’nin yaptigi calismada, hiicre hattindaki steroidojenik gen ifadesi
ile normal insan yetigkin adrenalindeki gen ifadesi karsilastirildiginda degerlerin yakin
oldugu gosterilmistir. Bu nedenle, diger hiicre hatlarina kiyasla sitotoksisiteye kars1 daha
az hassasiyet gdstermesi H295R hiicrelerini adrenokortikal fonksiyonu ve steroidogenezi

incelemek i¢in uygun bir in vitro model haline getirmektedir.

Plasentada Ostrojen sentezi icin feto-plasental iletisime ihtiya¢ vardir. Bu nedenle
steroidojenik etkilesimlerin olugmasi i¢cin H295R hiicresi ile BeWo hiicresinin ortak
kiiltiire edilmesi ortama avantaj saglamaktadir. H295R hiicreleri, BeWo hiicrelerinde
Ostrojenlere doniistiiriilen androjen Onciilerini saglayarak olusturdugumuz plasenta

modellerinde fetal kismi temsil etmektedir.

Thiebault ve ark. (2014)’nin yaptig1 bir calismada, H295R insan adrenokortikal karsinom
(fetal bolme) ve BeWo insan koriokarsinom (villoz trofoblast bolmesi) hiicrelerini
kullanarak bir in vitro ortak kiiltiir modeli gelistirilmistir. BeWo ve H295R hiicreleri ortak
kiiltiire edilmistir. Endokrin bozucu bir pestisit olan atrazin uygulanarak CYP19 aktivitesi
ve hormon iiretimi sonuglari degerlendirilmistir. Atrazin, yalnizca H295R hiicrelerinde
CYPI19 aktivitesini ve Ostrojen lretimini indiiklemistir ancak ortak kiiltiirde genel
Ostrojen iiretimini etkilememis, yalnizca BeWo hiicrelerinde CYP19 aktivitesini inhibe

etmistir ve ortak kiiltiirde 6strojen tiretimini %90 azaltmistir.

Thiebault ve ark. (2017)’nin yaptig1 bir ¢alismada, SSRI tipi bir antidepresan etken

maddesi olan fluoksetinin ve bunun aktif metaboliti olan norfluoksetin'in plasental
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aromataz (CYP19) ve feto-plasental steroidogenez iizerindeki etkileri incelenmistir.
Fluoksetin, feto-plasental {initenin bir modeli olarak kullanilan fetal benzeri
adrenokortikal (H295R) ve trofoblast benzeri (BeWo) hiicrelerin ortak Kkiiltiirtinde
Ostrojen sekresyonunu degistirmemis, CYP19 aktivitesini indiiklemistir. Norfluoksetin,
feto-plasental ortak kiiltiirde Ostrojen sentezini azaltmis ve BeWo hiicrelerinde CYP19
aktivitesini azaltmistir. Ostrojenlerin hamilelik sirasindaki kritik rolii gdz &niine
alindiginda, sonuglar SSRI tedavisinin plasenta fonksiyonu ve fetal saglik iizerindeki

etkisi konusunda endiseye yol agmaktadir.

Jacobsen ve ark. yaptigi calismada (2015), bes farkli segici serotonin reseptorii
inhibitorlerinin (SSRI) endokrin sistemdeki etkilerini H295R hiicresinde arastirilmistir.
SSRI’nin hiicrede anti-proliferatif etki olugturmasinin yani sira farkli hormonlar tizerinde
de etkilerin olustugu gézlemlenmistir. Bu etkiler androjenlerin ve dstrojenlerin arasindaki

dengenin degismesidir.

B-hCG hormon seviyesinin dual insertlerde Iki-OK ve Ug-OK gruplarinda %20-45
oraninda artis gdstermistir. Vortioksetin uygulamastyla Ug-OK grubundaki hormon
miktarinin iki-OK grubuna kiyasla daha fazla olmasi, ii¢ hiicre iceren sistemin daha
direngli olmasindan kaynaklanmaktadir. Hem BeWo hem H295R hiicrelerinin {irettigi
Progesteron (Pg) hormonu Ug¢-OK grubunun dzellikle 3. giin inkiibasyonunda ¢ok yiiksek
miktarda artis gostermistir ve bu artts H295R’nin mono kiiltiir grubuna gore daha
yiiksektir. Bu baglamda ii¢ hiicrenin birarada oldugu sistemlerin Pg hormonunu tiretmede

basarili oldugu goriilmiistiir.

DHEA’nm viicutta diisiik oranlarda bulunmasi depresyonla iligkilendirilmektedir. 2014
yilinda yaymnlanan bir arastirmada, DHEA'nin sizofreni, anoreksiya nervoza, HIV ve
adrenal yetmezligi olan kisilerde depresyon semptomlarini iyilestirebilecegini one siirdil
(Belkin vd., 2014). DHEA hormonu 0striol ve Ostradiol hormonunun Onciisii olarak
kullanilmaktadir. Bu sebeple H295R hiicreleri ve BeWo hiicrelerinin birlikte kiiltiire
edildigi UC-OK gruplarinda DHEA hormonu substrat olarak kullanildigindan miktar
olarak az bulunmaktadir. Buna karsilik olarak dual insert IKI-OK gruplarindaki 6striol ve
ostradiol hormonlar1 bu gruplarda yiiksek bulunmustur. IKi-OK gruplarinda ortak
besiyeri igerigindeki zengin hormon takviyeleri DHEA hormonunun supernatant

Olctimlerinde konsantrasyon vermesine sebep olmustur.
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Yancu ve ark. (2019) yaptigi ¢alismada, BeWo ve H295R hiicre hatlar1 kullanilarak
olusturulan plasental ortak kiiltiir modelinde feslegen ve rezene tohumunun esansiyel
yaglarinda en bol bulunan bilesiklerden olan estragol ve trans-anetol bilesikleri
kullanilmistir. Yapilan ¢alismada temel amag, feto-plasental steroidogenezin estragol ve
trans-anetol tarafindan meydana gelen bozulmay1 gosterebilmektir. Biyokimyasal sinyal
yolaklarinda meydana gelen degisiklikler ostradiol, Ostron, Ostriol, DHEA,
androstenedion ve progesteron hormonlarinin tiretimi, CYP 19 ifadesindeki degisikliklere
bakilarak test edilmistir. Bu ¢alismada olusturulan ortak kiiltiiriin estragol veya trans-
anetol'e (2.5, 5,2 ve 25 uM) 24 saat maruz birakilmasindan sonra, estradiol, estron,
DHEA, androstenedion, progesteron ve estriol seviyelerinin 6nemli 6lgiide arttigi
gosterilmigtir. Ayrica estragol ve trans-anetol maruziyeti ile CYP11Al1, HSD3B1,
HSD3B2, HSD17B1, HSD17B5 gibi steroidojenik yolakta 6nemli islevi olan enzimlerin

gen ekspresyonunun degistigi gosterilmistir.

Taxvig ve ark. (2013) yaptig1 bir ¢alismada, plasental perfiizyon modeli ve Transwell
sistem kullanilarak BeWo hiicre hatti ile olusturulan tek katmanli tasima modelinde
propikonazol, bititanol ve sipermetrin olarak adlandirilan ii¢ pestisitin transplasental
tasinmasi arastirtlmistir. Pestisitlerden pitertanol, propikonazol, sipermetrin, malathion
ve terbutilazin steroidogenezi etkileyerek progesteronda artisa ve testosteronda azalmaya
neden oldugu in vitro ve in vivo olarak calismalarla gosterilmistir. Yapilan ¢alisma
plasental perfiizyon modeli ile BeWo hiicre hatt1 tastma modeli arasinda karsilastirilabilir

sonuglar ortaya koymustur.

Aegenheister ve ark. (2018) yaptig1 bir calismada BeWo ve HPEC (insan plasental ven6z
endotelyal hiicreleri) hiicre hatlar1 ile Transwell sistem iizerinde bir model
olusturulmustur. Calismanin amagclarindan bir tanesi insan plasenta bariyerinde farkl
yiizey modifikasyonlarina (PEGilat'a kars1 sodyum karboksilat) sahip kiigiik (3-4 nm)
alun  kapli  nanopartikiillerin ~ (AuNP)’lerin ~ alimin1  ve  translokasyonunu
degerlendirilmistir. Bu c¢alismada, kiigiik 3-4 nm AuNP'lerin insan plasenta bariyeri

boyunca hem in vitro hem de ex vivo translokasyonu i¢in ilk kanit ortaya koyulmustur.

E2 ve E3 hormon &lgiimlerinde Ug-OK kontrol gruplarinda hormon seviyesi her 3
inkiibasyon siiresi i¢in de oldukca yiiksektir. Vortioksetine verilen yanit incelendiginde

Ug-OK grubunun Iki-OK grubuna kiyasla daha dayanikli oldugunu gostermektedir.
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Hiicrelerin iskeleli ortamda iiremesi ve canliliklarini korumasi ayni1 zamanda toksisite
yanitlarinin incelenmesinde kriyojel ile olusturulan sistemler basar ile kullanilabilir. 3B
ortamlarda kiiltiirasyonu saglanan hiicrelerin toksik yanitlarinin 2B sistemlere kiyasla
daha direngli olmasi ayni sekilde orta ve ilizeri toksik madde g¢alismalarinda tercih

edilmelidir.
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6. YORUM

1. Ikilenme zamanlar1 birbirinden oldukca farkli BeWo, HUVEC ve H295R olmak iizere
ti¢ farkli hiicre kriyojel ve transwell sistemi kullanilarak olusturulan 3B sistem icerisinde

basarili bir sekilde olusturulmustur.

2. PHEMA ve Tip IV Kolajen ve Folik asit baglanarak sentezlenen PHEMA kriyojel
gruplarinin iizerinde maternal kismi temsil eden BeWo, endotel damarlar1 temsil eden
HUVEC hiicreleri tiretilmistir ve bu ortama transwell sistemi de eklenerek fetal kismi
temsil eden H295R hiicreleri kullanilarak in vivo sisteme olduk¢a yakin 3B bir sistem

olusturulmustur.

3. Farkli oOzellikler ile hazirlanmig olan deney gruplarina vortioksetin maddesi
uygulanmistir ve verdigi yanitlar incelendiginde 7,5 uM ve 15 puM doz uygulamasinda
hiicre canlilik sonuglarinda azalmalar gézlenmemistir. 3B kosullarda Tip IV Kol ve FA
ile desteklenmis doku iskelesinin in vivoya olan benzerligi arttirtlmis ve hiicrelerin mikro
ortamlarini olusturmalar1 saglanmistir. Bu kosullar ortak kiiltiiriin uygulanan ilaca karsi

diren¢ gostermesini saglamaistir.

4. PHEMA Tip IV Kol+FA grubunun PHEMA’ya kiyasla MTT Canlilik analizi
sonuclarinin daha yiiksek oldugu gozlenmistir. Hormon analizi ve SEM sonuglarimizi da
destekler sekilde FA ve tip IV kolajen’in PHEMA’ya eklenmis olmasi hiicrelerin

canlhiliklarini artirmaktadir.

5. B-hCG, Ostradiol ve DHEA hormon &l¢iimii icin PHEMA Tip IV Kol+FA grubunun
PHEMA’ya kiyasla hormon miktarmi artirdigi gozlenmistir. Hiicre canlilik analizi
sonuglarimizi ve SEM sonuglarimizi da destekler sekilde FA ve tip IV kolajen’in

PHEMA ’ya eklenmis olmasi hiicrelerin hormon tiretimini artirmaktadir.

6. PHEMA ve PHEMA Tip IV Kol+FA grubu kriyojel iizerinde BeWo ve HUVEC
hiicreleri iiretilerek 7 giin boyunca inkiibasyonu yapilarak SEM goriintiileri alinmistir ve
gortntiiler canlilik sonuglart ile uyumlu bulunmustur. Hiicreler proliferasyon, kriyojel

ylizeyine tutunma ve yayilim olarak oldukg¢a basarili bir sekilde iiretilmistir.

7. 1ki-OK grubuna H295R hiicrelerinin eklenmesiyle olusturulan Ug-OK grubunda elde
edilen MTT ve hormon Ol¢limii analizi sonuglari, H295R eklenerek olusturulan

sistemimizin basarili bir sekilde olusturuldugunu gdstermistir.
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Tez caligmasi kapmasinda PHEMA temelli kriyojele Tip IV Kolajen ve Folik Asit ile
fonksiyonellik kazandirilmistir. BeWo, HUVEC ve H295R hiicreleri ile Ikili ve Uglii in
vivoya benzeyen 3B kriyojel sistemler olusturulmustur. Olusturulan bu plasental kriyojel
sistemleri iizerinde SSRI antidepresan grubundan olan vortioksetin etken maddesi
uygulanmasiyla hormon sentezi incelenmistir. Tip IV Kolajen ve Folik asit ile olusturulan
PHEMA kriyojel, PHEMA kriyojel ile karsilastirildiginda SEM goriintiilerine gore
hormon iiretimi ve canlilik analizi sonuglarini destekler nitelikte sonuglar elde edilmistir.
Ilerleyen ¢alismalarda model iizerine farkli hiicre tipleri eklenerek ve mikro cevreyi
gelistirecek malzemeler eklenerek, bunun yani sira farkli bariyer modelleri olusturmak

amaciyla da kullanilabilecek bir ¢calisma olmast amaglanmustir.
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