MEME KANSERiI HUCRELERIYLE U¢ BOYUTLU
TUMOR MODELLERININ GELISTIRILMESIi VE NOG
RESEPTORU iNHIBITORUNUN UYGULANMASI

DEVELOPMENT OF 3D TUMOUR MODELS WITH
BREAST CANCER CELLS AND APPLICATION OF
NOTCH RECEPTOR INHIBITOR

FARUK GASTABAN

PROF. DR AYSE KEVSER OZDEN

Tez Danigmani

Hacettepe Universitesi
Lisansusti Egitim-Ogretim ve Sinav Yénetmeliginin
Biyomiihendislik Anabilim Dali icin Ongérdiigu
YUKSEK LiSANS TEZi olarak hazirlanmistir.

2019






FARUK CASTABAN’nin hazirladigi “Meme Kanseri Hiicreleriyle Ug Boyutlu
Tiimor Modellerinin Gelistirilmesi ve Nog Réseptiirii Inhibitériiniin
Uygulanmasi ” adli bu calisma asagidaki jiri tarafindan BIYOMUHENDISLIK
ANABILIM DALI'nda YUKSEK LiSANS TEZi olarak kabul edilmistir.

Prof. Dr. Nihal AYDOGAN

Bé§kan

Prof. Dr. Ayse Kevser OZDEN

Danigsman

Prof. Dr. Hillya Yavuz ERSAN

Oye

Prof. Dr. Fatma Belgin ATAC

Uye

Dogc. Dr. Naciye Dilara ZEYBEK

Uye

Bu tez Hacettepe Universitesi Fen Bilimleri Enstitisii tarafindan YUKSEK
LISANS TEZi olarak ...... [oid....... tarihinde onaylanmigtir.

Prof. Dr. Menemse GUMUSDERELIOGLU

Fen Bilimleri Enstitisti Mudurt






ETIK

Hacettepe Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, tez yazim kurallarina uygun

olarak

hazirladigim bu tez caligmasinda,

e tez icindeki butin bilgi ve belgeleri akademik kurallar ¢ergevesinde elde
ettigimi,

e gorsel, isitsel ve yazili tim bilgi ve sonuglarn bilimsel ahlak kurallarina
uygun olarak sundugumu,

e bagkalarinin eserlerinden yararlanilmasi durumunda ilgili eserlere
bilimsel normlara uygun olarak atifta bulundugumu,

e atifta bulundugum eserlerin timini kaynak olarak gésterdigimi,

e kullanilan verilerde herhangi bir degisiklik yapmadigimi,

e ve bu tezin herhangi bir bélimind bu Universite veya baska bir

Universitede baska bir tez galismasi olarak sunmadigimi

beyan ederim.

201 Ok 12019

"

Faruk CASTABAN






YAYINLANMA FiKRI MULKIYET HAKKLARI BEYANI

Enstitii tarafindan onaylanan lisansistii tezimin/raporumun tamamini veya
herhangi bir kismini, basili (k&git) ve elektronik formatta arsivieme ve agagida
verilen k0§ullarlé kullanima agma iznini Hacettepe Universitesine verdigvimi
bildiriim. Bu izinle Universiteye verilen kullanim haklari digindaki tum fikri
milkiyet haklarim bende kalacak, tezimin tamaminin ya da bir béliminiin
gelecekteki calismalarda (makale, kitap, lisans ve patent vb.) kullanim haklari

bana ait olacaktir.

Tezin kendi orijinal galismam oldugunu, bagkalarinin haklarini ihlal etmedigimi
ve tezimin tek yetkili sahibi oldugumu beyan ve taahhit ederim. Tezimde yer
alan telif hakki bulunan ve sahiplerinden yazil izin alinarak kullanmasi zorunlu
metinlerin yazili izin alarak kullandigimi ve istenildiginde suretlerini Universiteye

teslim etmeyi taahhit ederim.

Yiuksekogretim Kurulu tarafindan yayinlanan “Lisansiistii Tezlerin Elektronik
Ortamda Toplanmasi, Diizenlenmesi ve _Erigime Acilmasina lliskin
Yonerge” kapsaminda tezim asagida belirtilen kosullar haricince YOK Ulusal

Tez Merkezi / H. U. Kiitiiphaneleri Agik Erigim Sisteminde erisime agilir.

| Enstitl / Fakilte yonetim kurulu karari ile tezimin erisime agiimasi

mezuniyet tarihimden itibaren 2 yil ertelenmistir.

m| Enstitii / Fakiilte yoénetim kurulu gerekgeli karari ile tezimin erigsime

acilmasi mezuniyet tarihimden itibaren .... ay ertelenmigtir.

| Tezim ile ilgili gizlilik karari verilmistir.

Gl

Faruk CASTABAN






OZET

MEME KANSERiIi HUCRELERIYLE UG BOYUTLU TUMOR
MODELLERININ GELISTIRILMESI VE NOG RESEPTORU
INHIBITORUNUN UYGULANMASI

Faruk CASTABAN

Yiiksek Lisans, Biyomuhendislik Bolumiu
Tez Danigsmani: Prof. Dr. Ayse Kevser OZDE

Haziran 2019, 44 sayfa

Klinik dncesi ¢alismalarda hastalik modelleri olarak hucre kulturleri vazgecilmez
arastirma aragclarindan biridir. Tek tabaka (Monolayer) olarak olusan Iki boyutlu
(2B) kultr dogal dokunun ekstraseluler matris (ESM) etkilesimlerini
bulundurmaz. Dolayisiyla, hastallk modellemelerinde gercekci ¢ozumler
sunamamaktadir. Bu nedenle doku muhendisligi yaklagimiyla gelistirilen U¢
boyutlu matrisler ile dogal ESM benzeri in vitro U¢ boyutlu (3B) tumér modelleri
olusturulmasi Uzerinde c¢alisiimaktadir. Bu tez c¢ergevesinde, toplumda
kadinlarda oldukga yaygin olarak goérulen ve olumcul patolojisi olan meme
kanseri icin U¢ boyutlu bir in vitro model olusturmak ve olusturulan modelde bir
ila¢c hedefi olan Nog reseptorin inhibisyonu hedeflenmistir. Bunun igin, timor

dokusu ekstraselller matrisini taklit etmek amaciyla glikozaminoglikanlardan
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(GAG) kondroitin sulfat ve hyaluronik asidi bilesiminde iceren hidrojel-nanofiber
kompoziti aljinat tabanl matrisler tasarlanmistir ve glukoz kullanilarak olugturulan
yaplya porosite kazandiriimistir. MDA-MB-231 hlcre hatti olusturulan 3B
matrislerde Uretilmistir. Jel matrislerde, yapilan taramali elektron mikroskop
goruntulerinde glukozla hazirlanan matrislerde istenen Ozellikte porlu ylzey
Ozellikleri saptanmigtir. 3B matrislerle yapilan kulturde kullanilan matrislerin
hepsinde hlcre g¢ogalmasi 2B kultire gore artmistir, 6zellikle glukoz igerikli
olanlarda hucre ¢ogalmasinin en yuksek oldugu belirlenmigtir. Nog inhibisyonu,
2B kulturdeki hucrelerin ¢ogalmasini azaltirken 3B matristeki hucrelerin
¢ogalmasini istatistiksel olarak anlamli sekilde etkilememistir. Aljinat-hyaltronik
asit ve glukoz iceren matrislerde en iyi hicre ¢ogalmasi saglanmistir. Sonug
olarak, aljinat, hyalUronik asit, glukoz ve jelatin/kondroitin sulfat kompozit elektro-
egirilmis fiber iceren matrislerin hicre dostu ve ekstraselller matris benzeri
yapilar olusturdugu ve bunlarin ilag gelistirme ve dozlama c¢aligmalarina

uyarlanabilecek sistemler oldugu belirlenmisgtir.

Anahtar Kelimeler: U¢ boyutlu matris, kanser, MDA-MB-231 hiicreleri, Nog

reseptor, aljinat
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF 3D TUMOUR MODELS WITH BREAST
CANCER CELLS AND APPLICATION OF NOTCH RECEPTOR
INHIBITOR

Faruk CASTABAN

Master of Science, Department of Bioengineering
Supervisor: Prof. Dr. Ayse Kevser Ozden

June 2019, 44 pages

Tissue cultures as disease models are indispensable research tools in the
preclinical studies. Two-dimensional (2D) culture that composed in the monolayer
form cannot bear the extracellular interactions of the natural tissue. Therefore, it
cannot present realistic solutions in the disease modelling. Because of that,
scientist study on creating three-dimensional tumor models with the usage of
three-dimensional (3D) matrixes that developed with the tissue engineering
approach. Within the scope of this thesis statement, creating a three-dimensional
in vitro model for breast cancer which is one of the widely observed and lethal
pathology among women and inhibition of notch receptor on this model is
targeted. For this, hydrogel-nanofiber composite, alginate-based matrixes are

designed, and porosity introduced to the structure by using glucose. MDA-MB-
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231 cells were cultured on 3D matrixes. Porous surfaces were obtained
especially in glucose treated matrixes by scanning electron microscopy images.
Cell proliferation is increased in the all cultures cultured in 3D matrixes in
comparison to 2D cultures, cell proliferation is identified as the highest in the
matrixes containing glucose. While notch inhibition decreased the proliferation in
2D cultures, it did not affect the proliferation of cells in 3D cultures, in a statistically
significant way. The matrixes composed of alginate-hyaluronic acid and glucose
provided the best cell proliferation. In conclusion, alginate, hyaluronic acid,
glucose and gelatin/chondroitin sulphate composite fiber bearing matrixes
identified as cell friendly and creating extracellular matrix mimetic systems

suitable for drug development and dosing studies.

Keywords: Three-dimensional matrix, cancer, MDA-MB-231 cells, notch

receptor, alginate
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1.GiRIS

Hastalik modelleri, klinikte kullanilmak tzere ila¢ gelistiriimesi ya da hastaligin
biyolojik bilimlerde arastiriimasi ve gelisim asamalarinin kesfedilme sireclerinde,
deneysel calismalarin yuratilebilmesi igin temel arastirma araclaridir. Bu
modeller insan hastaliklarinda olusan biyolojik sUreclere benzer kosullarin, yapay
olarak olusturulmasi ile elde edilirler ve in vitro ve in vivo modeller olmak Uzere
iki sinifa ayrilirlar. Arastirma sudrecinin bir test tupl ya da kiltar kabi igerisinde
gerceklestigi in vitro terimi ile ifade edilirken, in vivo kavrami arastirmanin hayvan
denekler Uzerinde yapildigini ifade eder. Hayvanlar Uzerinde geligtirilen in vivo
modeller canli Gzerinde kurgulanmalar ve dogal doku, organ ve sistemleri
icermeleri acgisindan, modellenen canlidaki duruma daha yakindirlar. Su an igin
en yaygin kullanilan, in vitro model olan ve tek tabaka (Monolayer) olarak olusan
Iki boyutlu (2B) kltir, ozellikle, dogal dokunun ekstrasellller matris (ESM)
etkilesimlerini bulundurmamasi yoninden in vivo modellerle kiyaslandiklarinda
zayif kalmaktadirlar. Ancak gunimizde doku muhendisligi diye adlandirilan
yaklasimda, gergek ESM vyapisini taklit eden, biyomimetik, ¢ boyutlu (3B)
matrislerin geligtiriimesi ile daha gergekgi, in vitro hastallk modelleri
gelistiriimektedir. Bu 3B kultir modelleri, ucuz ve etkili olmalarinin yani sira etik

kaygilar olusturmamasi yonunden de ¢ok dnemli arastirma araclarndir.

Bu tez gergevesinde modellenen meme kanseri, en sik karsilasilan kanserlerden
ve kadinlarda gorilen en yaygin, olumcul hastaliklardan biridir. Son yillarda
yapilan ¢caligsmalara gore bir kadinin hayati boyunca meme kanserine yakalanma
olasihgr %12,3’tir. 2012 yilinda dinya c¢apinda kadin hastalarda gorulen tim
kanserlerin %25’ine karsi gelen 1,7 milyon yeni olgu tanimlanmistir (ROJAS and
STUCKEY 2016). Olumlerin ¢ogu olusan timérden degil, kanserin diger
organlara metastaziyla gerceklesmektedir. No¢c, Wnt, SHH gibi bircok yolak,
meme kanserinde, olasi terapi hedefleri olarak ¢aligiimaktadir. TUm&r mikro
gevresi, tumor hicrelerinin davranislari Uzerinde etkili oldugu icin, bu hucreleri

kaltur kaplarinda iki boyutlu olarak Uretmek bilgi saglamak icin yeterli
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olmamaktadir. Kanser hicrelerinin 3B biyomimetik yapilarda daha gergege yakin

modellerde ¢aligilmasi bir gerekliliktir.

Toplumda kadinlarda oldukga yaygin olarak gorulen ve 6lumcdal bir patolojisi olan
meme kanseri i¢in U¢ boyutlu in vitro modeller olusturmak amaglanmaktadir. Bu
baglamda dogal malzemeler olan jelatin, aljinat, kondroitin silfat ve hyaltronik
asit iceren ESM benzeri yapi ve Ozellikte olan, metastatik meme kanseri
hdcrelerinin  gogalmasini  saglayacak, fiber-hidrojel kompozit matrislerin
gelistiriimesi (Sekil 1.1’deki gibi) ve bu sayede ¢ boyutlu timoér modellerinin elde
edilmesi amaclanmistir. Bu calismada, insan metastatik meme kanseri hucreleri,
MDA-MB-231, olusturulacak polimerik iskelelerde ¢ boyutlu kiltarde Uretilmigtir.
Polimerik iskelelerin bilesimi timor gevresi ve ekstraselller matris benzeri olarak
hazirlanmis polimerik ESM benzeri matrislerin ylzey yapisi, kimyasal yapisi
incelenmistir. iskeleler iizerinde (ic boyutlu meme kanseri hiicrelerine noc
reseptord inhibitord (C26H41N305) uygulanmis ve hicre gogalmasi MTT testi ile

incelenmigtir.

\' 38 \

Aljinat + HyalUronik
Asit Hidrojel

-+

ESM Fiberleri Jelatin + Kondroitin
Sulfat Nano Fiberler
.
Sekil 1.1. Aljinat-hyaluronik asit hidrojel ve jelatin-kondroitin sulfat nanofiber

mati iceren 3B Matris



2. GENEL BILGILER

2.1. Biyomedikal Alanda Arastirma Yontemlerine Genel Bakis

Biyomedikal alanda, 6nemli her ilerlemede amag, hastaliklara ¢ézim bulmak,
insan saghgini iyilestirmek ve yagsam suresini uzatmak igin tibbi teknoloji ve yeni
yaklagimlar ortaya koymak olmustur. Bu ilerlemeler ile ginumiz biyomedikal
alaninda kokli gelismeler yasanmistir. Sadece gdézlemsel olarak yapilan
arastirmalar, bilime onemli katkilar saglasa da, biyomedikal alanda, deneysel
calismalar kadar etkili dedildirler. Deneysel ¢aligmalar, klinik Oncesi
arastirmalarin temelini olustururlar ve Uzerinde kurgulanmak igin, 6ncelikle in
vitro ve devaminda ise in vivo diye tabir edilen sistemlere ihtiya¢ duyarlar (Khan
et al. 2018). in vitro mana olarak siirecin, bir test tipd, kiltlir kabi gibi canli
organizmanin diginda gergeklestigini ifade ederken, bu kavramin karsiti olan in

vivo terimi, slirecin canli organizmada gerceklestigini ifade eder.

Kanser arastirmalari da dahil olmak Uzere tedavi gelistirme surecinde in vitro
modeller olmazsa olmaz arastirma araglaridir. in  vitro deneyler,
mikroorganizmalar, izole edilmis hucreler, biyolojik molekuller, hiucre kultar
sistemleri, doku kesitleri veya izole organlar Uzerinde, yaratilan optimal kosullar
altinda, biyolojik sistemlerinin diginda yurataltur. Bu sistemler 6zellikle potansiyel
ilaglarin taranmasinda avantaj saglarlar (Khan et al. 2018). in vitro modellerin ilk
asamay olusturmasinin bir mantigi da hayvan deneylerine baslamadan 6nce
etigin de bir geregi olarak, geligtirilen tedavinin canli sistemde arastiriimaya
devam edilmeye deger olup olmadiginin ortaya konmasidir. Klinik Oncesi

arastirmalarin devamini ise, genellikle in vivo, yani hayvan deneyleri izler.

in vivo, hayvan denemeleri diye de tabir edilen, bu kisimda gerekli etik izinler

alinarak patolojik durum model organizmalarda olusturulmaya cahsilir. Ozellikle

son yillarda genetik alaninda yasanan gelismeler sayesinde fare genetiginde

yapilan manipulasyonlar ile daha anlamli modeller ortaya gikmaya baglamigtir;

dolagsim sistemi hastaliklarindan, Alzheimer Hastaligina, karaciger, kolon gibi
3



kanser tiplerine varan ¢ok sayida geligtiriimis modeller mevcuttur. Fare diginda,
cesitli sigan, domuz, zebra bahgdi gibi tlrler tGzerinde gelistiriimis ¢cok¢a model
bulunmaktadir. in vivo arastirmalarin bir énemi de olasi toksik etkilerin bir canli
sistemde, insan denemelerinden 6nce ortaya ¢ikartiimak istenmesidir (Khan et
al. 2018).

Klinik arastirmaya gegcildiginde ise artik ilag, insanlarin kullanimi i¢in uygun
gorulmeye baglanmis olsa da, olasi yan etkilerinden suphelenilmektedir. Bu
nedenle faz 1, klinik arastirmalarda kiguk bir gonulli grubu Gzerinde ilag kiiguk
dozlarda denenmeye baslanarak dozaj ve ilacin glvenilirligi test edilir. Faz 2’'de
artik ilag, daha buyuk bir gonulli hasta gurubu Uzerinde denenmeye baslanir.
Daha net bir hedef kitlesi, tedavinin uygun olmayacagi hasta gurubu, tedavinin
daha etkili olmasi i¢in gereken dozlama stratejisinin belirlenmesi yapilirken, yan
etkiler de takip edilmeye devam edilir. Faz 3'te ise faz 2’den de daha blyuk
dunyanin farkh bolgelerine dagilmis paralel g¢aligilan bir hasta gurubu ile
randomize sekilde, arastirilan tedavi ya da arastirma zamaninda klinikte
kullanilan standart tedaviyi uygulayarak kiyaslama yapilir (Council 2010). Tedavi
tum fazlari gecip tibbi otoritelerce onaylansa da ilacin tesiri ve yan etkileri hasta
takiplerine devam edilerek kaydedilmeye devam edilir. Genel bir tedavi veya bir

ilacin klinikte standart bir tedaviye donustugu bu sireg Sekil 2.1°de 6zetlenmisgtir.

A Klinik Oncesi Testler B Klinik Aragtirma C Son Datanin Analizi F Tetkikin Devami
Laboratuvar Testleri 1 » 3> Biyoistatistik Analizleri Yeni Tedavinin Gavenli
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Sekil 2.1. Yeni bir tedavinin klinige yolculugu (Anonim 2017)



2.2. Ekstraseluler Matris (ESM)

Ekstraseltler matris, bol miktarda su tutabilen ve jel benzeri 6zellikleri olan,
glikozaminoglikanlar (GAG), proteoglikanlar ve glikoproteinlerin olusturdugu yapi
ve bu yapinin igerisinde bulunan; kolajen, elastin gibi 6zgul protein ipliklerin
olusturdugu, kompleks U¢ boyutlu ag 6érgusudur. Bu ortam, hicrelerin godalma
ve farklilagmalarini dizenleyen, biyokimyasal ve fiziksel sinyaller sagladigi gibi
u¢ boyutlu yapi icerisinde her yonden sinyal alabilecek sekilde, birbirleriyle
iletisimde olmalarini da saglar (Andersen et al. 2015). Bu iletisim ilgili gen

ekspresyonlarini degistirerek hicre davranigini sekillendirmektedir (Sekil 2.2).

Ekstraseliiler Matri

Kolajen .
Fibronektin
;b « _-Buyume Faktoru
Integrin
— - ' _Blyume
Faktoru
/ okal Adezyon Kopl \\.\Reseptc‘iru
i in Hiicre Iskeleti '
‘Hﬁcre iskeleti- Aracil iletiler
Sitoplazmik
_Sinyallerin
iletim Yolad Cekirdek
\’\| \—' ]
\,\\ Y
\\\«:—7 | Hicre Cogalmasi, Farkilagmasi, Gocl, |- —— /
Protein Sentezi, Tutunma, Morfoloji
Sekil 2.2. ESM ve ESM’den alinan hicresel sinyallerin konseptsel gosterimi

GAG, proteoglikanlar ve glikoproteinlerin olusturdugu jel benzeri yapiya amorf
zemin maddesi denir; ESM fibrilleri ve hicreler, bu yapiya gémuli halde
bulunurlar. GAG’lar tekrarlayan disakkaritlerden olusan lineer polimerlerdir. Bu
disakkaritlerin, bir monomeri heksozamin iken digeri heksuronik asittir. TUumu
sulfatlanmigtir  (hyalUronik asit harig), dolayisiyla negatif yukludurler.

Proteoglikanlar ise, c¢ekirdek bir protein ve Uuzerine kovalent baglanmis
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GAG’lardan olusun yapisal bilesenlerdir (Gartner and Hiatt 2012). Bu ESM
elemanlari hicre tutunmasi, cogalmasi ve gocu gibi 6nemli davraniglar direkt ya
da sinyal molekdlleri ile etkileserek dizenleyebilirler. Ayrica birgok habis tUmor
cesidinde, ESM'’in proteoglikan ve glikozaminoglikan sentezinde artig
goruldiugune dair iddialar bulunmaktadir (Asimakopoulou et al. 2008; Liu et al.
2016; Yahya et al. 2014). Glikoproteinler ise hicre zari ve ESM’de bulunarak;
hdcreler arasi, hicre-ESM olmak Uzere daha ¢ok tanima ve iletisim fonksiyonu

ustlenen glikozillenmis proteinlerdir.

ESM fibrilleri dokulara, hicreler icin tutunma ylzeyi saglayarak; destek, esneklik
gibi 6zellikler kazandirir. ESM fibrillerinin kompozisyonu, dokuya 6zgli mekanik
Ozellikleri birinci dereceden etkiler. Bunlar, kolajen, retikuler ve elastik fibriller
olmak Gzere U¢ sinifa ayrilirlar. Kolajen, ESM’nin en sik rastlanan, ayni zamanda
yapisal esnemez fibrilleridir. ESM fiberlerine hlcre tutunmasinin, en bilinen
ornegi, kolajenin igerdigi RGD dizilerinin (arjinin—glisin—aspartik asit) integrin
denilen glikoproteinler araciligiyla, hucreler tarafindan taninmasidir. Kolajen
fiberlerin disinda, daha ince ve dallanir yapida olan retikuler fibriller ve elastin
zincirlerinden meydana gelen, kalin ve esneme 6zelligine sahip elastik fibriller
bulunmaktadir (Ross and Pawlina 1979). ESM elemanlarinin hiyerarsik olarak

siniflandirimasi Sekil 2.3’te gosterilmistir.

Ekstraseliiler

Matris
Fiberl Amorf Zemin Ekstraselliler
fberter Maddesi S
. | s . .
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Sekil 2.3. ESM elemanlarinin hiyerarsik siniflandirmasi



ESM surekli bir yapim ve yikim déngusu igerisindedir. Bir yandan yikilirken, bir
taraftan yeniden JUretilir. Matris metaloproteinaz (MMP),  disintegrin ve
metaloproteinaz (ADAM: a disintegrin and metalloproteinase), trombospondin
motifleri igceren disintegrin ve metaloproteinaz (ADAMTS: a disintegrin and
metalloproteinase with thrombospondin motifs), ve metaloproteinazlarin doku
inhibitora (TIMP: tissue inhibitors of metalloproteinase); adi verilen enzimler bu
dongude gesitli roller oynayan molekullerdir. ADAM, daha c¢ok hucre-hlcre
tutunmasini engellerken, ADAMTS 0&zellikle proteoglikanlarin yikiminda rol
oynar. MMP’lerin hedefi ise cesidine gére birgok ESM elemani olabilir. Ornegin,
MMP-3 ve -10’un hedefi proteoglikanlar ve fibronektin, laminin gibi glikoproteinler
iken; MMP- 1 kolajen Ill, MMP-13, kolajen | ve Il, MMP-2 ve -9 ise denature
kolajen olan jelatinin yikimini tstlenir. TIMP’lerse bu enzimlerin inhibisyonundan
sorumludur. Bu dongude dengenin bozulmasi, birgok dogustan gelen bozukluk,
cesitli hastalik ve kanserin ortaya ¢ikmasina sebep olabilir (Lu et al. 2011).
Ozellikle, cesiti MMP ve bunlarin TIMP’ler ile incelenen dokuda bulunma
oranlarinin (MMP/TIMP orani) artisi ESM yikiminin bir isareti ve kanserde
metastazin geligsiminin belirtisi olarak ¢okga arastiriimaktadir ve onemli
biyobelirte¢lerdir (Liu et al. 2016; Lu et al. 2011; Tang et al. 2017; Tency et al.
2012).

2.3. Doku Miihendisligi ve insan Fizyolojisinin Modellenmesi

in vitro calisma denildiginde akla ilk gelen, polistiren (TCP) hiicre kiiltiir kaplarinin
kullanimini igeren; iki boyutlu (2B), tekkatmanl (monolayer) kilttr yontemidir. Bu
kUltur kaplarinin alt ytzeyleri hicre tutunmasini mamkun kilan 6zel kaplamalara
sahiptir. Ozellikle tutunmaya dayali olarak Ureyebilen hiicre hatlari ve primer
kaltarlerin ¢gogdaltiimasi igin kullanilirlar. Esasen iki boyutlu kultar, canh sistemde
gorulen hucre-ESM etkilesiminin bulunmamasi nedeniyle, orijinal dokudaki gibi
gercekci bir model ortaya koyamamaktadir. Bu baglamda doku muhendisligi
yaklasimiyla gelistirilen (Sekil 2.4), doku iskelesi diye tanimlanan dogal, sentetik
veya kompozit biyomalzemelerden olusan matrisler kullanilarak, daha gergekgi
3B modeller gelistiriimektedir (Caddeo et al. 2017). Doku muhendisligi ilk kez
7



Robert Langer ve Joseph P. Vacanti tarafindan, muhendislik yaklagiminin,
biyolojik bilimlerde kullaniimasi sayesinde gelistirilen biyolojik substitttifler ile bir
biyolojik fonksiyonu restore eden, devamliligini saglayan ya da doku igleyisini
geligtiren, multi-disipliner alan olarak tanimlanmistir (Langer and Vacanti 1993).
Gunumuzde de ayni yaklasim ile 3B modellerde, hasta dokuyu modelleyerek,
hastalik gelisim sdrecinin daha iyi anlasiimasinda ve olasi tedavilerin

gelistiriimesinde kullanim alani bulmaktadir (Caddeo et al. 2017).

Uc boyutlu sistemler serbestge yiizen hiicre kiimelerinden baglayip gelistirilen,
daha etkin, dogal ya da sentetik biyomalzeme matrisleri ve hatta hucrelerinden
arindiriimig organ ve dokulari kullanan sistemlere kadar cesitlenir. Bdylece
fizyolojik agidan daha anlamli hicre-hicre ve hucre-ESM etkilegimi
hedeflenebilmektedir (Fong et al. 2016). Bu sistemlerde saglikh ya da hasta
kisilerden elde edilmig hicre hatlari veya izole hucrelerin kultarleri yapilir. Bunlar,
cesitli embiriyonik kOk hicreler, yetigkin bireylerden elde edilen mezenkimal kdk
hicreler veya kanser hucreleridir. Son yillarda sikga tercih edilmeye baslanan
hicre tiplerinden biri de, endlklenen pluripotent kdk hicrelerdir (IPSC), blylime
faktorleri kullanilarak farklilasmis hicrelere, kdk hicre 6zelligi kazandiriimasi ile
elde edilirler. Kisisellestiriimis tip denilen kisinin hastalidina iliskin en efektif
tedavinin belirlenmesi ve uygulanmasini igeren yaklasimda, 3B modellerin 6zel
bir 6nemi vardir. Ornegdin, bizzat hastanin patolojik durumundan hizli modellerin
elde edilmesiyle ve modelde hizli tedavi/ila¢g taramasi yapilarak, yan etkiler

minimuma indirilmis halde, hastaya en etkili ¢c6zUm sunulabilecektir.

In vivo modellerin kullanimi beraberinde getirdigi maliyet ve etik izin gereksinimi
nedenleriyle aragtirmalarin yapilmasini zorlagtirmaktadir. Bu baglamda 6nem
kazanan U¢ boyutlu (3B) kuiltir sistemleri, gelecek arastirmalarda in vivo
sistemlere alternatif yaratabilecektir. Daha gelismis in vivo modeller olugsturmak
amaci ile 3B matrislerin hayvan deneklere nakledildigi ve timor gibi patolojik
dokularin olusturuldugu yaklagimlar da mevcuttur (Tang et al. 2017). 3B in vitro
modellerin, gelecekte gelistirilecek daha kompleks ve biyoreaktorleri (kultar

sivisinin 3B matrisler igerisinden perflize edilmesi) kullanan sistemler ile in vivo
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modellerin yerini, tamamen alabilecedi de 6n godrulmektedir. Klinik dncesi
arastirma metotlarindaki bu gelismeler, yeni tedavilerin, klinik aragtirmalara daha

emin ve guvenli sekilde gecmesini saglayacaktir.

Hiicrelerin
izolasyonu ve

Doku k
; farklilagmasi ve
goga Itllmas[ ;

L X geligimi 0
2D Kiiltiir 3D Ktir ﬁ:
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Biyokimyasal isaretler | e
(tutunma motofleri, __~ |* .--’,"
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Biyomekanik isaretler
(matris serthgi, aklgkanﬁ '
akimi...) \
Biyofiziksel isaretler

- (gézenek blklaga, ara_;. VTS ]

% badlantisallk) b oo 4

Sekil 2.4. Doku muhendisligi ve 3B kultur modellemesinin igleyisi (Castells-
Sala et al. 2013)

2.3.1. Hidrojel iskeleler

Dogal ekstraselller matriste bulunan amorf zemin maddesine benzerlik gosteren
jel yapisi sayesinde yuksek su tutma kapasiteleri ve hucrelere besin, oksijen
tasinmasinda gosterdikleri verimlilik ile hidrojel matrisler bu anlamda
arastirmalarda tercih edilen biyomateryallerdendir (Cavo et al. 2016; Song et al.
2014). Sentetik ya da dogal hidrofilik polimerlerin, fiziksel veya kimyasal ¢apraz
baglanmasiyla elde edilen agd 6rgusu ile tanimlanan yapiya hidrojel denir. $ekil,
porosite, ylizey morfolojisi ve boyut gibi ozelliklerinin kolay kontrol edilebilir
olmasi agisiyla, ESM yapisinin taklit edilmesi ve vaskularizasyonun saglanmasi

gibi doku muhendisligindeki onemli amaglara hizmet edebilir. Dogal veya sentetik
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polimerlerin birlikte kullaniimasi ile elde edilebilen kompozit hidrojellerin

olusturulmasi da arastirilan énemli konulardan biridir.

2.3.2. Elektro-Lif Cekimi

Fiberlerden olusturulmus biyomateryal iskeleler, fibroz yapilari morfolojik olarak
ESM’'nin kolajen fiberine benzedigi igin, doku muhendisliginde ayri bir yere
sahiptir. Bu baglamda elektro-lif ¢ekimi ile elde edilmis fiberler, nano-o6lgekli
yapilariyla, boyutsal olarak kolajen fiberlere olan benzerlikleriyle, 6zellikle 6éne
cikarlar (Burdick and Mauck 2011). Bu yontem, kullanilan polimer ve egirme
kosullarina bagh olarak, yaricapi mikrometreden, nanometrelere kadar inebilen
fiberler, Uretebilen etkili bir ydntemdir. Hazirlanan polimer ¢ozeltisinin
puskurtuldugu igne ve toplayici arasinda uygulanan yuksek gerilim ile ¢cekerek

inceltiimesi esasina dayanir (Sekil 2.5).

vy )

Igne
é LN Yiksek Gerilim
Toplayici

Sekil 2.5. Elektro-lif gekimi konseptsel gosterimi (Topuz and Uyar 2018)

2.4. Dogal biyopolimerler

Dogal polimerler gesitli canli kaynaklardan izole edilir; polintkleotid, polipeptid,
polisakkarit yapilarinda olabilirler (EI-Sherbiny and Yacoub 2013). Ornegin, ipek

fibrioni ipek bocedinden, kitosan deniz kabuklularindan elde edilir, aljinat ise
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kahverengi alglerin bir Grintdir ve bu dogal polimerler doku muhendisliginde
kullanim alanlari bulurlar. Dogal malzemeler genellikle, biyoyikilabilirdirler; doku
gelisimini, onarimini ve gevre doku ile entegrasyonunu desteklerler (Burdick and
Mauck 2011). Dogal biyopolimerlerden olusan ESM'’in, gergek elemanlarinin da
izolasyonu ve doku muhendisliginde iskele bilesiminde kullaniimasi siklikla
bagvurulan yaklasimlardan biridir. Hyallronik asit, kondroitin sulfat gibi
glikozaminoglikanlar, ESM fiberlerinden kolajenler ve denatire formu olan, jelatin

3B matris tasarimlarinda tercih edilen biyopolimerlerdendir.

2.4.1. Aljinat (Alg)

Aljinat (Alg), kahverengi alglerden (6r. Macrocystis pyrifera, Ascophyllum
nodosum) ve belirli bakterillerden elde edilen dogal, biyouyumlu bir
polisakkarittir, 1—4-B-D-mannuronik asit (M) ve a-L-glukdronik asit (G)
monomerlerinden olusan blok yapilarina sahiptir; genellikle kopolimer GG ve MM
bloklari ve alterne eden MG blogu olmak tGzere g tip blok yapisini bulundurabilir.
Hucre ve protein enkapsulasyon uygulamalari ve doku muhendisliginde
arastirlan matrislerden biridir (Burdick and Mauck 2011). En Onemli
ozelliklerinden biri CaCl, ¢ozeltisi gibi divalent iyon (genellikle Ca?*) igeren
ortamda, fiziksel capraz baglanarak, hidrojel olusturabilmesidir. G birimleri ile
iyonlar arasinda gerceklesen bu ¢apraz baglanma sekli yumurta-kutu (egg-box)
modeli (Sekil 2.6) olarak bilinmektedir (Utech and Boccaccini 2016). Aljinatta
¢apraz baglamanin kolayhdinin yaninda istenildigi zaman selator ajanlar ile jelin
bozulabilmesi ve hucrelerin izole edilmesi islemleri de kolay bir sekilde yapilabilir
(Caliari and Burdick 2016).

11



0 0
0 HO 0 HO
(7 0 (70 b
0 /O HOT\ o, HOT\ O . 7
HO 0 HO 0 A r
(@@ A0 &\
O s v
OH <
OH OH do
‘) J R N
OH 0 OH 00—
0 0

Sekil 2.6. Aljinatin gapraz baglanmasi (yumurta-kutu modeli) (Shaari and
Kamarudin 2019)

Chavo et. al. meme kanseri hicrelerinin yumusak matrislerde ylksek canlilik ve
¢ogalma gosterdigini gostermistir, aljinat kullaniminin bir bagka faydasi da matris
sertliginin gapraz baglamada kullanilan Ca?* iyonu konsantrasyonu degistirilerek
ayarlanabilmesidir (Cavo et al. 2016). Anyonik bir polisakkarit olan aljinat,
ESM’nin dogal glikozaminoglikanlarina yapisal olarak benzerlik gosterir, yiksek
bir osmotik basing yakalanmasina, boylece matriste yuksek su miktari ve iyi
besin, atik aligverisi saglanir (Jeuken et al. 2016; Xu et al. 2014). Jellesmesi ve
¢ozulmesi fizyolojik kosullarda herhangi bir toksisite gostermeden meydana gelir.
Xu ve ekibi, istenen matris sertliginin hesaplanabilmesi icin matematiksel bir
model gelistirmistir. Onceki calismalarinda da aljinat hidrojelin kanser kok hiicresi
benzeri hucrelerin ¢ogaltiimasi igin uygun oldugunu gostermislerdir. Aljinat
kullanilarak tiumor mikroortaminin hipoksi ve matris sertligi gibi 6zellikleri taklit

edilebilecegini 6nermiglerdir (Xu et al. 2014).

2.4.2. Jelatin (Jel)

Jelatin (Jel), tibbi, farmasoétik ve yemek sanayisinde genis kullanim alanlari bulan
dogal bir polimerdir (Oraby et al. 2013). Hayvan kdkenli olup, kolajenin seyreltik
bir asit ¢ozeltisi icerisinde denatlre edilmesi ile elde edilir ve polimerleri sarmal
polipeptidler halindedir. Sigir ya da domuz derisinden elde edilir. Dolayisiyla tip |
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kolajenden elde edilen polipeptidleri igerir ve sogutulunca yapisini olusturan
polipeptidler kismen, Uglu helikslere renature olarak U¢ boyutlu bir hidrojel agi
olustururlar (Utech and Boccaccini 2016). Tip | kolajen insan vicudunun en ¢ok
bulunan yapisal proteinidir (Panzavolta et al. 2011). Jelatin, icerdigi RGD
dizilerine (arjinin—glisin—aspartik asit) integrinler araciliiyla hicre adezyonu
saglar (Zhao et al. 2013).

2.4.3. Hyaluronik Asit (HA)

HyalUronik asit (HA) sulfatlanmamis bir glikozaminoglikandir ve tekrarlayan D-
glukuronik asit ve N-asetil-D-glukozamin disakkarit birimlerinden olusur. Fetus ve
yeni dogan dokularindaki yuksek bulunma orani ve yara iyilesmesinde rol
oynamasi nedenleriyle doku muhendisligi alaninda en sik arastirilan GAG’lardan
biridir. HA yetigkin memelilerin deri, gdbek bagi, eklem sivisi da dahil olmak tUzere
neredeyse tum dokularinda bulunan bir ESM elemanidir (Naahidi et al. 2017).
Hyaluronik asit, birgcok hucre zar reseptorleriyle de etkilesebilir. Bu etkilesimler
genelde tutunma, gob¢, cogalma ve morfogenez gibi hiicre davraniglari ile
sonuglanir (Celikkin et al. 2017).

HA birgok tiumor mikroortaminda artis gOsterir. Tang ve ekibi, ¢alismasinda
aljinat-hyallronik asit hidrojel icerisinde 3B timér sferoidleri olusturmus, EMT
(epitel mezenkim dénusumu) ile ilgili belirtegler 3B kultirdeki hicrelerde artis
gOstermis, proanjiyogenik buylime faktorleri ve metastaz ile ilgili MMP

ekspresyonlari artmistir (Tang et al. 2017).

2.4.4. Kondroitin Siilfat (KS)

Kondroitin Stlfat (KS), sulfatlanmis bir glikozaminoglikandir (GAG) ve genellikle
proteoglikanlarin protein kismina bagl olarak bulunur. KS, glukironik asit ve N-
asetilgalaktozaminoglikan birimlerinden meydana geldiginden
galaktozaminoglikan olarak da adlandirilir. ESM’nin ve hulcre yuzeylerinin en
onemli bilesenlerinden birisidir. Cesitli sinyal molekullerinin fonksiyonlarina dahil

oldugu ve geligsimsel suregte onemli rol oynadigi bilinmektedir. Ayrica, buyime
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faktorlerinin hizli yikima ugramalarini engelleyerek aktif konformasyonlarini korur

ve biyouyumlu bir biyopolimerdir (Kwon and Han 2016).

Liu ve ekibi metastaz gelisiminde, kondroitin sulfat sentezinin anormal artis
gOsterdigi, tumor mikroortamini taklit etmek Gzere ALG-KS hidrojel partikuller
Uretmistir. Arastirmacilar Ca?* iyonlarinin hem aljinat hem de KS zincirlerine ayni
anda baglanarak asimetrik yumurta-kutu modeli adini verdikleri yapiyi
olusturarak capraz baglanabildigini, boylece hibrit bir jel iskelet olustugunu
bildirmistir. Jelin mekanik 6zelligi incelendiginde yapiya KS eklenmesi ile 3 gun
DMEM kultar ortaminda bekletildiginde ALG-KS partikiller ALG partikillere gore
daha fazla Ca?* iyonunu yapisinda tutabilmistir. Calisilan HCCLM3 karaciger
kanser hucreleri ve SAS dil kanseri hucre canhiliklarinin arttigi goértlmustur.
Kondroitin sulfat, ayrica hicrelerin metabolizmasini hizlandirmis ve ALG-KS
halinde de daha iyi bir gegirgenlik sergilemis ve hicrelere madde transferini
arttirmistir. MMP’lerin de gen ekspresyonlari bu hidrojellerde artmistir (Liu et al.
2016).

2.5. Kanser

Kanser, onkogenlerin aktivasyonu ve tumor baskilayici genlerin deaktivasyonunu
takip eden kontrolsiz hiicre bluyumesidir. Onkogenler, normal kosullarda, hicre
¢ogalmasi, farklilagsmasinda gorevli genlerdir ve proto-onkogen diye
adlandirilirlar (Haites 2001). Onkogenlerin ortaya c¢ikiglarinda mutasyonlar,
kromozomal translokasyonlar, delesyonlar etkiliyken; proliferasyon ve farkllasma
ile alakali bu genlerin ekspresyonlarinda herhangi bir anomali ve sinyallesme
mekanizmalarindaki bozukluk da kanserin ortaya ¢ikisinda etkili olabilir (Sarkar
et al. 2013).

Kanserin, proliferatif sinyali strdirmek, blyume baskilayici faktérlerden
etkilenmemek, invazyon ve metastaz gibi yayilim mekanizmalarini aktiflestirmek,
replikatif immortaliteyi saglamak, tumoér dokusunda damarlanmayi uyarmak ve
hacre oOlum mekanizmalarina kargi dayaniklilik saglamasi gibi Ozellikleri

tanimlanmistir (Hanahan and Weinberg 2011). Bir kanserin agresifligine gore, bu
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dzelliklerden bir ya da birkacini saglamasi beklenebilir. invasif, metastatik
kanserler vucutta diger sistemlere yayilim gosterebilmeleri nedeniyle tedavi
sureci en zorlu olan kanser tipleridir. Metastaz sureci, hucre adezyon
proteinlerinin asagi regulasyonunu ve hucre motilitesini arttiran reseptorlerin
yukari regulasyonunu icerir (Sarkar et al. 2013). Boylece kanser hticreleri ortaya

ciktiklar dokudan go¢ ederek, yeni tumorlerin ortaya gikmasina neden olurlar.

2.5.1. Meme Kanseri

Meme kanseri en sik karsilasilan kanserlerden ve kadinlarda goérulen en yaygin
olumcul hastaliklardan biridir. Son yillarda yapilan galismalara gore bir kadinin
hayati boyunca meme kanserine yakalanma olasihgr %12,3’tir. 2012 yilinda
dinya ¢apinda kadin hastalarda goérilen tim kanserlerin %25’ine kargi gelen 1,7
milyon yeni olgu tanimlanmistir (ROJAS and STUCKEY 2016). Olimlerin gogu
olusan timordense, kanserin diger organlara metastaziyla gerceklesmektedir.
Meme kanseri tumorlerinde bulunan hem tumor igi, hem de tumoérler arasi
heterojenite tani ve tedavi slreclerinde 6énemli bir zorluk olarak ortaya c¢ikar (Song
et al. 2016).

Heterojenitenin siniflandiriimasi (Cizelge 2.1), histolojik tipi, timoér derecesine,
lenf digimi durumu ve ER (Ostrojen Reseptorii), HER2 (insan Epidermal
Blyume Faktorli Reseptoru 2) gibi reseptorlerin ekspresyonlarina gore yapilir ve
bunlara gore tanimlanmis bes ana sinif bulunmaktadir. Bunlar, bazal, klodin-
dusuk (claudin-low), liminal A, liminal B ve HER2 (Cizelge 2.3) tipleridir.
Genellikle endokrin cevabi verebilen Liminal A ve B fenotiplerinden, Iiminal A
proliferasyonda rol oynayan Ki-67 proteinini disuk bir seviyede eksprese
ederken, luminal B’de ekspresyon yuksektir. Liminal A kemoterapiye genellikle
cevap verebilirken, luminal B’de bu durum degiskenlik gosterebilir. Luminal A,
HER2 negatif iken Liminal B pozitiftir. Klodin-dusuk fenotipi; Ki-67, E-kaderin,
klaudin-3,-4,-7, ekspresyonlarini duguk seviyelerde goOsterirken, orta seviyede
kemoterapi cevabi verebilirler. HER2 fenotipi, yuksek Ki-67 eksprese eder,
trastuzumab etken maddesi ve kemoterapiye cevap verebilir. Bazal fenotipi ise

EGFR (Epidermal Blyume Faktori Reseptorl) ve/veya sitokeratin 5/6 pozitif,
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endokrin cevabi olusturmayan genellikle kemoterapiye cevap verebilir (Holliday
and Speirs 2011).

Cizelge 2.1. Meme kanseri hicrelerinin siniflandiriimasi (Holliday and Speirs

2011)

Siniflandirma Immtinoprofil Diger Karakterleri Ornek Hiicre Hatlari

Liminal A ER+, PR+/—, HER2—  Ki-67 dusuk, endokrin+, MCEF-7, T47D,
kemoterapi+ SUM185

Liminal B ER+, PR+/—, HER2+  Ki-67 ylksek, endokrin+, BT474, ZR-75
kemoterapi degisken,
HER2+, trastuzumab+

Bazal ER—, PR—, HER2- EGFR+ ve/veya sitokeratin ~ MDA-MB-468,
5/6+, endokrin-, SUM190
kemoterapi+

Klodin-Diigiik | ER—, PR—, HER2— Ki-67, E-kaderin, Klaudin-3, BT549, MDA-MB-
-4, -7, dusuk, kemoterapi 231, Hs578T,
orta SUM1315

HER2 ER—, PR—, HER2+ Ki-67 yuksek, SKBR3, MDA-MB-
trastuzumab+, kemoterapi+ 453

Bazal fenotipi, ER, PR (Progesteron Reseptdrti) ve HER2 ekspresyonlarinin
olmadigdini belirtmek icin kullanilabilir ve Gg¢lu negatif diye de adlandirilabilir. Bazal
ve Uclu fenotipler arasinda benzerlikler bulunsa da bu terimler tam anlamiyla ayni
durumu ifade etmeyebilirler, birbirlerinin yerine kullanildiklari ¢alismalar
bulunmaktadir. Bazal fenotip, daha ¢ok, immunohistokimyasal analizlere gore
ekspresyonun olmadigi durumu ifade eder iken, Ug¢ll negatif microarray analizleri
sonucuna gore ekspresyonun olmadigi durumunu belirtir. Uclii negatif meme
kanserleri, ve bazal kanserler igin henlz, birlestirici bir tanimlama
yapilamamaktadir (Badve et al. 2010). Uclii negatif meme kanserinin, klinikte
seyrini takip etmesi zordur ve genellikle metastatik tumorler olustururlar
(Clementz et al. 2011).
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Her alt gurubun farkli tedavi yaklasimlari, tedavilere farkli cevaplari ve farkli hiicre
hatti modelleri bulunmaktadir (Cizelge 2.1). Meme kanser fenotiplerinin
siniflandiriimasi arastirma sireci ve Kklinikte yardimci olsa da tumor igi
heterojenite bundan fazladir ve birgok fenotipi birlikte bulundurabilirler. Bu
anlamda olusturulacak meme kanseri modellerinde farkh fenotiplerden hicre
hatlarinin birlikte ko-kultur edilmesi onerilmistir (Holliday and Speirs 2011).
Ostrojen, progesteron, insan epidermal biyime faktdri reseptérlerine karsi
ajanlarin kesfedilmesi ve tedavide kullaniimasiyla etkili tedavilerin gelismesine
ragmen bu yolaklardan ideal sekilde faydalaniimasi ve kaginilmaz olan ilag
dayanikhhg@ina sahip tumorlerin engellenmesi, klinikte 6nemli sorunlar olarak yer
almaktadir (Stopeck et al. 2012).

2.5.2. No¢ Hiicre Sinyallesmesi

Normal doku kararli i¢ dengesinin saglanmasinda, hicre bolinmesi ve olumu
onemli fizyolojik olaylardir. Donglinin bozulmasi kanserin ortaya ¢ikmasina
neden olur. Bu dongude ve ilgili sinyal yolaklarinda rol oynayan her gen, olasi bir
onkogendir ve ekspresyon durumlari hem bir kanser belirteci, hem de olasi bir

tedavi hedefi olabilir.

Saglikli bir dokunun hdcrelerinin, hticre dongusunde, DNA hasari, ¢esitli kontrol
mekanizmalari ile takip altindadir. Bu mekanizmalar, DNA butunliginu kontrol
eder, hucre dongusunun devam etmesini saglar, gerekirse onarim ya da apoptoz
yolaklarinin aktivasyonunu saglar. Hlcre dongusunde olusan uygunsuzluklar,
kanser gelisimine neden olur. Kanserde kontrolsiz hucre bolinmesi, hucre
doéngusunun farkh duzeylerinde rol oynayan proteinlerden kaynakli olabilir; CDK
(Sikline Bagh Kinaz), siklin, CDKI (Sikline Bagli Kinaz inhibitdrii) CDK substrat.
Kontrol noktalarinda olusan defektler de mutasyonlara, kromozom hasarlarina

ve/veya aneuploidiye yol agarak timor olusumuna neden olur.
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Nog¢, Wnt, SHH gibi bircok yolak, meme kanserinde, olasi ila¢ hedefleri olarak
arastinimaktadir. Kanser kdk hicrelerinde de aktif olan bu yolaklardan no¢g meme
kanseri acisindan onem tagimaktadir (Nwabo Kamdje et al. 2014). Nog sinyal
yolag! hicre bolinmesi, farklilagsma, apoptoz ve sag kalim gibi birgok faaliyette
rol alabilen memelilerde evrimsel olarak korunmusg bir sinyallesme
mekanizmasidir (Li et al. 2014). Nog inhibitért olan MK-0752 adh bir ilag klinik
kullanim igin test edilmektedir. No¢ sinyal yolaginda (Sekil 2.7) reseptor-ligant
baglanmasinin ardindan, sirasi ile ekstraseluler birimi, ADAM/TACE; intraselUler
birimi ise y-sekretaz tarafindan kesilir ve nog intraselller birimi serbest kalarak
ilgili ekspresyonlari uyarir. y-Sekretaz’in yolaktaki konumu dolayisiyla, y-sekretaz
inhibitorleri nog sinyalini baskilamak i¢in kullanilabilen inhibitdrlerden bir tanesidir
(Nwabo Kamdje et al. 2014).

Noc¢ Ligandi Eksprese Eden
ve/veya Wnt Salgilayan Hucre

Nog Ligandi ADAM/TACE y-Sekretaz HER2 Reseptorii

Proteaz inhibitorleri | ]

VEGFRS3 Reseptori

Anjiyogenez
Inhibitorleri

p21, Cyclin D1, cMyc, NF-kb,

Transkripsiyonel Regiilasyon:
VEGFR1,3, VEGFR2.}

Sekil 2.7. Nog sinyal yolagi (Nwabo Kamdje et al. 2014)

Tezde kullanilan MDA-MB 231 insan meme kanseri hucreleri gibi G¢li negatif
olup diger alt siniflara gére nog reseptorleri ve 6zellikle nog-4 reseptorleri yiksek
dizeyde ifade etmektedir (Clementz et al. 2011). Meme kanseri igin ilag hedefi
olarak secilmis olan nog¢ sinyal yolagi, U¢ boyutlu hicre kultiri modelimizde

hedef olarak belirlenmistir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Malzemeler ve Hiicre Hatti
3.1.1. Kimyasal Malzemeler

Asetik asit, DMSO, fetal bovin serumu, glukoz, hyaluronik asit sodyum tuzu,
kalsiyum klorur (CaCl,), kondroitin sulfat A sodyum tuzu, L-glutamin Cdzeltisi,
MTT, penisilin-streptomisin, sodyum aljinat, tripsin-EDTA, yuksek glukozlu,
Dulbecco’nun modifiye Eagle ortami, y-Sekretaz inhibitora (C26H41N305),
Sigma-Aldrich; T-25 (25cm?’lik) kilttr kaplari, hiicre dondurma tipleri, 96’lik ve
24’lik mikroplakalar Corning; T-75 (75cm?’lik) kiltir kaplari, 14ml ve 50ml steril

tiipler isolab; jelatin tip B ise Fisher Scientific marka kullaniimistir.

3.1.2. MDA-MB-231 Meme Kanseri Hiicre Hatti

MDA-MB-231 epitelyal adenokarsinomdur. ER—, PR—, HER2- ekspresyonlarinin
ucund de bulundurmadigindan uglu negatif diye de adlandirlabilir. Sigma-Aldrich

firmasindan satin alinmistir.

3.2. Hiicre Kiilturu Caligsmalar

Hucre kalturu ile ilgili prosedurler bu bélimde verilmistir. EuroClone Aura B4
laminer akigh mikrobiyolojik guvenlik kabini ile steril galisma kosullari saglanmis,
inkiibasyonlar, Sanyo MCO-18AC (UV) inkibatorde yapilmistir. Nive NF 800,
¢ok amagli tezgadh Ustu santriflj ile hlcre ¢oktirme ve yikamalari yapilmistir.
Mikroskobik incelemeler ve hicre sayimlari Olympus CKX53 invert mikroskopta

yapiimigtir.

3.2.1. Kiiltiir Ortaminin Hazirlanmasi ve inkiibasyon Kosullari

Yuksek glukozlu, Dulbecco’'nun modifiye Eagle ortamina, %10 FBS, %1 L-
glutamin, %1 penisilin-streptomisin eklenerek stok hazirlanmig, yapilacak
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calismalar icin 50mL’lik tuplere bolunmustur ve +4°C’de saklanmigtir. Aksi

soylenmedigi taktirde, tum kaltur ¢aligmalari bu ortam kullanilarak yapiimigtir.

Tezdeki butin kadlturler 37 °C, %5 CO,, %95 nemli inkibatér ortaminda
kultarlenmistir. Hacreler, gunluk rutin mikroskobik kontrollerden gegcirilmis, olasi

kontaminasyon, ortamin asitligi, bulanikhdr gorsel olarak takip edilmistir.

3.2.2. Hucrelerin Pasajlanmasi

Hucre doluluk oranlari (confluency), rutin mikroskopilerle kontrol edilir gerekliyse
medyum eklenerek beslenir. Kdulturlerin genellikle UGglncu gunlerinde
pasajlamalari yapilmistir. Prosedirde kullanilacak, PBS, tripsin-EDTA, ve kultur

ortami 37°C’ye ayarlanmig su banyosunda dnceden isitilmistir.

Eski ortam pipet yardimiyla gekilerek uzaklastirilir. Kultir ortaminda bulunan
serumun tripsin-EDTA’y1 inhibe etmemesi ve metabolik atiklarin ve olasi 6lu
hicrelerin uzaklastiriimasi icin PBS yikamasi (2ml) yapilir. 2ml Tripsin
eklenelerek etivde 5-10dk inkube edilir. Hucrelerin yuzer hale gelip gelmedigi,
mikroskop altinda belirli araliklarla, kontrol edilir, tripsinin olasi toksik etkilerinin
engellenmesi icin bu adim kisa tutulmaya g¢aligilir. Hicreler yuzer hale gelmis ise
pipet yardimiyla, steril bir 25ml’lik tipe alinir, Gzerine 4-5ml ortam eklenir. 1200
devir de 3dk sureyle, santriflij edilerek, htcreler c¢okturalir. Supernatant
uzaklastiriir ve yeni ortam eklenir. Hafif bir pipetleme ile hicreler dagitildiktan
sonra, yeni kultir kaplarina bolunurler, yeni ortam ile beslenerek, toplam ortam

3ml’ye tamamlanir.

Kalturler intiyaca dayal olarak T-25 ya da T-75 kultur kaplarinda yapilmistir. Bu
bdlimdeki metod T-25 kap Uzerinden verilmigtir. T-75’de kullanilan PBS, tripsin-

EDTA ve yeni ortamin miktarlar 3 katina gikartilr.
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3.2.3. Hiicrelerin Dondurulmasi ve Saklanmasi

Kalturde kullanilan ortamin %30’'u DMSO olacak sekilde, hiicre dondurma ortami
hazirlanir. Hucrelerin pasajlanmasi bolumunde anlatildigi sekilde hucreler tripsin-
EDTA ile kaldinlip santrifijj ile ¢okturtldikten sonra ek olarak bir PBS yikamasi
yapilir. Bu adimda suUpernatant atilir ve 4-5ml PBS igerisinde pelet ¢ozulur ve
1200 devir 3dk olarak ayni sekilde cokturullr. Pelet dnceden hazirlanmis,
dondurma ortaminda hafifge pipetlenerek ¢ozullr ve hiicre dondurma tuplerine
bolunur ve buzda bekletilir. Tupler Uzerine ilgili etiketlemeler yapildiktan sonra
Uzerine, ani sogumayi engellemek ve buz kristallerinin olusumunu engellemek
icin havlu kagit sarilir ve dondurma iglemi +4°C, -20°C, -80°C olmak uzere

kademeli olarak yapilr.

Diger calismalarda kullanmak Gzere oncelikle hucreler c¢ogaltiimis ve

dondurularak sivi azotta bir hucre stogu yapiimigtir.

3.3. U¢ Boyutlu Matrislerin Hazirlanmasi

Karakterizasyon ve 3B hucre kulturlerinde kullanilan matrislerin hazirlanisi bu

bdlimde agiklanmistir.

3.3.1. Elektro-Lif Cekimi

Jelatin-kondroitin  (JelKS) sullfat kompoziti nano fiberler elde etmek igin,
hazirlanan %25 (v/v) asetik asit su ¢ozeltisinde %30 jelatin, %10 kondroitin sulfat
¢cozulerek egirme onculu hazirlanmistir. Egirme iglemi, 6,5cm igne-toplayici
uzakhgi,3,4ml/h c¢dzelti puskirme hizi ve 18kV gerilim ile TOBB Universitesi
Biyomedikal Muhendislik Bolumunde yapilmigtir.

3.3.2. Elektro-Egirilmis Matlarin Sterilizasyonu

Hazirlanan nanofiberlerin 3B kiltirde kullaniimak Uzere sterilizasyonu bir
gerekliliktir. Oncelikle sterilizasyon prosediriinde kullanmak tizere %85, %75 etil

alkol ve %2 penisilin-streptomisin ¢ozeltileri steril ultraplr su igerisinde hazirlanir.
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Hazirlanmis matlar bisturi yardimiyla 5mm?’lik boyutlarda kesilerek, 96’lik kiltr
kaplarinin kuyularina yerlegtirilir. Sirasi ile 15dk %85, 15dk ise %70 alkolde
bekletilir. Alkol adiminin ardindan antibiyotikli steril su ile 3 yikama yapilir ve son
olarak UV altinda antibiyotikli su igerisinde bir gece bekletilir. Prosedur steril

kosullarda laminer akiglh mikrobiyolojik guvenlik kabini igerisinde uygulanmigtir.

3.3.3. Kompozit Matrislerin Hazirlanmasi

Calisma igerisinde karakterizasyon ve 3B kultar bolumlerinde kullaniimak Uzere
cesitli bilesimlerde 3B matrisler hazirlanmistir. Bu matrislerin bilesimleri Cizelge

3.1°’de verilmigtir.

Cizelge 3.1. Calisma igerisinde hazirlanan tum matrisler

3B Aljinat Jelatin Hyaliironik ~ Kondroitin Nano Glukoz
Matrisler Asit Stilfat Fiber
(JelKS)
1A X
2. AG X X
3. AH X X
4. AFG X X X
5. AHF X X X
6. AHG X X X
7. AHFG X X X X
8. AJHK X X X X

Matrisleri olusturmak icin aljinat tabanh jel oncullleri Cizelge 3.2’te verilen
oranlarda hazirlanmigtir. Bu adimda, 37 °C sicakliga ayarlanmigs manyetik
karigtiricida dogal polimerler tozlari ve érnege gore glukoz saf suda ¢ézulmustar.
Fiziksel gapraz baglamada kullanilacak CaCl, ¢Ozeltisi ise konsantrasyonu 0,1M
olacak sekilde saf suda hazirlanmistir. Kultirde kullanilacak jel dncilleri ve CaCl,
¢cOzeltisi otoklavlanarak, steril hale getirilmistir. Jel dnculleri fiberlerin Ustline
eklenmis (100ul) ve CaCl, c¢Ozeltisi ile fiziksel capraz baglama yapilarak

jellestirilmistir.
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Cizelge 3.2. Aljinat tabanli jel dncllerinin icerikleri

Aljinat Jelatin Hyaliironik Kondroitin Glukoz
Asit Siilfat
Konsantrasyon | %2 (w/v) 0.75mg/ml 5mg/mi 0.25mg/ml 2mg/ml

Karakterize edilecek Ornekler saf su ile 3 kere yikanmistir. Glukozlu drneklerin
yapilarindaki glukozun uzaklastiriimasi igin bir gece saf suda birakilmistir.

Ornekler bir gece kurumaya birakilmistir.

Hucre kultirinde kullanilacak &rneklerin  hazirlanmasi, laminer akigli
mikrobiyolojik guvenlik kabini icerisinde, steril kogullarda yapiimis ve dnceden
sterilize edilen fiberler kullaniimistir. Steril CaCl, ¢ozeltisi ile yapilan c¢apraz
baglamanin ardindan, ornekler saf su ile 3 kere yikanmig, bir gece saf suda

birakilmistir ve ardindan matrislere hucre ekimleri yapilmistir.

3.4. Boyutlu Matrislerin Karakterizasyonu

Matrislerin ytzey goéruntileme ve kimyasal analizleri, SEM (taramali elektron
mikroskopisi) ve FTIR (Fourier Donusumll Kizildtesi Spektroskopisi)
yontemleriyle yapilmistir. Karakterizasyonlar Orta Dogu Universitesi merkez

laboratuvarinda, hizmet alimi seklinde yapilmistir.

3.4.1. SEM: Taramali Elektron mikroskopisi

Mikroskopi icin hazirlanan matrisler, dis laboratuvardan tarafimiza verilen
randevu dahilinde incelenmis ve fotograflanmistir. Oncelikle Cizelge 3.3'te verilen

kurutulmus matrisler ve tek basina nanofiber mat bu bélimde incelenmistir.
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Cizelge 3.3. SEM Analizlerinde incelenen matrisler

3B Matrisler Aljinat Jelatin Hyaliironik  Kondroitin Nano Glukoz
Asit Silfat Fiber
(JelKS)
1.A X
2. AG X X
3. AHF X X X
4. AHFG X X X X
5. AJHK X X X X
6. F (JelKS) X

incelenecek malzemeler yapiskan bakir bant ile elektron mikroskopu stablarina
yapistiriimig ve vakum igerisinde altin kaplama yapilmistir. incelemeler QUANTA
400F yuksek ¢ozunurlUklu taramali elektron mikroskobunda yapiimig, ornekler
250x, 5000x, 10.000x ve 20.000x buyutmeler ile fotograflanmistir. Nanofiber

caplari yazihm ile dlguimusgtar.

3.4.2. FTIR: Fourier Donustimlu Kizilotesi Spektroskopisi

Cahigsmanin bu kismi igin hazirlanan sadece aljinat (A), aljinat-hyalUronik asit (AH)
ve aljinat-hyallUronik asit-nano fiber (AHF) bilegsimli 3B matrislerin FTIR (Cizelge
3.4) analizleri IFS 66v/S vakum FT-IR cihazi ile kurumun prosedurlerince
yapilmig, veri formatinda tarafimiza raporlanmistir. Grafikleme Microsoft Excel

programinda yapimistir.

Cizelge 3.4. FTIR Analizlerinde incelenen matrisler

3B Matrisler Aljinat Hyaliironik ~ Nano Fiber
Asit (JelKS)

1.A ‘ X

2. AH X X

3. AHF ‘ X X X
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3.5. Ug Boyutlu Hiicre Kiiltiirii

Tek katmanli 2B kultirde hlcreler pasajlanarak gogaltiimistir. Tripsin-EDTA ile
kaltar kabi ylzeyinden kaldinimis ve PBS ile yikanmistir. Hemasitometre ile
hicre sayimi yapilmis, her matris tipinden (Cizelge 3.5) dért 6rnek ve bir dortli
de kontrol (2B) olacak sekilde 96°’lik kultur kaplarinin kuyularina toplam 10.000

hdcre olmak Uzere ekimle yapilmigtir.

Cizelge 3.5. Ug boyutlu kiltiirlerde kullanilan matrisler

3B Matrisler Aljinat Hyaliironik ~ Nano Fiber Glukoz
Asit (JelKS)

1. AHG ‘ X X X

2. AFG ‘ X X X

3. AHF ‘ X X X

4. AHFG ‘ X X X X

Deneyler U¢ gunluk planlanmis ve her gunin MTT okumasi igin y-sekretaz
inhibitdriinii eklememek ya da eklenmek tizere, ayri iki kiiltiir kabi (ilk giin harig),
her guin igin hazirlanmistir. y-Sekretaz inhibitorii (C26H41N305) bir kiiltiir giini
gegcirmis hucrelere, toplam kultlir ortamlarindaki konsantrasyonu 50uM olacak

sekilde hesaplanmis ve ortam igerisinde ¢ozulmus halde verilmigtir.

3.6. Hucre Cogalmasinin MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazolyum bromiir) Yéntemi ile incelenmesi

MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromur), PBS igerisinde
konsantrasyonu 5mg/ml olmak Uzere ¢6zulmuis ve 0.22um siringa filtresinden
gegcirilerek sterilizasyonu saglanmistir. Kullanilmak Utzere 15ml folyo sariimig

tuplerde, -20°C’de saklanmisgtir.

Birinci, ikinci ve Uguncu kultir gunlerinin ardindan, matrislerin iginde bulundugu
ortam atilir. PBS yikamasi yapilmis ve her kuyuya 50ul MTT eklenmistir. Bir saat
MTT ile yapilan inkibasyonun ardindan MTT uzaklastirilmig, kuyulara 200pl
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DMSO eklenmigtir. Okumalar igin yeni bir 96’k kaba, her érnek i¢in 100ul’den
ikiser 6rnek alinmigtir. Okumalar 570nm absorbans okumasina ayarlanmis,
Molecular Devices marka SpectraMax m2 model mikroplaka okuyucusunda

yapilmigtir.

3.6.1. istatistik Analizler

istatistik analizler Minitab programi kullanilarak yapilmistir. Genel regresyon
modeli olusturulmustur. Tukey ikili kiyaslamalari yapilarak istatistiksel anlamlilik
gOsterilmigstir ve 2B kalturlerde inhibitor etkisi, 2-6rnek t-testi ile analiz edilmigtir.

Test sonuglari ve tum gruplarin ortalamalari EK-1 igerisinde verilmigtir.
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4.SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Ug boyutlu matrislerin 6zellikleri
4.1.1. Matris Yuzeyinin Goruntlisii

Aljinat hidrojel Uniform ve duz bir morfoloji sergilemigstir. 20.000 buyutme de dahi
por yapilarina rastlanmamisgtir. Aljinat-glukoz hidrojellerde ise girintili ¢ikintili bir
ylzey ve por yapilari gozlenmigtir (Sekil 4.1).

Spym
METU CENTRAL LAB

Sekil 4.1. Aljinat ve aljinat-glukoz hidrojellerin SEM goruntusu, 20.000x

Elektro-lif gcekimi ile elde edilmis jelatin-kondroitin sulfat (JelKS) fiberlerin (Sekil
4.2), nanometrik skalada, devamh ve dizgun olduklari gézlenmistir. Ortalama
fiber capr 98,7nm’dir. Nanofiberlerin hidrojel icerisine gdmulmesi ile kompozit

matrisler elde edilmistir.
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METU CENTRAL LAB

Sekil 4.2. Jelatin-kondroitin silfat nanofiberlerin SEM goérunttsi 20.000x,
50.000x, yazilimla yapilan ¢ap ol¢umleri sagdaki sekilde
belirtilmigtir.

Aljinat-hyaldronik asit kompozitlerinin glukozlu ve glukozsuz halleri (Sekil 4.3)
arasinda 6nemli yuzey farkliliklari gérdimustir. Glukozsuz 6rnekte yuzey Uniform

ve duz iken, glukozlu 6rnek girintili ¢ikintili ve porlu bir yizey 6zelligine sahiptir.

METU CENTRAL LAB

Sekil 4.3. Aljinat-hyaluronik asit nanofiber kompozitlerinin glukozlu ve

glukozsuz hallerinin SEM gorantaleri, 10.000X

Aljinat- HyalUronik asit- nanofiber mat 6rnegi, jelatin ve kondroitin silfatin jel

onculinde ¢ozullerek olusturuldugu Aljinat-HyalUronik asit-jelatin-kondroitin sulfat
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grubuyla (Sekil 4.4) ylzey 6zelligi agisindan benzerlik gostermistir ve gérinimde

fiberlerden kaynakh bir degisim gértlmemistir.

Sekil 4.4. Aljinat-hyaluronik asit-jelatin-kondroitin sulfat, fiber icermeyen 3B
matrisin SEM géruntusul, 20.000X

4.1.2. Matris yuzeyinin kimyasal yapisi

incelenen ti¢c matrisinde, FTIR analizi (Sekil 4.5) sonucunda, yiizeyleri benzer bir

kimyasal yapi gostermistir.
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Sekil 4.5. Aljinat, aljinat-hyaluronik asit, aljinat-hyaltronik asit-fiber

gruplarinin FTIR analizi

4.2. Matriste Meme Kanseri Hiicrelerinin Cogalmasi

Sonucglar verilirken, Cizelge 4.1’de verilen kisaltmalar ile &rneklerden

bahsedilmigtir.

Cizelge 4.1. 3B Kulturlerde kullanilan matrislerin kisaltma ve igerikleri

3B Matrisler Aljinat Hyaliironik ~ Nano Fiber Glukoz
Asit (JelKS)

1. AHG ‘ X X X

2. AFG ‘ X X X

3. AHF ‘ X X X

4. AHFG ‘ X X X X

Hucre ¢ogalmasi tim gruplarda tipik S tipi bluyume seklindedir (Sekil 4.6), 48
saatin sonunda hucre sayisi gruplarda platoya ulasmistir. 48 saat sonunda 2B
hdcre kaltirine gore %116,83 daha fazla hlcre miktari ile tim gruplar arasinda
maksimum degere ulasan AHG grubunda hiicre sayisi 72'nci saatin sonunda
%19,42 oraninda azalis gostermistir. 3B matrislerde yapilan kultirlerde hticre
¢ogalmasi, 2B kultirlere gére genel olarak fazla olmustur. 2B kulturlere goére

matrislerde hlcre sayininin ytzde olarak artis miktarlari Cizelge 4.2’de verilmigtir.
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Sekil 4.6. 3B Matris ve 2B kulturlerde hucrelerin buyame egrileri

Tekkatmanli kulturlere gore hicre sayisinin 3B matrislerde hucre gogalmasinin
% artis miktarlari (Cizelge 4.2) de verilmistir. 24 saatin sonunda 2B kulture oranla
en fazla hicre sayisi artisi AFG jellerde %168,02°dir. 48 saatin sonunda ise AHG
gurubunda %116,84’tlr. 72 saatin sonunda ise %86,34 artis ile AHG jeller en iyi
performansi sunmustur. Matris cesitleri ve 2B kilttrlerde hiicre ¢ogalmasi

standart sapmalar ile bar grafigi olarak da gosterilmistir (Sekil 4.7).

Cizelge 4.2. 2B Kdlttrlere gore 3B matrislerde hiicre sayisinin ylzde olarak

artis miktarlari

AHF AFG AHFG AHG
24 Saat %88,25 %168,02 %69,84 %107,20
48 Saat %29,42 %44,90 %30,16 %116,84
72 Saat %67,17 %53,21 %42,95 %86,34
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4.2.1. y-Sekretaz inhibitoriiniin kiiltiirlerde hiicre gogalmasina Etkisi

24 saatin sonunda hucrelere toplam medyumda 50uM olacak sekilde, inhibitdr
eklenmistir. Inhibitdr en iyi etkiyi veriimesinden sonra 24 ve 48'inci saatlerde

sirasl ile %32,39 ve saatte %31,29 olmak Uzere 2B kultirlerde gostermistir (Sekil

4.8).

II@II

6 Q

3B Matris ve 2B kulturlerde hicre gogalmasinin standart sapmalar
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Sekil 4.8. 2B kulturlerde y-sekretaz inhibitorlt ve inhibitdrstiz hiicre
¢ogalmasinin standart sapmalar ile gosterimi, 48 ve 72’nci saatler

inhibitor verildikten sonraki 24 ve 48’inci saatlerdir.

Yuzde inhibisyonu oranlari Cizelge 4.3'te verilmig, verilen negatif degerler,
inhibitdrli gruplarda hiicre gogalmasinin fazla oldugunu ifade etmektedir. Ug
boyutlu matrislerde yapilan kiiltiirlerin y-Sekretaz inhibitériinden etkilenme
oranlari iki boyutlu matrislere gére daha disuktur. Ug boyutlu matrislerde en fazla
inhibisyon yine hicre ¢ogalmasinin en fazla oldugu nanofiber icermeyen AHG

matrislerde gorulmustar.
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Sekil 4.9. y-Sekretaz inhibitériintin, 3B ve 2B sistemlerde, hiicre gogalmasina

etkisinin standart sapmalar ile gosterimi

Cizelge 4.3. 3B Matrisler ve 2B kultirde yluzde ¢odalma inhibisyon oranlari,
negatif dederler, inhibitérli gruplarda hlicre ¢ogalmasinin fazla

oldugunu ifade etmektedir.

48’inci saat 72’nci saat
AHF %-14,88 %1,88
AFG %7,955 %-13,10
AHFG %-2,47 %8,92
AHG %17,56 %14,81
2B (Monolayer) %32,39 %31,29
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5. YORUM

Bu tez cercevesinde, toplumda kadinlarda olduk¢a yaygin olarak gorulen ve
olumcul patolojisi olan meme kanseri igin Gg¢ boyutlu bir in vitro model olusturmak
ve olusturulan modelde bir ilag hedefi olan Nog¢ reseptorin inhibisyonu
hedeflenmistir. Bunun icin, timoér dokusu ekstraselller matrisi taklit etmek
amaciyla glikozaminoglikanlardan (GAG) kondroitin silfat ve hyallUronik asidi
bilesiminde igeren hidrojel-nanofiber kompoziti aljinat tabanli matrisler
tasarlanmistir ve glukoz kullanilarak olusturulan yapiya porosite kazandiriimistir.
MDA-MB-231 hucre hatti olusturulan 3B matrislerde uretilmistir. Calismalarin

sonuglari ve literatlre olasi katkilari agagida sirali olarak belirtilmistir.

1. Ug boyutlu klttirlerde iki boyutlu kiiltiire gére meme kanseri hiicreleri daha ok
cogalmistir. Dolayisiyla, kanser hlcrelerinin gergek ESM’ine benzer bir ortamda
2B in vitro deney kosullarindakinden daha fazla ¢ogdaldigi saptanmistir. TUmor

cevresi incelemeleri ile ilgili literature destekleyici yonde katki saglanmistir.

2. Olusturulan matrislerden glukoz ile porlu yapi kazandiriimis olanlarda en
yuksek hucre ¢ogalmasi gozlenmistir. Bu yontem ile 3B matrislere, pratik bir

sekilde, hiicre gcogalmasini destekleyici morfolojiler kazandirilabilir.

3. Nog reseptor inhibisyonunun hicre gogalmasi Uzerindeki etkisi tim deney

gruplarinda gosterilmigtir.

4.inhibitér etkisinin en fazla 2B kiltiirde (%32) gérilmistiir, bu durum 2B kiiltiirin

gercek kosullari yansitmadigi fikrini desteklemistir.
5. Jelatininin sahip oldugu biyoaktif RGD (arjinin—glisin—aspartik asit) dizilerinin
hicre yuzeyindeki integrinlerle etkileserek hucre tutunmasinda etkili oldugu

dusundimustar.

6. Dogal ekstraseliler matris (ESM) bileseni olan ve metastazda matriste miktari
artis gosteren kondroitin sulfat ve hyaluronik asit matrisin jel bilesenine

eklenmesiyle gergek timor ortamina benzerlik kazandiriimigtir.
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7. Olusturulan U¢ boyutlu matrislerin yuzey o6zellikleri SEM ile incelendiginde

glukoz ile por olugsturmanin etkin oldugu saptanmistir.

8. Elektro-egiriimis jelatin-kondroitin sulfat kompozit fiberlerin aljinat jel iginde
tutuklanmasi 6zgun olup hucre iskelesi olusturma ile ilgili literatire katkida

bulunmustur.

9. Ekstraseluler matris benzeri yapi olusturma galismalarina hem porlu hidrojel
yapisi, hem de kolajen biyomimetik yapi olarak denature kolajen olan jelatini ve
elektro-lif ¢ekimi ile olusturulan nanofiberlerin beraber kullaniimis olmasi ile

literatlre katkida bulunmustur.

10. Illag tarama ve dozlama arastirmalarina literatiirde katki saglanmis ve bu

konuda yapilacak galismalarda kullanilabilecek matris yapilari geligtiriimistir.
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EKLER

EK 1 - istatistik Analizler

3B matrisler ve 2B kulturlerin inhibitorlu ve inhibitorsuz MTT sonucla

ortalamalari
24h 48h 72h
Inhibitér Normal Normal 50uM y- Normal 50uM y-
verilmesi Ortam Ortam Sekretaz Ortam Sekretaz
AFG 0.2162 0.2457 0.2262 0.2436 0.2755
AHF 0.15186 0.2195 0.25217 0.2658 0.2608
AHFG 0.137 0.2208 0.2834 0.213 0.194
AHG 0.16714 0.3677 0.30317 0.29629 0.2524
M 0.08067 0.1696 0.11467 0.159 0.1093

Minitab istatistik yaziliminin ¢iktilari degistiriimeden verilmigtir.

Farkh 3B matrislerde hicre cogalmasi

General Linear Model: Absorbans versus Kiltir Siresi, Jel Bilesimi
Method

Factor coding (-1, 0, +1)
Factor Information

Factor Type Levels Values
Kdltdr Sdresi  Fixed 3 24,48,72
Jel Bilesimi  Fixed 5 AFG, AHF, AHFG, AHG, M

Analysis of Variance

Source DF AdjSS AdjMS F-Value P-Value
Kiltir Stresi 2 0.16824 0.084122 48.39 0.000
Jel Bilesimi 4 0.18443 0.046108 26.53 0.000

Error 77 0.13385 0.001738
Lack-of-Fit 8 0.04824 0.006030 4.86 0.000
Pure Error 69 0.08561 0.001241

Total 83 0.53453
Model Summary

S R-sq R-sq(adj) R-sq(pred)
0.0416924 74.96%  73.01% 69.78%
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Coefficients

Term Coef SE Coef T-Value P-Value VIF
Constant 0.20952 0.00471 44.50 0.000
Kultdr Sdresi
24 -0.06117 0.00622 -9.84 0.000 1.38
48 0.03497 0.00703 4.97 0.000 1.35
Jel Bilesimi
AFG 0.02740 0.00980 2.80 0.007 1.95
AHF 0.00468 0.00930 0.50 0.616 1.87
AHFG -0.01895 0.00980 -1.93 0.057 1.95
AHG 0.05825 0.00892 6.53 0.000 1.82

Regression Equation

Absorba
ns

0.20952 - 0.06117 Kdltir Suresi_24 + 0.03497 Kultur Stresi_48
+ 0.02620 Kulttr Suresi_72 + 0.02740 Jel Bilesimi_AFG
+0.00468 Jel Bilesimi_AHF

- 0.01895 Jel Bilesimi_AHFG + 0.05825 Jel Bilesimi_AHG

- 0.07138 Jel Bilesimi_M

Fits and Diagnostics for Unusual Observations

Obs Absorbans Fit Resid Std Resid
44 0.1890 0.2719 -0.0829 210 R
49 0.4070 0.3027 0.1043 263 R
50 0.4330 0.3027 0.1303 328 R
58 0.1190 0.2404 -0.1214 -3.05 R
61 0.3320 0.2404 0.0916 230 R
80 0.0800 0.1643 -0.0843 211 R

R Large residual

Comparisons for Absorbans
Tukey Pairwise Comparisons: Kulttr Suresi
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Kdltar

Siresi N Mean Grouping
48 21 0.244494 A

72 27 0.235722 A

24 36 0.148355 B

Means that do

not share a letter are significantly different.

Tukey Pairwise Comparisons: Jel Bilesimi
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

‘é‘ialleg,imi N Mean Grouping
AHG 18 0.267773 A

AFG 14 0.236926

AHF 16 0.214207 C
AHFG 14 0.190569 C
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M 22 0.138145 D
Means that do not share a letter are significantly different.

48 Saatin sonunda inhibitorlu ve inhibitérsuz 2B kultarlerin kiyaslanmasi

Two-Sample T-Test and Cl: Absorbans, inhibitér Verimesi
Method

u.: mean of Absorbans when inhibitér Verimesi = 50uM
u2: mean of Absorbans when inhibitér Verimesi = verilmedi

Difference: u; - Y2
Equal variances are not assumed for this analysis.

Descriptive Statistics: Absorbans

inhibitér

Verimesi N Mean StDev SE Mean
50uM 3 0.11467 0.00850 0.0049

verimedi 5 0.1696 0.0172 0.0077
Estimation for Difference

95% CI for
Difference Difference

-0.05493 (-0.07843, -0.03143)
Test

Null hypothesis Ho: M1 -2 =0
Alternative hypothesis Hi: p;-p, #0
T-Value DF P-Value

-6.01 5 0.002

48 Saatin sonunda inhibitérli ve inhibitdrstiz 3B matrislerin kiyaslanmasi

General Linear Model: Absorbans versus Jel Bilesimi, ... ibitér Verimesi
Method

Factor coding (-1, 0, +1)
Factor Information

Factor Type Levels Values

Jel Bilesimi Fixed 5 AFG, AHF, AHFG, AHG, M

inhibitor Verimesi  Fixed 2 50uM, verilmedi

Analysis of Variance

Source DF Adj SS AdjMS F-Value P-Value
inhibitdr Verimesi 1 0.000632 0.000632 0.46 0.501
Jel Bilesimi 4 0.146479 0.036620 26.67 0.000

Error 40 0.054914 0.001373
Lack-of-Fit 4 0.027169 0.006792 8.81 0.000
Pure Error 36 0.027745 0.000771

Total 45 0.202099

Model Summary
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S R-sq R-sq(adj) R-sq(pred)
0.0370520 72.83%  69.43% 63.85%

Coefficients
Term Coef SE Coef T-Value P-Value VIF
Constant 0.24179 0.00550 43.98 0.000
inhibitér Verimesi
50uM -0.00377 0.00556 -0.68 0.501 1.03
Jel Bilesimi
AFG -0.0065 0.0110 -0.59 0.560 1.50
AHF -0.0019  0.0106 -0.18 0.856 1.47
AHFG 0.0142  0.0110 1.29 0.206 1.50
AHG 0.0880 0.0106 8.28 0.000 1.47

Regression Equation

Absorban = 0.24179 - 0.00377 inhibitdr Verimesi_50uM
s +0.00377 inhibitér Verimesi_verilmedi
- 0.0065 Jel Bilesimi_AFG - 0.0019 Jel Bilesimi_AHF
+0.0142 Jel Bilesimi_AHFG
+ 0.0880 Jel Bilesimi_AHG - 0.0937 Jel Bilesimi_M
Fits and Diagnostics for Unusual Observations

Std
Obs Absorbans Fit Resid Resid

13 0.4070 0.3335 0.0735 213 R

14 0.4330 0.3335 0.0995 288 R
R Large residual

Comparisons for Absorbans
Tukey Pairwise Comparisons: Inhibitér Verimesi
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

inhibitér
Verimesi N Mean Grouping
verimedi 21 0.245559 A
50uM 25 0.238020 A
Means that do not share a letter are significantly different.

Tukey Pairwise Comparisons: Jel Bilesimi
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Jel
Bilesimi N Mean Grouping

AHG 10 0.329754 A
AHFG 9 0.255974
AHF 10 0.239854
AFG 9 0.235308

M 8 0.148058 C
Means that do not share a letter are significantly different.
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