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Gebelikte besinlerin maternal-plasental gegisini; annenin beslenmesi ve metabolizmasi,
plasentadan gegis gradiyenti, utero-plasental ve feto-plasental kan akisi, plasenta
bariyerinin yapisi, biiyiikligii ve transfer kapasitesi belirlemektedir. Son yillarda gebelik
siiresince maruz kalinan kimyasal madde ve ila¢ kullaniminda biiyiik bir artis olmustur.
Ancak, etik kisitlamalar nedeniyle insanlar iizerinde testler yapilamadigindan giincel

plasenta bariyer modeli ¢alismalarina olan ihtiyac artmistir.

Bu tez calismasi kapsaminda, insan plasenta koryokarsinom hiicreleriyle (BeWo)
birlikte insan gobek kordonu ven hiicrelerinin (HUVEC) mono ve ortak kiiltiirleri
yapilarak plasenta dokusu iki boyutlu (2B) ve {i¢ boyutlu (3B) sistemlerde
modellenmistir. 3B modelinde iskelesiz bir ortamda Petri Dish® kaliplariyla sferoidler
olusturulmus ve hiicre lokalizasyonlar1 floresan boyamalar ve cap olgtimleri ile
karakterize edilmistir. Olusturulan kiiltiirlerde gebelikte kullanimi konusunda literatiir
bilgilerinde eksiklikler bulunan bir antidepresan etken maddesi olan Vortioksetin 7,5,
15 ve 30 uM’lik konsantrasyonlarda 24, 48 ve 72 saat boyunca hiicrelerle inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda hiicre canlilik analizleri (MTS, Kalsein-PI-DAPI)
yapilmistir. Transepiteliyel elektriksel direng dl¢iimii (TEER) ve sodyum floresan (Na-
F) gecis analiziyle bariyer biitiinliigii 6l¢iilmiistiir. Plasenta bariyerinin yapisina katilan

baglanti proteinlerinden epitelial (E)-kaderin, hiicre iskeleti elemanlarindan filament6z



(F)-aktin ve serotonin tasiyicisi (SERT) protein lokalizasyonlari immunfloresan boyama
ile gosterilmistir. Insan koryonik gonadotropin (B-hCG) hormon iiretim miktarindaki

degisiklikler dlgiilerek belirlenmistir.

Vortioksetinin artan dozlarina bagl olarak 2B gruplarda hiicre canliligi azalmistir. 3B
mikro dokularda ise doz gruplarinda Vortioksetinin toksik etkisine karsi direng
gosterilmis  ve canlilik kontrol gruplarindan yiiksek bulunmustur. Sferoidler
olusturulurken BeWo, HUVEC ve ortak kiltiir gruplar i¢in ¢ap uzunlugu ve alan
Olgtimleri inkiibasyon siiresiyle orantili sekilde artmistir. Ayrica, sferoidlerin
CellTracker boyamasi ile hiicre lokalizasyonlar1 belirlenmistir. Kalsein-P1 floresan
goriintiileme ile Vortioksetin uygulamalarinin MTS canlilik analizi ile karsilastirilmasi
yapilarak nitel ve nicel 6l¢iimler elde edilmistir. BeWo hiicrelerinde E-Kaderin, F-aktin
ve SERT immiinfloresan boyalar yapilarak artan doz miktarlarinda inkiibasyon siiresine
bagli olarak hiicrelerarasi biitiinligiin bozuldugu, hiicreigi iskelet elemanlarinin
yapisinin degistigi ve SERT reseptor miktarinda azalma oldugu goriilmiistiir. Ayni
zamanda BeWo ve ortak kiiltiir grubunda 2B ve 3B $-hCG hormon miktar dl¢iilerek 3B

kiiltiir gruplarinda daha yiiksek miktarda hormon {iretimi goriilmiistiir.

Bu tez ¢alismasi, antidepresan ilacit Brintelliks’in etken maddesi olan Vortioksetinin
plasental toksisitesini, bariyer yapisinin verdigi yaniti, hormon {retimini 2B ve 3B
sistemlerde kiyaslayarak mono ve ortak Kkiiltiirleri acisindan bir degerlendirme

sunmaktadir.

Anahtar Kelimeler: BeWo, HUVEC, plasenta modeli, sferoid, Vortioksetin, TEER,
Na-F, E-kaderin, F-aktin, SERT, B-hCG.
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Maternal-placental transmission of nutrients during pregnancy, maternal nutrition and
metabolism, placental transition gradient, utero-placental and feto-placental blood flow,
structure, size and transfer capacity of the placental barrier are determined. In recent
years, there has been a great increase in the use of chemicals and drugs during
pregnancy, but due to ethical restrictions, the need for current placental barrier model

studies has increased as tests cannot be performed on humans.

Within the scope of this thesis, mono and co-cultures of human umbilical cord vein cells
(HUVEC) together with human placental choriocarcinoma cells (BeWo) were made and

placental tissue was modeled in two and three dimensional systems.

Spheroids were created with three dimensional (3D) Petri Dish® molds in a scaffold-
free environment and cell localizations were characterized by fluorescent dyes and
diameter measurements. \ortioxetine, the active ingredient of the SSRI type
multimodal drug, was exposed to the cultures formed at 7.5, 15 and 30 uM
concentrations for 24, 48 and 72 hours. At the end of the incubation, cell viability
analyzes (MTS, Calcein-PI-DAPI) were performed. Barrier integrity was measured by
transepithelial electrical resistance measurement (TEER) and sodium fluorescence (Na-



F) transition analysis. The localizations of epithelial (E)-cadherin, filamentous (F)-actin
and serotonin transporter (SERT) protein from cytoskeletal elements, which are the
connecting proteins involved in the structure of the placental barrier, were demonstrated
by immunofluorescence staining. It was determined by measuring changes in the

amount of human chorionic gonadotropin (B-hCG) hormone production.

Cell viability decreased in 2D groups due to increasing doses of vortioxetine. In the 3D
micro-tissues, on the other hand, the dose groups showed resistance to the toxic effect
of Vortioxetine and the viability was higher than the control groups. While forming
spheroids, diameter length and area increased proportionally with incubation time for
BeWo, HUVEC and co-culture groups. Also, cell localization of spheroids was
determined by CellTracker staining. Qualitative and quantitative measurements were
obtained by comparing calcein-Pl fluorescent imaging and Vortioxetine applications
with MTS viability analysis. E-cadherin, F-actin and SERT immunofluorescent dyes
were applied in BeWo cells, and it was observed that intercellular integrity was
impaired, the structure of intracellular skeletal elements was changed, and SERT
receptor expression decreased depending on the incubation period at increasing doses.
At the same time, the amount of 2D and 3D B-hCG hormones was measured in the
BeWo and co-culture groups, and a higher amount of hormone production was observed

in the 3D culture groups.

This thesis study presents an evaluation in terms of mono and co-cultures by comparing
the placental toxicity of vortioxetine, the active ingredient of the antidepressant drug
Brintellix, the response of the barrier structure, hormone production in 2D and 3D

systems.

Keywords: BeWo, HUVEC, placental model, spheroid, Vortioxetine, TEER, Na-F

E-cadherin, F-actin, SERT, B-hCG.
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1. GIRIS

Gilinlimiizde gebelik siiresince goriilen psikolojik rahatsizliklarin  %8-10 kadari
antidepresan ilaclar regete edilerek tedavi edilmektedir. Son yillarda gebelikte kullanimi
artan ila¢c ve kimyasal madde miktar1 gebe sagligi, fetiise aktarilan madde miktar1 ve
embriyonik gelisim agisindan riskler tasimaktadir. Gebelikte anne ve bebek arasinda
secici gecgirgen bir bariyer olarak gorev yapan plasentanin yapisinda meydana gelen
toksik etkiler fetiis sagligini dogrudan etkilemektedir. Ancak etik kisitlamalar nedeniyle
insanlar {izerinde testler yapilamadigindan plasenta modeli ¢aligmalarina olan ihtiyag
artmistir [1]. Gebelik boyunca aktif metabolizmaya sahip ve dinamik olarak fizyolojisi
degisen bu organin literatiirde in vitro kosullarda olusturulmus ve standart olarak kabul
gormiis bir modeli bulunmamaktadir. /n vivo plasenta dokusunu temsil edebilecek yeni
bir plasenta modeli gelistirmek toksisitesinin degerlendirilmesi gereken gida, kozmetik,

ilag vb. her ksenobiyotik i¢in yeni bir imkan sunmaktadir.

Son yillarda in vitro ¢alismalarda siklikla tercih edilen ti¢ boyutlu hiicre kiiltiirii hiicre-
hiicre ve hiicre-hiicre dist matriks etkilesimleri, ifade edilen genler, reseptorler ve
tiretilen salgi maddeleriyle metabolik/morfolojik olarak iki boyutlu hiicre kiiltiiriine
kiyasla in vivo dokular1 daha yakindan temsil etmektedir [2]. Ozellikle plasenta gibi
farkli hiicre katmanlarindan olusup ¢esitli nisler barindiran dokularin modellenmesinde
iic boyutlu caligmalar ortak Kkiiltiir yapilmasina olanak vermeleriyle 6n plana
cikmaktadir. Hiicrelerin farkli adhezyon ve kohezyon kuvvetiyle birlikte sahip olduklari
biyomekanik ozellikler ortak kiiltiirlerde kompleks yapilarin aydinlatilmasina olanak
saglamaktadir [3]. /n vivo plasenta dokusu yalnizca plasenta hiicreleriyle degil
yapisindaki fetal endotel hiicrelerle de desteklenmektedir. Bu nedenle yapilan ¢calismada
insan plasenta hiicresine (BeWo) ek olarak insan gébek kordonu ven endotel hiicresi
(HUVEC) kullanilmis ve iskelesiz ortamda ii¢ boyutlu sferoidler (mikro dokular)

olusturulmustur.

Olusturulan plasenta mikro dokularmin etkinligi icin literatiirde plasenta iizerine
toksisitesi ile ilgili yeterli bilgi bulunmayan bir serotonin geri alim inhibitér (SSRI)
smifina dahil Brintelliks antidepresan ilacinin etken maddesi olan Vortioksetin
kullanilmistir [4]. Yapilan tez ¢alismasinda BeWo ve HUVEC hiicrelerinin iki ve iig
boyutlu tekli/ortak kiiltiir modellemesi yapilmig ve etkinliklerinin aragstirilmasi

hedeflenmistir. Iki farkli boyutta hiicrelerin verdigi yanit karsilastirilmis ve plasenta
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dokusunun Vortioksetin maruziyeti agisindan in vitro karsilastirmali olarak
degerlendirilebilecegi veriler elde edilmistir. Kullanilan BeWo ve HUVEC hiicreleriyle
literatiirde Petri Dish’ler kullanilarak olusturulan mikro dokular ile yapilan bagka bir
caligmaya rastlanmamasi tezin Ozgiin kisminm1 olusturmaktadir ve literatiire plasenta

modeli konusunda biiyiik katki saglayacagi diisiiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Plasenta Dokusu

Evrimsel siirecin ¢ok onemli bir basamagini olusturan sudan karaya gecisle birlikte
canlilarin gecirdigi ¢esitli adaptasyonlar degisen canli tiirlerine bagh olarak, dollenme
tiplerinde farklilik géstermistir. Chordata filum iiyesi olup Mammalia sinifinda bulunan
ve Placentalia sinifi iiyesi olan Homo sapiens tiirii, internal tipte dollenme ve gelisme
gostererek diinya iizerindeki en gelismis tireme tipine sahiptir [5]. Memelilerde gebelik
genellikle tuba uterinanin ampulla bolgesinde ovulasyon gegiren 00sit-2 ve spermin
fertilizasyonu ile baslayan biyolojik bir siirectir. Fertilizasyon asamasinda vitellus
dagilisina ve miktarina gore sirasiyla izolesital/alesital tipteki zigot maternal ve paternal
kromozomlarin (haploid) kaynasmasiyla diploid kromozoma sahip hale gelmektedir [6].
Gegirdigi holoblastik equal hiicre boliinmeleriyle blastosist adini alan zigot, gebeligin 4.
giinlinde uterusa ulagmaktadir. Blastosist yariklanmaya devam ederken etrafindaki zona
pellusida zarmin etkisiyle her boliinmede hiicrelerin hacmi giderek azalmaktadir.
Morula evresindeki blastomerlerin (12-15 hiicre) hacimlerindeki degisiklik i¢ ve dis
hiicre kitlesi olarak farklilasmasina sebep olmaktadir. Bu asamada uterusta biriken sivi
blastosist etrafindaki zona pellusiday1 gecerek kompaksiyon gegirmis blastosistin iginde
blastosol olarak adlandirilan bir bosluk meydana getirmektedir. I¢ hiicre kitlesi ve
blastos6l boslugu bulunan blastosist, zona pellusidanin dejenere olmasiyla 2-3 giin
iginde endometriyuma implante olmaktadir. Implantasyon, blastosistin i¢ hiicre
kitlesinin oldugu embriyonik (animal) kutuptan farklilasan ilk hiicre kitlesi olan ve
trofoblast olarak adlandirilan ektoderm kokenli, beslenmeden sorumlu dis hiicre
kitlesiyle gergeklesmektedir. Gebeligin 10. giiniinde konseptusun trofoblast hiicreleri
cogalarak endometriyumda invazyon gergeklestirir ve koryon tabakasini olusturmaya
baglamaktadir [7,8] Koryon tabakasinin dig yilizeyi desidualizasyon gegirmis
endometriyumun desidua bazalis tabakasinin glikojen ve lipitge zengin mukozasiyla
kaynasarak maternal ve fetal dolasim arasinda gebelik boyunca alisverisi saglayacak bir
doku olusturmaktadir [9]. Bu sayede maternal ve fetal birliktelik boyunca besin maddesi
ve gaz aligverisi, antikor gecisi saglayan, hormon tlireten ve segici gegirgen Ozellik
gosteren plasenta dokusu olusur ve doguma kadar bir bariyer olarak gérev almaktadir
[10].



Blastosistin i¢ hiicre kitlesinde bu tiir fizyolojik ve morfolojik degisiklikler yasanirken
blastosdl ve embriyoblastlart ¢evreleyen trofoblast hiicreleri fotal zarlar1 ve plasentay1
olusturmaktadir. Plasenta gebelik boyunca pek ¢ok degisim gostermektedir [11,12]. Bu
degisimlerden en onemlisi implantasyonu saglayan trofoblast hiicrelerinin gebeligin 8.
giniinde iki farkli tabaka olusturmasidir; (a) sitotrofoblast tabakasi mononiikleer
hiicrelerden olusurken (b), sinsityotrofoblast tabakasi mitoz bdoliinme gegiren
sitotrofoblast hiicrelerinin hiicre sinirlar1 belirgin olmayan poliniikleer hiicrelerinden
olusmaktadir (Sekil 2.1.) [13]. Gebelik siiresince sitotrofoblast tabakasi kesintili hale
gelirken sinsityotrofoblast tabakasi da incelmektedir. Bunun sonucu olarak plasenta
dokusu ile gerceklesen anne ve fetiis arasindaki aligverisin miktar1 donemsel olarak
farklilik gostermektedir [14]. Bu degisimlerden kaynakli biyokimyasal ve molekiiler
etkilesimler gebelik sirasinda maternal arayiizden fetal arayiize gecen ksenobiyotiklerin

tehlike boyutu ile ilgili kesin bir bilgi sunulmasini engellemektedir [11].

Matemal kan
Fetal kan
" kapilleri Fetal kan
—t- Desidua
“+Maternal Sitotrofoblast
kan

Sinsityotrofoblast

Sekil 2.1. Plasenta yapisi ve EVT (Ekstravilloz trofoblast) yapisi, maternal ve fetal kan

arasindaki hiicre bariyerleri [15].

Plasentanin kotiledon olarak adlandirilan fonksiyonel birimleri koryon zarindan koken
almis villus igeren yapilardan olugmaktadir (Sekil 2.2). Villuslarin kor bolgesinde fetal
kilcal damarlarin endotel hiicrelerini barindiran bol damarli bir mezoderm, dista onu

cevreleyen sitotrofoblast hiicreleri ve en dista da sinsityotrofoblastlar bulunmaktadir [7].
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Sekil 2.2. Insan plasentanin ilk trimesterdeki yapisi ve hiicre tipleri [16].

Diger primat tiirlerine benzer olarak Homo sapiens plasentasindaki villuslarin lakunar
bosluklarda maternal kan ile direkt temas halinde olmasindan dolay1 hemikoryal tip ile
karakterize edilmektedir [14]. Bu tabakalasma ile plasenta dokusu kan-plasenta
bariyerini olusturmaktadir [17]. Ayrica insanlarda islevselligini kaybetmis olan
vitelluslu arkasindaki kiigiik bir kese halinde duran allantois koryonun yapisina
katilmaktadir. Bu nedenle Homo sapiens plasentasi ayrica koryoallontoik tip plasenta
olarak da adlandirilmaktadir [17]. Allantois kesesinden ¢ikan arteria umblicalis
damarlar1 plasenta aracilig1 ile fetlise temiz kan tasirken, fetiisten ¢ikan kirli kanin
filtrasyonu igin vena umblicalis damar1 Warton peltesi igerisine gomiilmiis halde gobek
kordonunu olugturmaktadir. iki arter ve bir venin bulundugu bu yapr maternal ve fetal

arayiiz arasinda madde aligverisine aracilik etmektedir [13].

Plasentada hormonlar implante olmus fetiisiin trofoblast hiicreleri ile diizenlenmektedir.
Bunlar; temel gebelik hormunu olan insan koryonik gonadotropin (B-hCG), progesteron

ve ostrojenlerdir [18].



Plasenta, fetiisii zararli etkenlere karsi koruyan segici gegirgen bir bariyer olarak kabul
edilse de ilag ve ila¢ metabolitlerinin pek cogu pasif difiizyon ile plasentay1r gecip
embriyoya ulasabilmektedir [13]. Plasentanin maternal ve fetal arayiizler arasindaki
madde tasinimi endotel tabakasi ve sinsityumlu trofoblast tabakasi arasinda
gerceklesmektedir. Sinsityotrofoblastlarin plazma zarinda tasiyici proteinler, enzimler
ve hormon reseptorleri bulunmaktadir [14]. Ksenobiyotiklerin maternal ve fetal gecisi
plasentadan gecen kan miktari, gebelik boyunca plasentanin ylizey alanindaki artis ve
yaslanmasindan kaynakli incelmesi, taginimda rol alan transfer proteinlerinin dagilimi
gibi maternal kaynakli degisimler ile etkilenmektedir. Bunlara ek olarak, ksenobiyotigin
aktarim boyunca konsantrasyonundaki degisiklikler, kullanilan madde ilag ise organik
yapisina bagli olarak lipofilikligi, iyonlagsma derecesi, afinitesi, molekiiler agirlig1 gibi
ozellikler ve gradiyentin pH derecesi gibi metabolizma degistirici faktorlerden de
etkilenmektedir. Fetiisiin gebelik boyunca biiylimesi ve metabolizma hizindaki artis da

transfer miktar ve hizin1 degistiren faktorlerdendir [19].

Gebelik boyunca maruz kaliman ksenobiyotiklerin transferi, fetiisii dogrudan
etkileyebildigi gibi plasenta dokusunun metabolizmasini degistirerek bebegi dolayli
yoldan da etkileyebilmektedir. Plasenta dokusunun dogru ve tam fonksiyonu tiim
gebelik siirecinde kilit nokta olarak rol almaktadir. Dokudaki herhangi bir disfonksiyon
fetal gelisimi geriletebilecegi gibi dogrudan engelleyebilmektedir. Bu sebeple
ksenobiyotiklerin absorbsiyonu, dagilimi, metabolize edilmesi, taginmasina aracilik

eden protein yapilarinin 1y1 anlagilmasi gerekmektedir.

Plasentada ksenobiyotiklerin tasiyici proteinler ile tasinimi, ATP baglayici kasetlerle
(ABC) gerceklesmektedir. Bu proteinler sinsityotrofoblastlarin apikal (maternal) ve
bazal (fotal) ylizeyinde bulunmaktadir [14]. Hiicre zarina gomiilii olan bu proteinler
ATP harcayarak hiicre icerisindeki eksojen kaynakli ajanlar1 konsantrasyonlarinm
azaltacak sekilde hiicre disina pompalamaktadir. Gebelikte ilaglarin farmakokinetigi
plasental tasinimda ABC protein ailesi ile diizenlenmektedir [20]. Bu protein ailesinin
tyeleri ti¢ grupta incelenmektedir. (a) P-glikoprotein (MDR1-2-3, ABCBI1) sinifi
yapilan immiinohistokimyasal c¢aligmalarla  gebeligin {i¢  trimesterinde de
sinsityotrofoblastlarin apikal ve bazal yiizeyinde ifade edildigi gosterilmistir [21]. P-
glikoproteinler substrat 6zgilinliigli olarak ¢cok genis bir spektruma sahiptir ve ilaglarin

fetal dokulardan maternal kan akisina dogru geri aliminda rol almaktadir [14], (b) Coklu



ilag direng proteinleri (MRP1, ABCC1) fetal arayiize ksenobiyotik gecisini engelleyerek
bariyer gorevi yapmaktadir. Literatiirde bu proteinlerin plasentadaki ¢alisma prensipleri
tizerine kesin bir bilgi bulunmamaktadir [20]. (c) Meme kanseri direngli proteinleri
(BCRP) sinsityotrofoblastlarin apikal yiizeyinde ve koryon villuslarinin fetal
damarlarinda ifade edilmektedir. BCPR’ler P-glikoproteinler gibi sitotoksik ilaglarin
fetal dokulardan geri alinimindan sorumludur. Substrat olarak organik iyonlar, negatif
ve pozitif yiiklii molekiiller, siilfat konjugatlar1 gibi bilesenleri genis 6zgiinliikle se¢ip
maternal arayiize aktarmaktadir [14,22]. C6ziinmiis maddelerin tasiniminda ise organik
anyon tasiyan polipeptitler (OATP), Ostrojen sentezine izin veren steroid siilfatlarin
tasinmasinda rol oynayan organik anyon tasiyicilar (OAT), monoaminler (serotonin,
dopamin, norepinefrin ve histamin) igin yiiksek bir afinite gosterip ve maternal kandaki
fazla konsantrasyonu diigiiren organik katyon tasiyicilar (OCTN1), hiicre dist
monoamin konsantrasyonlarini diizenleyip amniyotik sivi ve fetal dolasimda
homeostazin korunmasinda rol alan monoamin tastyicilar (Serotonin tasiyict (SERT),
norepinefrin tastyicilar (NET)) bulunmaktadir. Fetiisiin gelisiminde rol alan tiroid
hormonlar1 monokarboksilat tasiyicilar (MCT), DNA replikasyonu, vitamin
metabolizmas1 ve aminoasit sentezinde substrat olarak gerekli olan folik asit (B9
vitamini) ise folat tasiyicilar (FRa) ile maternal kandan plasentaya taginmaktadir
[14,23].

Fetal kapiller ve maternal kan arasinda madde aligverisinin yasandig1 bolge inceldiginde
ve burada emilimi saglayan mikrovilluslarin sayisinin azalmasiyla pasif difiizyon her

zamankinden daha ¢ok gergeklesmektedir [10].

Molekiiler boyutu ~600 Dalton agirligindaki ve lipofilik 6zellikteki antidepresanlar gibi
ksenobiyotik ve biyolojik molekiiller, pasif diflizyon ile plasentadan kolayca
gecebilmektedir [20]. Pasif difiizyon, antidepresan transferinin baslica mekanizmasi
olsa da aktif hiicresel tasinim ve plasental metabolizma gibi diger faktorler de
antidepresanlar arasinda goriilen gecis farkliliklarina neden olmaktadir. Bu nedenle
plasentanin yapisinda ve dolayisiyla islevinde meydana gelen degisimler ilacin fetiise

gecis oranini belirlemektedir [10].



2.2. In Vitro Calismalarda Plasenta Hiicreleri

Plasenta dokusunun arastirma amacl kullanimi igin elde edilmesinde ti¢ farkl yol tercih
edilmektedir. Sezaryen dogum yapan kadinlardan etik izin sonrasi plasenta dokulari
alinabilmektedir. /n vivo ortamdan almmus plasentadaki kani uzaklastirmak igin
oncesinde tampon ¢ozeltiler ile perfiize edilir ve bu sayede plasentadaki fonksiyonel
birim olan kotiledon yapis1 goriiniir hale getirilir. Kotiledon, maternal ve fetal kan
akisin1 taklit etmesi i¢in hazirlanmis tampon c¢ozeltilerin bulundugu iki farkl
rezervuarin baglandigi ortak bir bdlmeye yerlestirilir. Transferi veya toksisitesi
incelenecek ilag maternal kan akisini temsil eden rezervuara yiiklenmektedir. Ilacin
varligi sistemde izlenmektedir. Uygun tiim sartlar saglansa bile sistemin
stirdiirtilebilirligi laboratuvar ortaminda birkag¢ saat ile sinirlidir [24]. Bununla birlikte
plasentanin dogum siirecinde zarar gérmesi veya rezeksiyon sirasinda dokunun
metabolik olarak aktif olmamasi gibi ihtimallerden dolay:r perfiizyon kotiledon
modellerinden elde edilen veriler tam anlamiyla gercegi yansitamamaktadir. Modelle
ilgili bir bagka kritik nokta zamansal olarak fetiisiin ilk trimesterdeki ksenobiyotiklerle
kars1 karsiya kaldigi toksisitesiyle ilgili bilgi veremiyor olmasidir. Ayrica tasiyict ve
enzimlerin bireysel farkliliklar1 gebelik siiresince dinamik olarak degistiginden elde
edilen veriler gebelik siirecini tam olarak yansitamamaktadir [10]. Bu faktorlerin tiimii
gbz Oniline alindiginda perflize plasenta modellerinin biiylik bir dezavantaja sahip
oldugu ve deneysel verilerin 6nemli 6lglide kabul edilebilir olmadig1 diisiiniilmektedir
[25].

Plasenta dokusundan elde edilen primer sitotrofoblast hiicrelerinin kiiltiirii ile de in vitro
ortamda ¢alisilmast miimkiindiir. Petri kaplarinda uygun besiyeri ile inkiibe edilen izole
primer hiicreler in vivo ortamindaki gibi kiiltiir ortaminda da hormon salgilamaktadir.
Sitotoksisite ve hiicresel alim testlerinde kullanilabilen primer sitotrofoblast hiicreleriyle
calismanin bazi dezavantajlari  bulunmaktadir. Primer sitotrofoblast hiicreleri
kiiltiirlendiklerinde herhangi bir dis etki olmaksizin sinsityumlanarak sinsityotrofoblast
hale gelmektedir. Bu doniisiim hiicrelerin tutunduklar yiizeyde bosluklar yaratmaktadir.
Dolayisiyla transfer g¢alismalarindaki onemli bir kriter olan tek tabakayi olusturup
gercek bir bariyer olarak gorev yapamamaktadir. Diger bir dezavantaj ise primer
sitotrofoblast hiicrelerinde tekrarlanabilir hiicre popiilasyonu elde edilemedigi igin
alinan veriler istatistik agisindan anlam tasimamaktadir [14]. Perflize doku ve primer

kiiltiir yontemleriyle karsilastirilacak olursa dliimsiizlestirilmis hiicre hatlar1 kullanilarak



yapilan ¢alismalar biiyiik avantaj saglamaktadir. In vitro ¢alismalarla pasajlanabilen ve
pasajlandig1 takdirde morfolojileri degismeyen hiicre hatlari elde edilmistir. Gebe
koryokarsinomundan tiiretilen hiicre hatlar1 arasinda BeWo, JEG-3 ve JAr hiicreleri
bulunmaktadir. Bu hiicre hatlarinin morfoloji ve biyokimya o6zelliklerinin normal
trofoblastlarla karsilastirilmasi i¢in kapsamli ¢alismalar yapilmaktadir [24,25]. Plasenta
dokusunda nadir olarak rastlanan malignant timor tipi olan koryon epitelyoma anormal
olarak hamilelik sonrasinda yiiksek miktarda gonadotropin hormonu sentezlemesiyle
karakterize edilmektedir. Histolojik incelemelerde bu tiimoriin farklilasmamis ve tek
cekirdekli halde bulunan sitotrofoblast hiicreleri oldugu anlasilmistir. Proliferasyon
yeteneginin  fazla  olmasi, ¢ok ¢ekirdekli  sinsityotrofoblast  hiicrelerine
doniistiiriilebilmesi ve hamilelikte bir belirte¢ olarak kullanilan B-hCG hormonunu
sentezlemesi bu hiicrelerin Oliimsiiz hale getirilip in vitro ortamlarda kullanimin
avantajli hale getirmistir. BeWo hiicreleri olarak adlandirilan bu hiicreler, plasenta
dokusundaki trofoblast hiicrelerinin morfolojik ve biyokimyasal 6zelliklerini hormon
sekresyonu ve birkag tip interlokinin dahil oldugu sitokin ifadesi ile gostermektedir
(Cizelge 2.1). Insan plasentasindan izole edilen ve ilk kez 1968 yilinda Pattillo ve Gey
tarafindan Oliimsiizlestirilen BeWo hiicreleri yaklasik 40 yildir plasenta dokusunu
yansitmast amactyla in vitro ¢alismalarda siklikla tercih edilmektedir [14,26]. BeWo
hiicreleri ¢ogaltildiklar1 ortamda kiimeli iireme tipine sahiptir. Olusturduklari hiicre
kiimelerinin apikal yiizeylerinde ise yogun miktarda mikrovilluslara sahiptirler. Bu
sayede elektrik akimiyla yapilan gecirgenlik testlerinde transepitelyal direng
gostermektedir ve paraseliler maddelerin transfer miktariyla plasenta bariyerini
yansittigr kanitlanmistir. Hiicrelerin gosterdigi bu direng hiicreler arasindaki siki

baglantilar ile desteklenmektedir [14].

BeWo hiicreleri kiiltiir ortaminda disardan uygulanan forskolin maddesiyle
sinsityumlanarak sinsityotrofoblast hiicre 6zelligi kazanmaktadir. Forskolin, hiicreigi
sinyal aktariminda kullanilan ikincil habercileri (cAMP) indiiklemektedir [27]. Bu
sayede ilk trimesterdeki sitotrofoblast hiicrelerinin morfolojik ve biyokimyasal
ozelliklerini gosteren BeWo hiicreleri olgunlasarak gebeligin son trimesterindeki
sinsityotrofoblastlara doniismektedir. BeWo hiicrelerinin sinsityumlanarak flizyon hale
gelmesi (sinsityotrofoblast) sinsitin-1 ve sinsitin-2 gibi zarf proteinlerinin plasentaya
Ozgii reseptorler ile etkilesime girmesiyle gergeklesmektedir (Sekil 2.3). Forskolin

maddesinin uygulanmasi da bu zarf proteinlerinin ifadesini arttirmaktadir. Proteinler ile



etkilesime giren reseptorlerin miktarindaki diisiis ise dogru orantili olarak hiicrelerin
flizyonunu azaltmaktadir. Bu kosullar altinda BeWo hiicreleriyle ¢alismanin en biiyiik
avantaji erken ve ge¢ gebelik donemindeki trofoblast hiicrelerinin farklilastirilarak tek
bir hiicre hatt1 ile yansitilabilmesidir. BeWo hiicrelerinde madde tasinimi ise in vivo
plasenta dokusuna benzer olarak P-glikoprotein, MRP-2, BCRP, MDR1-3 ve SERT
reseptorleri ile ger¢eklesmektedir [14].

Sitotrofoblast e L Sinsityotrofoblast

Maternal

Sekil 2.3. Villus yapisindaki sitotrofoblast hiicrelerinin forskolin uygulanmasi ile

sinsityotrofolast hiicrelerine farklilagmasi [28].

BeWo hiicrelerinin enzimatik reaksiyonlar1 genelde karacigerde bulunan sitokrom P450
enzim ailesi ile gergeklesmektedir. Ekstrahepatik sitokrom P450 enzimleri (CYP)
plasenta dokusundaki ksenobiyotiklerin biyotransformasyonunu saglayan Faz I ve Faz
I reaksiyonlarinda gorev almaktadir. Plasentada bulunan CYP enzimleri gebeligin ilk
aylarinda daha fazla ifade edilirken ilerleyen donemlerde miktar1 azalmaktadir.
Plasentadaki ekstrahepatik CYP ifadesi karacigere kiyasla olduk¢a azdir ve in vitro
ortamda da buna bagli olarak daha az ifade edilmektedir. Fakat ksenobiyotik
sitotoksisitesi ¢alismalarinda in vivo plasenta dokusunu yeterli miktarda yansitmaktadir
[14]. Plasentadan izole edilen hiicrelerde, detoksifikasyon saglayan CYP4B1 ve CYP19
enzimleri bulunmustur. Bu enzimler ayrica steroid aromataz olarak gorev yapip
androjenlerden Gstrojen iiretimini saglamaktadir. Bunun disinda CYP1Al1, CYP1B1
CYP2E1 ve CYP3A enzimleri de plasentada ifade edilmektedir. BeWo hiicreleri ise
plasenta dokusuna benzer olarak CYP19, CYP1Al ve CYP3A4 enzimlerini ifade
etmektedir. Plasentadaki CYP enzim miktarmnin azhigi Faz I ve Faz II reaksiyonlarinin
yeterli miktarda gerceklesmemesine sebep olmaktadir. Bu durum metabolit

aktivasyonunu diisiirmediginden fetotoksisitede gozardi edilmemektedir. Bu durum
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cesitli teratojenik bulgular yaratmakta ve anormal intrauterin bilylime geriligi ortaya

¢ikarmaktadir [29].

Cizelge 2.1. BeWo hiicrelerinin 6zellikleri [14].

Frogestenan

Insan koryonik genadotropin (HZG-B),
Insan plasentsl lakfojen {HPL) {Insan koryonik
Somatomammotropin)

Oisfrapen, dstron, dstriol, dstradiol.

Immunoperoksidaz boyamna da keratin igin pozitiftir.

Frogesteron
Insan koryonik genadotropin (HZG-8),
Insan plazentsl laktojen [HEL) {Insan koryonik

Somatomammotroping
Distrojen, astron, dstriol, dstradiol.
Keratin

JEG-3 ve JAr hiicre hatlar1 ise gebe koryokarsinomundan elde edilmistir. JEG-3
hiicreleri  kiiltlir ortaminda sinsitiyotrofoblastlarin  biyolojik ve biyokimyasal
ozelliklerini  gdstermelerine ragmen, sitotrofoblast hiicrelerine 06zgli  olarak
mononiikleerdir ve forskolin maddesinin uygulanmasiyla poliniikleer forma
dontisememektedir. JAR hiicreleri ise sitotrofoblast hiicrelerine benzemektedir. Bu iki
hiicre hattinda ortak olarak belirlenen tasiyicilarin (P-gp, MRP, BCRP) ifadelerinde
miktar olarak farkliliklar bulunmaktadir. Ayrica hiicrelerin tek tabaka olusturup transfer
caligmalarinda kullanilabilmeleri iizerine literatiir bilgileri kisithidir ve genisletilmesi

gerekmektedir [14].

2.3. Endotel Hiicre Ozellikleri ve HUVEC Hiicre Hatti

Damarlar histolojik farkliliklarindan 6tiirii en dista tunika adventisya, ortada tunika
media ve liimene en yakin bolgede tunika intima olarak adlandirilmaktadir. Tunika
intima bolgesi liimene gore igten disa endotel hiicre tabakasi, bazal lamina ve
subendotel tabaka olarak {i¢ boliime ayrilmaktadir. Endotel hiicreleri islevlerine gore
bulunduklar1 dokularda yapisal farkliliklar gostermektedir. Hiicrelerin arasindaki siki
baglantilarin yogun oldugu ve madde gecisinin pinositotik vezikiiller aracilifiyla az
miktarda gerceklestigi kapiller sistemi siirekli (fenestresiz, kesintisiz) kapiller olarak
adlandirilmaktadir. Plasenta gibi kan ile aralarinda bariyer olan yapilarda siirekli
kapiller goriilmektedir [30]. Endotel hiicrelerinin hiicre-hiicre ve hiicre-hiicreler arasi
madde etkilesimleri sayesinde doku biitiinliigiiniin korunmasi1 ve sinyalizasyonu

saglanmaktadir.

11



Siki1 baglantilarla biraraya gelmis endotel hiicrelerinin esas islevi damar igerisindeki
vaskiiler biitiinliigli saglayarak gecirgenligi azaltmaktir. Bununla birlikte saglikli bir
damar yapisinda endotel hiicreleri antitrombotik islev gostererek pihtilasmay1 ve
trombosit yapismasimi engellemektedir. Endotel tabaka biitiinliigiiniin bozuldugu
bolgelerde ise pihtilasma saglanmaktadir. Bu sadece endotel hiicrelerinin
sitoplazmasinda bulunan Weibel Palade graniilleri igerisindeki von Willebrand
faktorlerinin yardimiyla gergeklestirir. Von Willebrand faktorleri kan kaybini azaltacak
trombiis olusumunu meydana getirmektedir [31]. Kisaca endotel hiicreleri saglikli kan
akist i¢in pithtilasmay1 engellerken bunun aksinin gergeklestigi durumlarda pihtilagsmay1

saglayarak homeostazi korumaktadir.

Endotel hiicrelerinin bir diger gérevi damar yapisinda morfolojik farkliliklar yaratarak
kan akis hizin1 degistirmektir. Nitrik oksit (NO) ve prostosiklin (prostaglandin-12 )
salgilayarak vazodilator etki yaratip damar ¢apinda daraltma meydana getirmektedir.
Vazokonstriiktor etki i¢in ise trombosit aktive edici faktér (PAF) ve endotelin-1
salgilayarak damar g¢apindaki genislemeyi arttirmaktadir [32]. Bu sayede doku ve
organlar ihtiya¢ duydugu kan seviyesine damarlarin genislemesi veya daralmasiyla

ulasabilmektedir.

Endotel hiicreleri sahip olduklar yiizey reseptorleri ile vaskiilogenez ve anjiyogenez
olarak adlandirilan iki siirecin  ger¢eklesmesinde Onemli rol oynamaktadir.
Vaskiilogenez damar olusum basamaginin ilk adimidir [33]. Intraembriyonik ve
ekstraembriyonik  kan  damarlarinin  olusumu aym1  embriyonik  donemde
gerceklesmektedir. Ilkel kan adaciklarmm olusturacak prekiirsdrler ekstraembriyonik
visseral mezoderm (siplanik) icerisindeki mezensimal hiicrelerdir. Mezensimal hiicreler
farklilagarak hematopoietik kok hiicreler ve anjiyoblast hiicrelerini olusturmaktadir.
Hematopoietik kok hiicreler kan adacaklarini olustururken, anjiyoblastlar endotel
hiicrelere farklilasmaktadir. Aymi sekilde gobek kordonu igerisindeki mezensimlerin
farklilasmasiyla olusan anjiyoblastlarin sefalik yonde hareketiyle ilkel kan damarlari
olusmaktadir. Ekstraembriyonik ve intraembriyonik damarlarin yogunlasip biraraya
geldigi bolgelerde embriyo ve maternal arasinda ilk plasenta taslagi goriilmektedir [13].
Vaskiilogenezde primer kapiller pleksusun olusumu implante olmus embriyonun
trofoblastlarinca salinan ¢esitli bitylime faktorleri araciligiyla ger¢eklesmektedir [34].

Bunlar; Vaskiiler Endoteliyal Biiylime Faktorii (VEGF-A, VEGFR-1, VEGFR-2) ve

12



neuropilin-1’dir. Yukarida bahsedilen indiiklenmelerde reseptor veya VEGF eksikligi
sonucu hematopoiez olusumu ger¢eklesememektedir. Dolayisiyla kan hiicrelerinin
olusumu ve endotel hiicrelerinin farklilagsmasi engellenirse damar olusumu da olumsuz
yonde etkilenmektedir. Bunun sonucunda embriyoda malformasyon veya erken 6lim

goriilebilmektedir [35].

Calismada kullanilan HUVEC hiicreleri 1988 yilinda Hideyuki Ide ve arkadaslari
tarafindan oliimsiizlestirilmis ve in vitro ¢alismalar igin primer hiicrelere kiyasla uygun
hale getirilmistir. Primer HUVEC hiicreleri gobek kordonu venlerinden izole edilip
kiiltiire edildikten sonra Polyomaviridae familyasindan Simian viriisii (SV40) ile
transdiikse edilmistir. Bu sayede hiicrelere viral yontemle aktarilan rekombinant DNA,
genoma entegre olmus ve protoonkogenlerin uyarimi ile hiicreyi Oliimsiiz hale
getirmistir [36]. Hiicrenin in vitro ¢alismalarda yiiksek proliferasyon gostermesi, kolay
pasajlanmasi ve pasajlandiginda karakteristik Ozelliklerini yitirmemesinden dolay1
siklikla tercih edilmektedir [37]. Ayrica HUVEC hiicreleri, dolagim sisteminde bulunan

endotel hiicrelerine biyolojik olarak en ¢ok benzerlik gosteren hiicre tipidir [32].

Vaskiiler endotelyal hiicre 6zelliklerini tastyan HUVEC hiicreleri su, ¢oziinen maddeler,
elektrolitler i¢in kan ve altta yatan dokular arasinda gecisi i¢in segici bir bariyer olarak
kritik bir rol oynamaktadir. Endotel hiicreler bu 6zellikleriyle plasenta bariyerine katki
saglamaktadir. Bu  hiicreler, vaskiiler bozukluklarin  fizyolojisinde, doku
miihendisliginde biyomateryalleriyle ve farmosotik caligmalarla birlikte azoregiilasyon,

pihtilagma, fibrinoliz, ateroskleroz ¢alismalarinda kullanilmaktadirlar [38].

HUVEC hiicrelerini, von Willebrand faktorii ve endotele 6zgli yapisma molekiili,
CD31 gibi endotel hiicresine 06zgii belirteglerin ifadesi, biiyiime faktorleri igin
reseptorlerin ifadesi, sitokinler, vazoaktif ligandlar ve vaskiiler endotelyal bilylime
faktorii (VEGF), fibroblast biiyiime faktorii (FGF) i¢in doniistiiriicii sinyal yollari,
transforme edici biiyiime faktorii-p, tiimor nekroz faktorii (TNF) ve anjiyotensin II de
dahil olmak iizere dogal vaskiiler endotel hiicrelerinin neredeyse tiim o6zelliklerini
tasimaktadir [39]. Ug boyutlu in vitro calismalarda olusturulan sferoidlere HUVEC
hiicrelerinin destegi ile vaskiiler ag modelli yapiya katilarak sferoidin in vivo ortamina

daha yakin bir sekilde bitylimesine izin vermektedir [2,33].
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2.4. 1ki ve U¢ Boyutlu Hiicre Kiiltiirii Sistemleri

Geleneksellesmis iki boyutlu hiicre kiiltiirtine kiyasla, ii¢ boyutlu hiicre kiiltliriiniin
sagladigi doku taklidi ¢esitli yonleriyle One ¢ikmaktadir. In vitro caligsmalarda
incelenilen tiim hiicreler icin ortak bir siire¢ gegerlidir. Bu siire¢ hiicrenin boliinmesi,
olgunlagmasi ve Sliimiinii kapsayan mekanizmalar biitiinli olarak ifade edilebilir. Tim
bu karmasik biyolojik siireci kapsayan arastirmalar hiicre-hiicre ve hiicre-HDM
etkilesiminin maksimum verim ile elde edilebildigi yontemlerde anlamlilik
kazanmaktadir. Sitoloji ¢aligmalarinda dogru hiicre se¢imi kadar dogru nis se¢imi de
onemlidir. Bu sebeple hiicrelerin sert bir zemine tutunarak adherent bir sekilde
cogaldig1 ortamlardansa hiicrelerin HDM bilesenleri ile etkilesimde oldugu ortamlar
hiicresel davranis catis1 altinda 6n planda tutulmaktadir. Ug boyutlu hiicre kiiltiirlerinde
hiicrelerin canli organizmalarda yasanan dinamiklerini yansitan pek ¢ok parametre

bulunmaktadir [40].

Tek tabakali ve homojen olarak kiiltiire edilen hiicre arastirmalarindan sonra hiicre
cogalmasi, hiicre gogli, sinyallesme, farklilagma gibi igerisinde karmasik biyolojik
siiregler barindiran arastirmalarin {i¢ boyutlu hiicre kiiltiirlerinde incelenmesinin
bilimsel agidan daha doyurucu oldugu goriilmiistiir. Canli organizmalardaki dokuya
0zgili dinamik nis ve hiicrenin ¢evresiyle etkilesimlerinin en dogru sekilde yansitiimasi
icin in vitro ortamlarda bu simiilasyonu ancak hiicrelerin kendiliginden irettigi HDM
veya HDM’nin bilesenlerini taklit edebilecek yapay iskele kullanilarak
olusturulmaktadir.  Hiicrenin doku biitiinliigiinde destek aldig1 dogal matriks
elemanlarin1 yansitan biyolojik ve fizyolojik olarak uyumlu sentezlenmis yapay
iskeleler ii¢ boyutlu hiicre kiiltiirtinde siklikla tercih edilmektedir. Bununla birlikte ii¢
boyutlu hiicre kiiltiirtinii olusturmanin bir diger yolu ise iskele kullanmadan ve
hiicrelerin iki boyutlu hiicre kiiltiiriniin aksine tutunacaklar1 bir substrat olmadan -
kendiliginden- biraraya gelmesidir. Bu iki yontem tamamen ortaya konulan hipotez ve
ama¢ dogrultusunda birbirinin 6niine gegmektedir. Kemik ve kikirdak gibi sert doku
biitlinliigii goriilen ve hiicre bazinda incelenen aragtirmalarda iskeleli kiiltiirler tercih
edilirken, mide, beyin ve plasenta gibi yumusak dokulardaki in vivoya en yakin ifadeler
hiicrenin kendiliginden biraraya geldigi ve mikro doku olusumuna ydnlendigi
modellerde incelenmesi daha uygun olmaktadir. Ug boyutlu hiicre kiiltiirii bu anlamda
hiicreler i¢in mekanik, kimyasal ve yapisal anlamda hiicreleri destekleyici yoniiyle one

cikmaktadir [41,42].
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Hiicrelerin kiiltiire edilecegi ideal iskele Ozellikleri su sekilde siralanmaktadir; iskele
yapisini  olusturan malzemelerin hiicreler iizerinde toksik etkisinin olmamasi
gerekmektedir. Iskele in vivo ortam igin biyouyumlu aym zamanda biyobozunur
olmalidir. Hiicrelerin iskeleye tutunmasi ve go¢ hareketini yapabilmesi i¢in uygun
yapisma Ozelliklerine sahip ve metabolitlerin, atiklarin, besin maddelerinin difiizyonu
icin uygun por biiyiikliigiinde sentezlenmelidir. Bu sayede biyolojik ortamin taklidi
saglanmis ve hiicrelerin in vivo ortamina yakin nis saglanmaktadir [43]. Olusturulacak
iskele temelinde dogal veya sentetik polimer malzemelerden elde edilebilmektedir.
Dogal iskeleler kollajen, jelatin gibi hiicre HDM bilesenlerini barindirmaktadir. Sentetik
iskeleler ise poliamid, polivinilalkol, polyester gibi ticari malzemelerden olugsmaktadir.
Olusturulan iskeleler temel malzemesine gore hidrojel, matrijel, kriyojel, nanolif veya

seramik yapisinda amacina uygun olarak kullanilmaktadir [41].

Ucg boyutlu hiicre kiiltiirii ortamlarinda mikro dokular, hiicrelerin tutunma yiizeyi en aza
indirilerek dolayisiyla iskele destegi olmadan ve kendiliginden biraraya gelme
yetenekleriyle olugsmaktadir (Sekil 2.4.). Hiicrelerin sahip oldugu adhesif ve kohesif
kuvvetler tabakalagsma yaratarak hiicrelerin birarada bulunmasini saglamaktadir. Bu
sekilde olusan mikro dokularin temeli Diferansiyel Adezyon Hipotezi (DAH) olarak
adlandirilmaktadir. Hiicrelerin sahip oldugu bu ¢ekim kuvvetleri olusan mikro dokunun
periferinde veya merkezinde yer almasina gore yon vermektedir. Kohesif kuvveti
yetersiz hiicreler mikro dokunun periferine yerlesirken, kohesif kuvveti fazla olan
hiicreler mikro dokunun merkezinde bulunmaktadir. Bu iki karakteristik 6zellik diginda
hiicrelerin yiizey yapisma molekiilleri ve hiicre iskelet elemanlarinin etkisiyle olusan
biyomekanik 6zellikleri de mikro doku olusumunda 6nemli bir role sahiptir [44]. Sekil
2.5 ve Sekil 2.6’da sferoid tabaklarina goére sahip olduklar1 heterojen gradiyent

gosterilmistir.
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Sekil 2.4. Sferoid olusumu ve ortak kiiltiirlerde endotel hiicre kullanimiyla goriilen

vaskiilerize edilmis doku [2].

Mikro doku olusumunu saglayacak ii¢ farkli yontem bulunmaktadir. Zorla yilizdiirme
teknigi, hiicrelerin tutunamayacagi non-adheziv yiizeylerde hiicreler kendiliginden
biraraya gelerek mikro dokular olusturmaktadir. Asili damla tekniginde, yaklasik 20
pL’lik hiicre siispansiyonlar1 bir yiizeye damlatildiktan sonra diizenek ters ¢evrilerek
mevcut damlanin igerisindeki hiicrelerin ylizey gerilimi sayesinde kendiliginden bir
araya gelmesi saglanmaktadir [45]. Son olarak yiizdiirmek teknigiyle mikro doku
olusumunda ise biyoreaktorlere alinan hiicrelerin reaktor igerisindeki pervane ile
yoriinge yaratilmasi sonucu veya reaktorlerin direkt santrifiij edilmesiyle bir itme-
¢ekme kuvveti yaratilip mikro dokular olusturulmaktadir [46]. Bu ii¢ teknigin ortak
noktasi hiicrelerin tutunduklar1 yapiskan bir yilizey olmamasi ve genelde dondiiriicii bir

etkisinin olmasidir [47].

Ug boyutlu kiiltiir sistemlerinde hiicrelerin salgi maddeleri, hiicre yiizey proteinleri,
ifade ettikleri gen diizeyleri, sinyalizasyon, proliferasyon, metabolik ve morfolojik
gelisimleri iki boyutlu kiiltiir sistemine gore in vivo sistemi daha iyi yansitmaktadir ve
son yillarda pek cok arastirmaci tarafindan siklikla tercih edilmektedir (Cizelge 2.2)
[48].

Uc boyutlu hiicre kiiltiiriinde iskeleli veya iskelesiz ortamda olusturulan mikro
dokularin ilag direncinin 2 boyutlu sistemlere gore daha fazla olmasi ilag gelistirmede

ve uygun doz belirlemede uygun yanit vermektedir [49].
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In vivo ortami daha yakindan yansitan modeller tedavi yamitlarinin incelenmesi ve

mevcut tedavileri iyilestirmek adina biiyiik kolaylik saglamaktadir [50].

Cizelge 2.2. iki ve ii¢ boyutlu hiicre kiiltiiriiniin karsilastiriimas1 [51-54].

Avantajlar Dezavantajlar

1. Maliyeti diistiktiir. 1. Tek tabakali hiicre morfolojisi orijinal

2. Zengin literatiir igerigi mevcuttur. doku yapisina benzememektedir.

3. Uygulanacak analizlerin protokolleri | 2. Hiicreler sert ve diiz zemine
belirlenmis ve yaygin sekilde tutundugundan fenotipik agidan

. kullanilmaktadir. yetersizdir.
Iki Boyutlu Hiicre 3. Invivonun aksine oksijen, besin ve
Kiiltiirii metabolit gibi bilesenlerin alimi
homojenite gosterir.

1. Hiicre-hiicre-HDM baglantisi vardir. | 1.  Maliyetlidir.

2. Her yone hiicre ¢gogalmasiyla 2. Goriintilleme ve karakterizasyon
korunmus morfoloji ve fenotip teknikleri zor ve tecriibe gerektirir.
goriiliir. 3. Mikro doku boyutuna bagli olarak

3. Tiimor dokusu mikro ortam taklidi kor bolgesinde iskemi goriilebilir.
yaratilir. 4. Biiyiik olcekte iiretimler i¢in

4. Sferoidlerde HDM iiretimi iskele ile standardizasyon zayiftir.
desteklenen kiiltiire oranla daha fazla | 5. Mevcut ticari testler yetersizdir.
goriiliir. 6. Kompleks matriks yapisinin

5. Hiicre sayisina baglh sferoid optimizasyonu zordur.
¢apr/hacmi kontrol altinda
tutulabilir.

6. Pro-anjiyojenik faktor tiretimiyle

Uc¢ Boyutlu Hiicre aniyogenez | ndiksiyonu, . .
Kiiltiirii ?I’e-.vaéklile"n%asyon sinyalleri
iiretimi goriiliir.

7. Bariyer doku olusturmada in vivo’ya
yakin sonuglar elde edilir.

8. Difiizyon  gradiyentinde  kiiltiir
kosullariin dinamik kontrolii
saglanir.

9. Hiicrelerde in vivo doku gibi oksijen,
besin ve metabolit gibi bilesenlerin
alim1 heterojenite gosterir.

10. Uzun vadeli kiiltiirasyona olanak
tanir.

11. Farkli hiicre tiplerinin ortak kiiltiirii

yapilabilir.
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Uc boyutlu hiicre kiiltiiriinde sferoid olusturmak igin gelistirilen materyallerden biri de
Petri Dish®’lerdir. Morgan ve arkadaslar1 tarafindan iiretilen Petri Dish® kaliplari
plastik yapida ve iizerinde homojen bosluklar bulunan malzemelerdir [3]. Uzerlerine
isitilmis  agaroz dokiildiikten sonra oda sicakliginda polimerlesen agarozun elde
edilmesiyle hiicrelerin iskelesiz ortamda mikro doku olusturacagi non-adhesiv bir ortam
olusturmaktadir. Belirlenen hiicre sayisi ekimi ile kontrol edilebilen sferoid hacim ve
capt (100-500 uM) Petri Dish® kaliplarin1 kullanmakta biiylik bir avantaj
saglamaktadir. Bunun haricinde kaliplarin otoklavlanabilmesi sterilite kosullarina uyum
saglamaktadir. Agaroz jel iizerine primer hiicre, kok hiicre veya kanser hiicresi gibi
farkli 6zellikteki hiicreler ekilebilecegi gibi, birden fazla hiicre birarada ekilerek ortak
kiiltiir ¢alismalari yapmak miimkiindiir [55]. Birden fazla hiicrenin biraraya getirilip
doku biitlinliigiinii miimkiin olabildigince yansittigindan bu teknik son yillarda bilimsel

makalelerde yer almistir.
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Sekil 2.5. Sferoid tabakalarina goére oksijen seviyesi ve pH degisikligi [56].
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Sekil 2.6. Sferoid tabakalarina gore gaz, atik ve besin miktarlart [57].

2.5. Gebelikte Antidepresan Kullanimi

Uluslararasi ¢aligmalar depresyonun biiyiik cogunlugunun dogurganlik siireglerini igine
alan 18-44 yas araligindaki kadinlarda goriildiiginii belirtmektedir. Bu siireclerin
temelinde hormonal, biyolojik ve psikososyal degisimlerin yasanmasiyla birlikte kaygi
ve stres olusturabilecek birgok etkenle karsilagilmaktadir. Gegmis yillarda gebelik
donemi “‘psikiyatrik bozukluklar i¢in koruyucu bir siire¢’” olarak goriiliirken,
bahsedilen etkenlerle birlikte giiniimiizde bu goriis artik kabul gérmemektedir. Kisaca
gebelik, kadinlarin yasaminda genelde en yiiksek endise, stres, kaygi bozuklugu ve
depresyon goriilen bir siirectir. Bu nedenle yasanan depresyon hali fetiis {izerinde
postpartum depresyona sebep olacak sekilde etkileyebilmektedir. Gebelikte depresyon
hali goriilme sikligt %12-36 olarak degisiklik gostermektedir ve bu sikayetle
doktorlarina bagvuran gebelerin %8-10 kadar tedavi icin antidepresan ilag ile tedavi
edilmektedir. Diinya capinda receteli olarak satilan antidepresanlar kullanilan en yaygin
ilag grubudur ve antidepresanlar arasinda kullanimina en sik rastlanilan ilag¢ (%10) 1988
yilinda piyasaya siiriilen segici serotonin geri alim inhibitorleri (SSRI)’dir [1,58,59].
SSRI antidepresan grubu ilaglar arasinda; Fluoksetin, Sertralin, Paroksetin, Sitalopram,
Essitalopram, Fluvoksamin, Venlafaksin ve Vortioksetin bulunmaktadir [60]. SSRI'larin

etki mekanizmasi serotonin (5-HT) geri alim tasiyicisina (SERT) baglanarak serotoninin
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presinaptik noron tarafindan yeniden alimimi engelleyerek sinaptik yarikta serotonin

seviyelerinin artigini saglamaktir [59].

Plasentanin islevsel birimi olan trofoblastlarin SSRI ile maruziyetinde, trofoblastlarin
invazyonu, utero-plasental arterlerin yeniden yapilandirilmas1 ve trofoblastlarin
farklilagmasi dahil ¢esitli siirecleri etkileyebilmektedir. Bunun sonucunda erken dogum,
diisiik dogum agirligi oranlarinda artis ve noro-davranissal rahatsizlik, gerilemis fetal
gelisim, intrauterin biiyiime kisitlamalar1 ve preeklampsi goriilebilmektedir. Bu durum,
gebelikte risk olusturabilecek antidepesanlarin kullaniminin onayr konusundaki
endigeleri arttirmigtir ve gelecek nesillerin sagligi icin arastirmalarin genisletilmesi
gerektigini vurgulamaktadir [61]. Gebelik sirasinda kullanilan ilaglarin plasenta araciligi
ile fetlise aktarilmasi, fetlisiin postnatal ve embriyonik gelisimi lizerindeki etkileri
nedeniyle son 10 yildir diinya ila¢ diizenleme ve halk saglig: ile ilgilenen kurumlarca

incelenmektedir [10].

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

maruziyetinin plasentaya etkileri literatiirde hala tartismalidir.

2.6. Brintelliks ve Etken Maddesi VVortioksetin

Britelliks ilaci, antidepresan Ozelligini daha etkili bir sekilde gdstermesi amaciyla
sentezlenen yeni bir ilagtir . Geleneksel SSRI tipte ilaclardan farkli olarak, sinaptik
yariktaki serotonin siddetini arttirmak amaciyla, SSRI ve 5-HT1A reseptor agonisti bir
araya getirilerek serotonin (5-HT) geri alim tasiyicisi inhibe edilmis ayni zamanda 5-
HT1A reseptorii uyarilmistir. Molekiile daha sonraki asamada serotonin alimi disinda
diger norotransmitter reseptorlerinin inhibisyonu ile 5-HT3 reseptor antagonisti
eklenmistir. Bu sayede ilacin bilissel islevlerle néron yollar1 giiclendirilmistir. Coklu
etkiye sahip olan Brintelliks sentezlenmesi amaciyla 5-HT1A agonisti, 5-HT3
antagonisti, 5-HT1D antagonisti, 5-HT1B parsiyel antagonisti ve 5-HT7 antagonist
reseptorleri de molekiile ilave edilmistir. Ilag hem serotonin geri aliminin inhibisyonu
hem de serotinin geri bildirim mekanizmasimin etkisizlestirilmesiyle karakterize
edilmektedir ve coklu serotonerjik mekanizmayr modiile etmektedir. Rekombinant

hiicre hatlar1 kullanilarak in vitro kosullarda reseptér baglanma afinite caligmalari
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yapilmis ve bulunan afinite degerlerinin farkli sistemlerde (serotonerjik, dopaminerjik,

noradrenerjik gibi) ndrotransmisyonu diizenledigi gosterilmistir [62—64].

Brintelliks’in etken maddesi olan Vortioksetin ABD Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA)‘dan
onayli olarak satisa sunulmustur [65]. Vortioksetinin ¢oklu sistemlerde (serotonin,
norepinefrin, dopamin, asetilkolin, histamin, glutamat ve gama-aminobiitirik asit
sistemleri) norotransmisyonu modiile ederek antidepresan etki gostermesi Major
Depresif Bozukluk ile karakterize edilen duygu durum ve bilis ile ilgili bozukluklarda

yer alan karmasik sinir aglarin1 diizenlemektedir [4].

Vortioksetinin farmakolojik aktivitesine katkisi ¢ok az olan kan dolagimindaki
metabolitleri Lu AA34443 ve Lu AA39835°dir. Fakat serotonin reseptorlerine
baglanmadiklarindan farmakolojik olarak inaktiftir [4]. Vortioksetin, Tiirkiye’de ¢ok
yakin bir zamana kadar recetesiz olarak satilmis oldugundan ila¢ maruziyetinin
sonugclarini arastirmak ve bu konudaki ¢alismalarin desteklenmesi 6zellikle tilkemiz i¢in
biiyiik 6nem tasimaktadir. Vortioksetin, bis-aril-siilfanil amin sinifina dahil olup, 1-[2-
(2,4-dimetilfenil-siilfanil-fenil)-piperazin] ~ kimyasal  yapisiyla ~ Sekil  2.7.’de
gosterilmektedir. 298,45 g/mol agirliginda ve C18H22N2S-Hbr molekiil formiile sahiptir
[65]. Vortioksetin plazma proteinlerine yiiksek oranda baglanmakta (%99) ve
metabolizmasinda coklu sitokrom P450 (CYP2D6) izoenzimleri rol almaktadirlar.
Neredeyse tamamu karacigerde metabolize edilen Vortioksetin oksidasyon yoluyla P450
enzimleri ve daha sonra idrar difosfat glukuronosiltransferaz ile gergeklestirilmektedir.
[lacin yarilanma dmrii 66 saat olarak belirlemistir ve ortalama biyoyararlanimi %75
olarak bilinmektedir [4]. Ilag gebelikte C kategorisinde yer almaktadir. Gebelerde
Vortioksetinin  etkilerini igeren bir ¢alisma yapilamadigi i¢in yeterli veri
bulunmamaktadir ve yapilan az sayida hayvan deneyleri ise fetiis iizerinde olumsuz etki
yaratabilecegi yoniindedir. Tez ¢aligmasinda sitotoksisitenin in vitroda plasenta modeli

ile arastirmas1 amaglanmaktadir.

o

[Nj CH;
N
H

Sekil 2.7. Vortioksetin molekiiliiniin kimyasal yapisi [4].
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2.7. Epitelyal (E)-Kaderin

Hiicrelerin ii¢ boyutlu bir yap1 kazanarak birarada bulunmasi ve HDM ile bir biitiin
halinde bulunabilmesi igin birtakim baglantilar olugsmaktadir. Hiicreleri birbirlerine
kenetlenmesini saglayan baglanti gesitleri; siki baglantilar (Zonula occludens), kemer
baglantilar (Zonula adherens), diigme desmozomu (Macula adherens)’dur. Siki
baglantilar, epitel hiicrelerin liimene bakan apikal uc¢larinda en iist bdliimiinde yer
almaktadir. Hiicrenin apikalinden bazaline dogru inildiginde siki baglantilarin hemen
altinda kemer baglantilar bulunmaktadir. Kemer baglantilar hiicrelerin yasadigi mekanik
strese karsi hiicreleri birarada tutmaya yarayan baglantilardir. Kemer baglantilarin
yapisinda kaderinler olarak adlandirilan, kalsiyum bagimli transmembran proteinleri
bulunmaktadir. Siki baglantilarin aksine hiicreler arasinda 10-20 nm’lik bosluk
birakarak hiicreleri birarada tutmaktadir. Hiicre diginda hiicre-hiicre baglantisini
saglayan kaderinler, hiicre zarmin sitosdle bakan yiizeyindeki hiicre i¢i kenetlenme
proteinlerine (katenin, vinkulin, o-aktinin) tutunmaktadir. Hiicre i¢i uzantilariyla
kenetlenme proteinlerine tutunan bu yapi devaminda hiicre iskeleti elemani olan aktin
filamentlerine baglanmaktadir. Bu sayede kasilabilir aktin filamentleri ve hiicre zarinin
biitiinligii saglanmaktadir. Hiicre gocii, proliferasyon ve farklilasma gibi temel
morfogenezin temel fonksiyonlar1 bu tip baglantilar ile desteklenmektedir. Kaderinler
bulunduklar hiicre tiplerine gore farkl sekilde isimlendirilmektedir. Epitel hiicrelerinde
kaderinler; epitel hiicrelerinde E-kaderin, noral hiicrelerde N-kaderin ve plasenta
dokusunda P-kaderin olarak ifade edilmektedir [66]. Nose ve Takeichi’nin 1986 yilinda
yaptig1 caligmayla fare plasentasinda P-kaderinin varligi gosterilmistir. Son yillarda
yapilan bir ¢alismada ektopik gebelik, diisiik ve kiirtaj ile sonlanan gebeliklerin plasenta
orneklerinde P-kaderin varligi kanitlanmistir. Ozellikle diisiik materyallerinde ifadenin
anlamli olmast P-kaderinin gebelikte immiin sistem ile ilgili oldugu fikrini ortaya

atmustir [67].

Mononiikleer BeWo hiicrelerinin forskolin uygulamas:t ile poliniikleer hale
getirilmesinde belirteg olarak kullanilan E-kaderin ifadesinin azalmasi farklilagsmay1
kanitlayic1 6zelliktedir. Kaderinler, bu tip hiicre farklilagmasi durumlarinda kilit rol
oynamalart tizerine morforegiilator olarak da adlandirilmistir. Forskolin maddesi ile
hiicre icinde farklilasma sinyali alinip hiicreigi iskelet elemanlarinin ve hiicre adezyon
molekiillerinin yeniden diizenlenmesi hiicrede hem morfolojik hem de biyokimyasal

degisiklikler meydana getirmektedir. E-kaderinler sinsityumlanma agamasinda hiicreler
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arasinda yeniden diizenlenip hiicre sinirlarin1 degistirmektedir. Bu sebeple kaderinlerin
hiicre igerisindeki fonksiyonunu veya ifadesini degistirecek herhangi bir etki ortamda

hiicre fiizyonunu da olumsuz yonde etkilemektedir [68].

Sekil 2.8. Sferoid agregat olusumunda hiicre baglantilarinin lokalizasyonu [2].

E-kaderinler olusturulan sferoidlerde de hiicre-hiicre etkilesimlerini arttirarak sferoid
biitiinliiglinlin dolayisiyla doku biitlinliigiiniin korunmasinda 6nemli rol almaktadir
(Sekil 2.8.). Sferoid olusturacak hiicrelerde E-kaderin proteinlerini bloke edici
uygulamalar yapildiginda hiicre agregatlarinda ise sferoid olamama goriilmektedir.
Sferoid hale gelmis mikro dokularda E-kaderin bloklanmas1 sonucu sferoid

biitiinligiiniin bozuldugu goriilmektedir [71].

2.8. Fibroz (Filamentoz) Aktin (F-aktin)

Hiicre iskeleti protein alt {nitelerinin non-kovalent baglarla biraraya gelip
polimerlesmesiyle olugmaktadir. Hiicre boliinmesi, hiicre organellerinin hareketi,
fagositoz ve sitoplazmik akim gibi hareket temelli faaliyetlerde rol almaktadir. Mikro
filametler grubundaki aktinler kendilerine sikica ATP baglayan polipeptit yapili
globiiler proteinlerdir. Globiiler aktinler arasindaki siki baglantilar polimerizasyon
gecirerek sarmal yapmaktadir ve bunun sonucunda aktin proteinlerinin aktin

filamanlarina doniisiimii ger¢eklesmektedir [72].

Hiicre-hiicre etkilesimli sferoid yapilarinin olusmasinda aktin hiicre iskeletinin etkisi
oldugu bilinmektedir. Aktin filamentlerinin dagilis1 hiicrelerin sferoid olusturdugu siire
boyunca degisiklik gostermektedir. Sferoid olusturacak hiicrelerde F-aktin iskelet
yapisini bozacak madde uygulamasi yapildiginda mikro dokularin olusmadigi yalnizca

gevsek hiicre baglantilar1 kurmus hiicre agregatlar1 olustugu goriilmiistiir. F-aktinler 3B
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kiiltiirlerde hiicre-hiicre temasii arttirarak olusan sferoid hacminin kontroliinii

saglamaktadir. Bu sayede mikro dokularda biitiinliik kazanilmaktadir [71].

2.9. Serotonin Geri Alim Reseptorleri (SERT)

SERT reseptorleri serotoninin hiicreye geri alimini saglayan ve hiicre zarinda bulunan
proteinlerdir. Sonier ve arkadaslar1 40 mM ve 20 mM’lik serotonin konsantrasyonunda
BeWo hiicrelerine uygulama yapildiginda hiicre boyutu ve yapisinin degismedigi ancak
karsinom hiicrelerde mitojenik etki yarattigi goriilmiistiir. Fetal kan dolagiminda 5-
HT’nin azalmasi1 plasentay1r onemli bir biiylime faktériinden mahrum birakmaktadir
[73]. Aslinda, plasentanin 5-HT iiretebilecegi ve insan plasentasinin sinsityotrofoblast,
sitotrofoblast, stromal hiicreler ve desidual hiicrelerinde 5-HT i¢in immiinoreaktif
boyamalar sonucu varligi belirlenmistir. Bununla birlikte SSRI’larin, plasentanin ana
endokrin yapis1 olan plasenta villusunu gegtigi gosterilmistir. SSRI’larin plasentadan bu
sekilde gecisleri plasenta tlizerinde SERT reseptorlerinin varligini gostermektedir. BeWo
hiicreleri de aym1 zamanda 5-HT iiretimi yapmakta ve SERT reseptorleri
bulundurmaktadirlar [74]. Fetiisten de 5-HT aktarimi plasenta araciligi ile maternal
araylize gecmektedir. Bu nedenle hem fetiisten gelen hem de plasentada iiretilen ve

hiicre i¢ine alinmayan fazla 5-HT plasental kusurlar yaratabilmektedir [75].

2.10. Insan Koryonik Gonadotropin Hormonu (B-hCG)

Embriyonun endometriyuma tutunmasindan itibaren farklilasan trofoblast hiicreleri
tarafindan {iretilen hCG hormonu gebeligin temel hormonudur. Insan Koryonik
Gonadotropin (hCG), iki farkli o (14.5 kDa) ve B (22.2 kDa) alt biriminden olusan ve
yuk etkilesimleriyle kovalent olarak bagli olmayan ve toplam 237 aminoasit igeren
glikoprotein yapisinda bir hormondur [76]. Insan koryonik gonadotropin hormonunun
asil gorevi korpus luteumu uyararak progesteron iiretimini tegvik etmesidir. Embriyo ve
yumurtaliklar arasinda iletisimi saglayan hormon bu sayede involiisyonu
engellemektedir. Uterus vaskiilatoriiniin anjiyogenezi, blastosistlerin implantasyondan
once endometriyuma yoOnlendirilmesi, sitotrofoblast farklilagmasi, trofoblast
hiicrelerinin fagositoz edilmesinde immiin baskilanma, rahim ve uterus biiyiimesi, fetal
organlarin, gébek kordonunun biiylimesi ve farklilasmasi hCG hormonun gorevleri

olarak bilinmektedir [77].
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2.11. Hiicre Karakterizasyon Testleri

In vitro ¢alismalarda kullanilan her bir hiicre farkli karakteristik 6zelliklere sahiptir.
Hiicreler genel basliklar altinda; hat haline getirilenler, kok hiicreler ve primer hiicreler
olarak  siniflandirilmaktadir.  Bunun  disinda  hiicreler  kiiltiir ~ ortamindaki
lokalizasyonlarina goére de siispanse ve adherent olarak iki ayr1 baslikta incelenebilir.
Hiicrelerin kaynaklart ve kullanim sekilleri kadar biiyiime ve farklilasma 6zellikleri de
cesitlilik gostermektedir. Hiicrelerin kaynagi oldugu dokunun o6zelliklerini in vitro
ortamda daha basaril1 bir sekilde stimiile edebilmeleri i¢in fizyolojik siire¢lerini dogru

sekilde takip etmek gereklidir.

2.11.1. Ureme Egrisi

Hiicrelerin in vitro kosullarda biiylime, gelisme ve Olim siiregleri ikilenme testi ile
belirlenmektedir. In vitro ¢alismalarda kullanilan hiicrelerin ikilenme zamanlar1 (T2)
literatiir incelemelerinde elde edilse bile, bu siire laboratuvar kosullari, kullanilan iiriin
cesitleriyle degisiklik gosterebilmektedir. Ikilenme zamani ele alinan hiicrenin bir mitoz
boliinme gegirip sayisini ¢ift katina ¢ikarmasi i¢in gegen siire anlamina gelmektedir.
Bu test her hiicre tipine 6zgii biiylime egrisi adi verilen logaritmik bir grafik ortaya

cikarmaktadir (Sekil 2.9.) [78,79].

Popiilasyon ikilenme zamami (PIZ) ise su formiil ile hesaplanmaktadir:

1
[3,32 X(logT1-1logTO0)
24

Piz =

Hiicrelerin tripsin ile muamelesinden sonra biiylime ortamlarina birakildig: siirecte lag
faz1 goriilmektedir. Bu siiregte bozulan hiicre ylizey proteinleri, HDM elemanlar1 ve
hiicre iskelet elemanlart yeniden diizenlenmektedir. Hiicre metabolik hizinin da
diizenlemesiyle log fazina (lissel) ge¢is yapmaktadir. Log fazi i¢inde hiicreler ikilenerek
sayilarmi iki katina ¢ikarmaktadir. In vitro calismalarda hiicrelere uygulanan ve
muhtemel sitotoksik yanit beklenen ksenobiyotikler, metabolit indirgenmesi, farmasotik
caligmalarin yanitlar1 bu donemde alinmalidir. Bu fazda hiicrelerin miktar1 flaskta %70-
80 oraninda kaplama gostermelidir. Sayica ¢ift katina ¢ikan hiicreler bulunduklari

ortamdaki substratlar1 tlikettikge flaskta olmamasi gereken yogunluga ulagmaktadir.
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Hicrelerin ~ asir1  sikisip  hareket edemedikleri durumda kontakt inhibisyon
goriilmektedir. Cok yogun ortamda hiicreler strese girip iireme hizlarini sifira
diistirmektedir. Hiicreler bazal metabolizmaya girdigi bu donemde durgun (plato) faza
gecis yapmaktadir. Flasktaki hiicreler tripsin yardimiyla kaldirilip uygun yogunluga
getirilmez ve besiyeri yenilenmezse 6lime gitmektedir [78,80].

/ 10°

Baslangic sayisi / -
-

104 T T T T T T T T T T

Sekil 2.9. Hiicre bilylime egrisi [80].

2.11.2. Sterilite Testleri

Steril bir sekilde hazirlanmig ve hiicre ile biraraya getirilmis besiyerinde, tliremesi
istenmeyen herhangi bir mikroorganizmanin bulunmasi ve ardindan hiicreleri enfekte
etmesi kontaminasyon anlamina gelmektedir. Kontaminasyon kaynaklari; laboratuvarda
calisanlar, kiyafetleri, kullanilan ekipmanlar, biyogiivenlik kabini, etiiv gibi bir
laboratuvarin temel taglar1 olabilir. Kullanilan malzemelerin mutlaka aseptik ve
giivenilir olmasi gerekmektedir. Bu kaynaklardan yayilan partikiiller biiyiik miktarda
bakteri, fungus, mikoplazma, maya ve viriis barindirmaktadir. Bunlarin haricinde birden
fazla hiicre ile ¢alisilan ortamlarda dikkat edilmedigi siirece ¢apraz kontaminasyon da
goriinmektedir. Kontaminasyon, makroskobik veya mikroskobik goézlem ile ortaya
cikabilmektedir. Hiicre kiiltlirii ve laboratuvar ortamindaki mikroorganizmalar
arasindaki bariyeri olusturmak i¢in alinabilecek cesitli onlemler vardir. Kullanilan
malzemelerin steril edilmesi i¢in basingli buhar (otoklav), kuru 1s1 (pasteur), 1sinlama
(UV) siklikla tercih edilmektedir. Likit tiriinlerin (serum ve diger ¢ozeltiler) sterilitesi

icin ise ultra filtreler yardimiyla mekanik olarak siiziilmesi saglanmaktadir [80].
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Kontaminasyon yasandigi belirlenip incelenen kiiltiirlerin, %30°dan fazlasinin
Mollicutes smifi iiyesi Mikoplazma kaynakli oldugu bilinmektedir [81]. Mikoplazma,
0,3 ila 0,8 um cap boyutuna sahip, olduk¢a kiigiik prokaryot hiicrelerdir. Memeli
hiicrelerinde endozomda konakg¢i olarak bulunmaktadir. Enfekte ettikleri hiicredeki
arjinin aminoasidini enerji kaynagi olarak kullanarak konagi bu temel aminoasitten
mahrum birakir bunun sonucunda hiicrede protein temelli sentezlenmelerde aksakliklar
yasanmaktadir. Gram pozitif (+) grubuna dahil edilen bu bakterilerin hiicre duvarlari
bulunmamaktadir. Bundan dolay1 besiyerine eklenen penisilin/streptomisin gibi bakteri
duvarini hedef alan antibiyotiklere kars1 direnglidirler [82]. Mikoplazmal enfeksiyon
icerisindeki hiicreler genellikle flaskta tek tabaka olusumunda zorlanir ve ikilenme
zamanlarinda degisiklik géstermeye baslamaktadir. In vitro ¢aligmalarda mikoplazma
kontaminasyonunun kontrolii i¢in kullanilan ydntemleri i¢inde polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR), floresan g¢ekirdek boyama (DAPI veya Hoechst ile boyama), enzime
bagli immiinosorbent analizleri (ELISA) bulunmaktadir. Diigiik maliyetli ve kisa siirede
sonu¢ veren DAPI (4', 6-diamidino-2 fenilindol) ¢ekirdek boyama yontemi
laboratuvarlarda siklikla tercih edilmektedir. Hiicre zarindan giren DAPI niikleit asit
dizisindeki adenin ve timin bazlarin1 floresan renkte boyamaktadir. Eger hiicre
mikoplazma ile enfekte olmus ise viral genomun niikleik asitlerinin boyanmasiyla
ekstraniikleer boyama goriilmektedir [78,81]. Hiicreyi enfekte etme durumunda hiicre
metabolizmasini degistiren, kromozom anomalisi, niikleik asit baz yapisinda bozulmalar
meydana getiren mikoplazmanin varligi deneylere baslamadan 6nce ve 10 pasajda bir

diizenli olarak kontrol edilmelidir [82].

2.12. Hiicre Canlilig: ve Sitotoksisite Testleri

In vitro ¢alismalarda hiicrelerin toksik maddelere verdigi yanitlar proliferasyon miktari
ve canli hiicre sayisinin nicel dl¢iimleri ile belirlenebilmektedir [83]. Hiicrelerin sinyal
yolaklarin1 inhibe ederek veya indiikleyerek apoptoz veya nekroza gotiiren,
metabolizmasimi degistirerek sahip oldugu karakteristik ozelliklerini degistiren
ksenobiyotiklerin etki yollar1 ¢esitli analizler ile belirlenmektedir. Hiicrede DNA hasari,
mitokondriyal veya lizozomal aktivite, enzim veya protein miktarinin 6l¢timleri farkl
sitotoksisite testleri ile belirlenebilmektedir. Bu 6lgiimler kolorimetrik tetrazoliyum
ajanlartyla yapilan analizler, ATP miktarlarinin 6lgiimii ve liiminesans temelli

olabilmektedir. Olgiimler icin renkli veya floresan ozellikteki substratlarm mikro-plak
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okuyuculu spektrofotometrede farkli dalga boylarina verdigi 1s1ma ve doniistiiriildiigii
absorbans degerleri temel alinmaktadir. Tetrazoliyum tuzlar: heterosiklik halka yapisina
sahip organik bilesiklerdir. Son yillarda avantajlarindan siklikla bahsedilen 3-(4,5-
dimetiltiyazol-2-yl)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-siilfofenil)-2H-tetrazolyum (MTYS),
yapisinda bulunan ara elektron alict molekiil (fenazin etil siilfat) aracilifiyla hiicre
zarindan girmektedir. Tetrazoliyum tuzlart mitokondriyal siiksinat dehidrogenez enzimi
yardimiyla olusan NADH veya indirgeme saglayacak baska bir molekiilden elektron
alarak indirgenip formazan adli mor/kirmizi renkli iriine doniismektedir [84].
Heterosiklik yapidaki halkanin hiicre i¢inde kirilip renk degistirme reaksiyonunu
gergeklestirmesi ancak canli hiicrelerin mitokondri aktivitesi ile gergeklesebilmektedir
[83]. Yalnizca metabolizmasi aktif haldeki hiicrelerde kolorimetrik degisimin goriilmesi

6lii/canli hiicre sayis1 hakkinda korele edilebilir sonuglar vermektedir.

2.12.1. MTS Canhlik Analizi

Son yillarda ¢esitli avantajlartyla tercih edilen MTS’in 3B’lu  hiicre kiiltiiri
calismalarinda sferoid olusturan hiicreler tarafindan gerektigi gibi kullanildig: toksisite
ve proliferasyona verdigi yanitlarin kabuledilir oldugu kanitlanmistir. Yapilan bir
calismada, A549 insan akciger hiicreleri 2B ve 3B’lu kiiltiire edildikten sonra hiicreleri
birbirlerinden ayirip tekli hale gelmelerini saglayan tripsin enzimi ile muamele
edilmistir. Burada karsilastirilmak istenen sferoid yapisindaki hiicreler ve 2B’lu olarak
ylizeye tutunan hiicrelerin MTS’1 kullanma miktarin1 belirlemektir. Sferoid olusturan
hiicrelerin kor bolgesindeki ve periferdeki lokasyonlari, bulunduklari ortamdaki
substratlart kullanamamalarina sebep olabilmektedir. Bu durumu sferoidi olusturan
hiicrelerin biiytlikliigli ve sayisi dolayisiyla sferoidin ¢apindan etkilenmektedir. Tripsin
ile muamele edilen 3B ve 2B’lu hiicrelerin M TS ile inkiibe edildikten sonra tripsin ilave
edilmemis gruplarla canlilik yiizdesi olarak anlamli bir farklilik goriillmemistir [85]. Bu
sonu¢ MTS’in 3B’lu hiicre kiiltlirii sistemlerinde hiicreler tarafindan gerektigi gibi
islendigini ve toksik cevabi dogru yansittigin1 gostermektedir. Coklu hiicre kiiltiirti
plakalarinda iiretilen hiicrelere doz uygulamasindan sonra, ara elektron alic1 molekiiller
ile uygulanan MTS inkiibe edilip sonra olusan formazan iiriinii ¢alkalayicida homojen
hale getirildikten sonra direkt olarak mikro-plak okuyuculu spektrofotometrede
okutulmaktadir. Elde edilen absorbans degeri hiicre canlilig1 ile dogru orantili olarak

sonu¢ vermektedir. Sekil 2.10.’da MTS reaktifinin kimyasal yapis1 goriilmektedir.
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Sekil 2.10. MTS tetrazoliyum tuzunun kimyasal yapist ve indirgenerek renkli formazan

kristallerine doniistimii [84].

2.12.2. Kalsein AM- Propidium lyodit (PI)-DAPI Floresan Boyama ile Canl ve

Olii Hiicrelerin Tespiti

Kalsein AM-PI ve ¢ekirdek boyasi DAPI kullanilarak yapilan floresan boyama yontemi
3B hiicre kiiltiirii sistemlerinde olusturulan mikro dokularin ¢ap hesaplamasi ve canlilik
analizinde kullanilmaktadir. Kalsein boyasi hiicre igerisine girip Sitozolik esteraz
enzimlerinin aktivitesiyle hidrolize olup floresan 6zellik kazanmaktadir. Hiicrenin
sitoplazmasinda 1s1ma yapmaktadir. Yesil renkte floresan parlama yapan bu boya
hiicrenin enzimatik aktivitesiyle birlikte hiicre canliigi ile dogru orantida 1sima

vermektedir (Sekil 2.11) [86].

ROOC._ COOR
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Sekil 2.11. Kalsein boyasinin hiicre igerisinde floresan boyaya doniisiimii [87].
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Propidium iyodit boyasi, yiiksek polaritesinden dolayr canli hiicrelere giremeyen
yalnizca hiicre zar1 bozulmus hiicrelere ulasabilen floresan 6zellikte bir boyadir. Hiicre
cekirdeginde niikleik asitlere baglanarak kirmizi renkte floresan boya veren PI zar

biitiinligii bozuk hiicrelerde 1g1masi sayesinde nekrotik hiicreleri gostermektedir [88].

Kalsein AM ve PI boya soliisyonuyla birlikte DAPI ¢ekirdek boyasinin kullanilmasi

toplam hiicre miktarinin belirlenebilmesi i¢in gereklidir.

2.13. Bariyer Biitiinliigiiniin Ol¢iimii (Transepiteliyel Elektriksel Diren¢-TEER) ve
Sodyum Floresan Tuzu Akis Analizi (Na-F)

Transepiteliyel elektriksel direng Olglimii, porlu bir membran iizerine kiiltiire edilen
epitel hiicrelerin bariyer olusturma potansiyelini gosteren elektrofizyolojik bir
yontemdir. Hiicrelerin tekli ifadesinden cok hiicrelerin siki baglantilarla biraraya
gelmesinden temel alan olglim doku biitiinliigiini ifade etmektedir [89]. Hiicrelerle
olusturulan doku modellerinin bariyer olusumu ve paraseliiler madde akis1 hiicre kiiltiirti
plakalarina koyulmus insertlerin (transwell) apikal ve bazal boliimiine yerlestirilen iki
elektrot yardimiyla olgiilmektedir [90]. Hiicrelere minimum diizeyde voltaj verilerek
hiicrelerin gosterdikleri akim direngleri Olgiilmektedir. TEER ol¢iimii ksenobiyotik
kullanilarak hiicrelere verilen hasardan sonra yapilacagi gibi hiicrelerin miidahale
olmadan bariyer olusturmadaki profillerini nicel bir sekilde ortaya ¢ikartmaktadir.
Epiteliyal siki baglantilarin  giiclii oldugu modellerde yiiksek elektriksel direng
goriiliirken, hiicrelerinde hasar olusan bariyer modellerinde diisiik elektriksel direng
goriinmektedir [91]. Sekil 2.12.°de (A) TEER cihaz1 araciligi ile mono ve ortak
kiltiirlerin (B) insert {lizerine ekildikten sonra bariyer direng Olgiimiiniin yapilis

gosterilmektedir.
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Sekil 2.12. (A) TEER cihaz1 ile hiicre ekimi yapilmig (B) insertler {izerinde direng

Ol¢limii.

Sodyum floresan tuzu kullanilarak yapilan akis analizi, TEER analizi ile birbirini
tamamlayan bir metottur. Hiicre ekilen insertlerin apikal bolmesinden birakilan floresan
isaretli tuz hiicrelerin olusturdugu bariyeri gecerek bazal kuyucuga inmektedir. Bu
sayede TEER degerinin yiiksek oldugu bariyer yapisinda Na-F gecisinin az olmasi
beklenir. Tam tersi olarak bariyer biitliinliiglinlin tamamlanamadii ve yapisinin
bozuldugu durumlarda ise Na-F tuzu hiicrelerin arasindan kolaylikla geg¢ip bazal
kuyucuga inmektedir. Bu akis sonrasinda bazal kuyucuktan 6rnekler alinip floresan
miktar1 okuyucuda uygun dalga boyunda Ol¢lilmektedir. Na-F degerlerinin biiyiik ve
TEER degerlerinin  yiiksek oldugu karsilastirmalarda bariyer olusumundan

bahsedilmektedir [11].

TEER degeri = [deneysel oyuklarin ortalama direnci - bos oyuklarin ortalama direnci] X

4,5 cm? (transwell membran alani) [92].

2.14. immiinfloresan Boyama

Imnniinfloresan boyama, in vitro calismalarda lokalizasyonu ve miktar1 belirlenmesi
gereken protein i¢in saptama yapilan bir tekniktir. Bu teknikte ilgilenilen proteinin
barmndirdig1 antijene 6zgii birincil antikor (primer) ve tercih edilen teknige bagh olarak

birincil antikorun sabit koluna 6zgii ikincil antikor (sekonder) baglanmaktadir. Direkt
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yontem olarak adlandirilan teknikte sadece birincil antikor ve liiminesans ozellikteki
florokrom bulunmaktadir. Birincil antikor, ikincil antikor ve florokromlarin bulundugu
yontem ise dolayli yoldan immiinfloresan boyama olarak adlandirilmaktadir.
Florokromlar, antijen-antikor uyumunun devaminda hiicre igine girip hedef proteini
belirlemede rol almaktadir. Florasan izotiyosiyanat (FITC), tetrametil rodamin
izotiyosiyanat (TRITC) gibi farkli renkteki boyalar antikorlarla konjiige edilir ve uygun
dalga boylarinda 1s1ma yapmaktadir. Istmanin miktar1 spektrofotometre kullanilarak
Olcliliip nicel hale getirilebilecegi gibi, floresan atasmanli inverted mikroskopta da

goriintiileme yapilabilmektedir [93,94].

2.15. ELISA Yontemi ile Hormon Miktarimin Belirlenmesi

In vitro ¢alismalarda incelenecek molekiillerin varlig1 ve konsantrasyonlarinin kantitatif
olarak belirlemesini saglayan enzime bagli immiinosorban testinin ¢alisma prensibi,
antijen-antikor  reaksiyonlariyla ~meydana gelen  kolorimetrik  degisikliklere
dayanmaktadir. Enzime Bagli immiinosorban Testi (ELISA) 1971'de Peter Perlmann ve
Eva Engvall tarafindan Isve¢'in Stockholm Universitesi'nde kavram olarak literatiire
kazandirilmigtir [95,96] Hormonlar, vitaminler, ilaglar ve proteinler gibi biyolojik
molekiiller, kendileri icin gelistirilen antikorlara veya antijenlere karsi 06zgilinliik
igermektedir [97]. Bu teknik; as1 gelistirme, immiinoloji, hastalik tanisi, toksikoloji, ilag

endiistrisi ve transplantasyon alanlarinda siklikla tercih edilmektedir [95,98].

Deneyler, tekrar sayisini olabildigince fazla tutmak ve sonuglarda tutarliligi saglamak
icin ¢ok kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakalarinda gerceklestirilmektedir. Uygulama
protokolleri karsilastirildiginda, deneyin amacina, incelenecek Orneklerin tipine ve
kullanilacak soliisyonlarin safligina baglh olarak dort farkli ELISA c¢alisma prensibi
oldugu goriliir. Bunlar; direkt, indirekt, sandvi¢ ve ¢ift sandvi¢ olmak iizere farkl
protokollerdir [99]. Hormon konsantrasyonu 6lgiimiine dayalit ELISA testlerinde siklikla
sandvig tip protokol tercih edilmektedir. Analiz edilecek 6rnegin her iki taraftan antikor
ile muamele edilmesinden dolay1 bu sekilde isimlendirilmistir. Sandvi¢g ELISA ¢alisma
protokoliinde, oncelikle c¢alisilan antijen, baska bir antikor (yakalama antikoru)
tarafindan kati bir substrat ilizerinde immobilize edilmektedir. Sonrasinda 6zgiil
olmayan baglanmalarin olasiligini en aza indirmek i¢in bloke edici bir ajan ile drnekler

muamele edilmektedir. Daha sonra, enzim bagl ikinci bir antikor (belirleme antikoru)

32



eklenir ve yakalama antikoruna baglanmis antijene farkli bir epitoptan baglanmaktadir.
Enzim bagli antikor, kovalent yontemle enzime baglanabilir (direkt) veya ikincil bir
antikor ile (indirekt) ayrica saptanabilir. Yine baglanmayan antikorlarin uzaklastirilmasi
icin yikama tamponu ile kuyucuklar yikanmaktadir. Daha sonra absorbsiyon miktarina
bagl olarak renk degisimine sebep olan enzimatik reaksiyonu baslatacak kromojen
kuyucuklara eklenir ve uygun dalga boyunda Olgiim yapilir [95]. Enzim-substrat
reaksiyonuyla ortaya c¢ikan kolorimetrik renk olusan iriinler dogrudan oranti
gostermektedir. Sandvig ELISA ¢alisma prensibinin diger ii¢c ELISA yontemine kiyasla
2-5 kat daha duyarli oldugu yapilan ¢alismalar sonucunda kanitlanmistir [97].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Tez caligmasinda kullanilan madde ve malzemeler asagida belirtilmistir.

Hiicrelerin iiretiminde 75 cm? filtreli (658175, Greiner Bio-One) ve 25 cm? filtreli
flasklar (Greiner Bio-One, 690175), hiicre sayimi i¢in Trypsin-EDTA (%0.25) (Thermo
Fisher, 25200056) ve Tripan mavisi (Biochrome, L6323), 48 kuyucuklu (Greiner Bio-
One, 677180) ve 6 kuyucuklu hiicre kiiltiiri plaklar1 (Greiner Bio-One, 657160), 0,4 um
por Olgekli insertler (Greiner Bio-One, 657641), immiinfloresan boyamalar i¢in 8
kuyucuklu plakalar (Millipore, EZ Slide, PEZGS0816), toksisitesi arastirilan
Vortioksetin-hidrobromid (Cayman, 23695), Dimetil Silfoksit (DMSO) (Applichem,
01A3672, 0100), fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) (Thermo Fisher, 003002) ve
kalsiyum & magnezyumsuz PBS (Cegrogen biotech, H0500-540), forskolin (Abcam,
ADb120058), Petri Dish® (Sigma, Z764019-6EA), Agaroz (Sigma A9539-500), sodyum
kloriir (Sigma S5886-500), CellTiter 96 AQueous One Solution Cell Proliferation Assay
(MTS) (Promega, G3580), kalsein boyasi (Biotium, 30002), Propidyum iyodit
(Applichem, 01A2261, 0025) ve DAPI (Sigma, D9542), hidrojen peroksit (Sigma,
18312, %30 saflikta), CellTracker boyalar (Thermo Fisher; C2925 yesil ve C34552
kirmizi),Sodyum floresan akis analizi i¢in sodyum tuzu (Sigma, F6377-100) ve fenol
redsiz DMEM F-12 besiyeri (Thermo Fisher, 21041), Floresan boyalarda DAPI’li
kapatma soliisyonu (Abcam, Abl104139), Triton-X (Merck, 108603) ve Tween-20
(Thermo Fisher, BP337-100), methanol (Sigma, M10609), glacial asetik asit (Carlo
Erba, 64-19-7) ve paraformaldehit (Merck, 104005), Insan koryonik gonadotropin
hormonu (B-hCG) miktar 6l¢timii igin ise ELISA kit (DRG, EIA 1911) temin edilmistir.
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Cizelge 3.1. IF boyamalarda kullanilan soliisyonlar ve malzeme bilgileri.

Uriin adi

Anti-E-Kaderin
primer antikor
Anti-SERT
primer antikor

Kecide tavsana Kkarsi

gelistirilen,

isaretli
seconder antikor

Falloidin,

Fluor® 555 isaretli

Alexa

primer antikor

Ultra Saf BSA ™

BSA Fraction V

Katalog numarasi, Yontem

Marka

PA585088,
Thermo Fisher
702076,
Thermo Fisher
A27034,

Thermo Fisher

A34055,

Thermo Fisher

AM?2618,
Thermo Fisher
15260037

Thermo Fisher

Indirekt

Indirekt

Konjuge

Direkt

Blokaj

Blokaj
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Diliisyon

1.12 mg/mL

0.5 mg/mL

1 mg/mL

2000 test/mL

50 mg/mL

% 7,5



Deneysel caligmalarda boyut ve hiicre gruplarinin yazimi i¢in asagidaki kisaltmalar

kullanilmistir.

Cizelge 3.2. Deney gruplarinda kullanilan kisaltmalar (- Vortioksetin uygulamasi

olmayan, + Vortioksetin uygulamasi olan gruplar).

1. 48 kuyucuklu
hiicre kiiltiirii Vortioksetin
plakalarinda yapilan Uygulamasi
deneyler
BeWo hiicreleri ve HUVEC hiicreleri kiiltiir -/+
1.1. Mono Kkiiltiir 2B
kaplarinda ayr1 ayri tiretilmistir.
BeWo hiicreleri ve HUVEC hiicreleri -+
1.2. Ortak kiiltiir
2B | kiiltir kaplarinda belirli oranlarda bir arada
oran grubu
uretilmistir.
%3 "‘ -[+
2. Petri Dish®’lerde ': 3 ®
agar icerisinde 3B v -
yapilan sferoidler ‘
e
-/+
2.1. Mono Kkiiltiir 3B | BeWo hiicreleri ve HUVEC hiicreleri sferoidler i¢inde
ayri ayri iretilmistir.
2.2 Ortak Kiiltiir BeWo hiicreleri ve HUVEC hiicreleri -[+
oran grubu 38 sferoidler ~iginde belirli oranlarda bir arada
iretilmistir.

125



3.1. Hiicre Kiiltiirii Kosullar:

Calismada iki farkli hiicre tipi kullanilarak ortak kiiltiir yapilmistir.

BeWo (CCL-98TM) ve HUVEC (CRL-1730, HUV-EC-C) hiicreleri Amerikan Tipi
Kiiltir Koleksiyonu’ndan (ATCC®, Manassas, Virgina Eyaleti, Amerika Birlesik
Devletleri) temin edilmistir. Calismalar BeWo hiicreleri i¢in 15-25, HUVEC hiicreleri
icin 13-20 pasaj aralifinda gerceklestirilmistir. Deneylerin tamami1 laminar akimli kabin

Esco, Laminar Kabin Plus Il BSC’de ve aseptik kosullar altinda yapilmistir.

3.1.1. BeWo ve HUVEC Hiicrelerinin Uretimi ve Pasajlanmasi

BeWo hiicreleri Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/Nutrient Ham’s F-12 (1:1)
(DMEM F-12) besiyerinde (Biochrom GmbH, Berlin, Almanya), % 10 fotal sigir serum
premiyum (FSS) (Cegrogen Biotech GmbH, Stadtallendorf, Almanya), % 1 pensilin-
streptomisin antibiyotik (Capricorn, Scientific) kullanilarak tiretilmistir.

HUVEC hiicreleri Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/Nutrient Ham’s (1:1)
(DMEM) besiyerinde (Biochrom GmbH, Berlin, Almanya), % 10 fotal sigir serum
premiyum (FSS) (Cegrogen Biotech GmbH, Stadtallendorf, Almanya), % 1 pensilin-
streptomisin antibiyotik (Capricorn, Scientific) kullanilarak iiretilmistir. Inkiibe edilen
BeWo ve HUVEC hiicreleri Olympus CKX18 inverted mikroskop altinda incelenmistir.

Hiicrelerin ortak kiiltiire edildikleri besiyerinin igerigi hazirlanirken bazal besiyerlerinin
barmdirdig1 bilesenler gbz 6niine alinmistir. Besiyerleri igerisindeki biiylime faktorleri,
aminoasitler, vitaminler, tuzlar ve hormon gibi bilesenler karsilastirildiginda DMEM F-
12 besiyeri daha zengin igerige sahiptir. HUVEC hiicreleri ilk birka¢ pasajdan sonra
DMEM ve DMEM F-12 besiyeri igerisinde iiretilmis ve hiicrelerin saglikli bir sekilde
uyum sagladiklar1 goriildikten sonra tamamiyle DMEM F-12 besiyerine gecis
yapilmistir. Daha zengin igerikli besiyerine kolaylikla uyum saglayan ve ikilenme
zamaninda, morfolojilerinde herhangi bir degisiklik géstermeyen HUVEC hiicreleri tez
calisgmast boyunca DMEM F-12 besiyerinde {iretilmistir. Bu sayede ortak kiiltiiri
yapilan BeWo ve HUVEC hiicreleri ayn1 besiyerinde kiiltlire edilmistir.

Hiicreler bulunduklar1 flaskta %70-80 oraninda kaplama gosterdiklerinde tripsinizasyon

islemi yapilmistir. Hiicrelerin iiredigi flasktan besiyerleri aspire edilmistir. Kalan
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besiyerini ve FSS’i uzaklagtirmak amaciyla Tripsin/Etilendiaminotetraasetik asit (EDTA)
uygulamasi yapilmistir. Bu sayede adherent ozellik gosteren BeWo ve HUVEC
hiicreleri iiretildikleri flaskin yiizeyinden kaldirilmaktadir. Hiicreler 25 cm?’lik
flasklarda {iiretildikten sonra 1 mL Tripsin/EDTA ile 2 kez yikanmistir. Son yikamada
Tripsi/EDTA’nin 0,5 mL’si flask igerisinde birakilip etiivde yaklasik 2 dakika inkiibe
edilmistir. Inkiibasyonun sonunda flasklar etiivden ¢ikartilmis ve mikroskopta siispanse
hale gelip gelmedikleri kontrol edilmistir. Siispanse hale gelen hiicreler 6nceden
hazirlanmis ve su banyosunda (Niive, nb9, Tirkiye) 37 °C’ de 1sitilmis besiyeri ile
biraraya getirilmistir. Hazirlanan hiicre siispansiyonlar1 yeni flasklarda etiive kaldirilmis

ve deneylerde kullanilmak tizere tiretimleri saglanmustir.

3.1.2. BeWo ve HUVEC Hiicrelerinin Dondurulmasi ve Cozdiiriilmesi

Siv1 azot tanki (-195 °C) hiicrelerin saklanmasi i¢in siklikla tercih edilmektedir.
Hiicreler dondurulurken dondurma vasati olarak adlandirilan bir soliisyona ihtiyag
duymaktadir. Dondurma vasati i¢eriginde DMSO ve FSS bulunmaktadir. DMSO gibi
kriyoprotektanlar lizofilizasyonu kontrol altinda tutmaktadir. Donma siirecinde
sitoplazmadaki suyun kristallenip hiicre igerisinde olusturacagi mekanik hasari

engellemekte ve elektrolit seviyesini optimal degerlerde tutmaktadir.

Dondurulacak hiicrelerin ireme dinamigindeki lagoritmik (aktif) fazda olmalari
gerekmektedir. Hiicreler {iretildikleri flasktan tripsinizasyon uygulamasi ile
Kaldirilmigtir. Siispanse hale gelen hiicreler 800 rpm hizla 5 dakika (Eppendorf
Centrifuge, 5810R) santriflij edilmistir. Santriflij sonrasinda hiicre peletini elde etmek
icin siipernatant uzaklastirilmistir. Dondurma vasati ile biraraya getirilen hiicreler
pipetaj yapildiktan sonra kriyotiiplere dagitilmistir. Kriyotiiplerin {izerine hiicre ile ilgili
gerekli bilgiler yazilmistir. Kriyotlip icindeki hiicreler dereceli sogutularak azot
tankindan once -80 °C‘de muhafaza edilmistir. Hiicreler iki giin sonra azot tankina

transfer edilmistir.

Calismada kullanilmak tizere azot tankindan alinan hiicreler su banyosunda 2-3 dakika
37 °C ‘de 1s1itilmis ve buzdan sivi1 faza gegmesi saglanmistir. Coziilme isleminden sonra
hiicreler 800 rpm hizla 5 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Elde edilen hiicre peleti

onceden hazirlanmis ve su banyosunda isitilmis besiyeri ile biraraya getirilmis ve
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pipetajin ardindan iginde bir miktar besiyeri bulunan flaska alinmistir. Inkiibasyonlar,
her iki hiicre tipi i¢in de % 5 CO2 ve 37 °C kosullar altindaki etiivde (Sanyo,
MCO18AC) gerceklesmistir.

3.2. Mikoplazma Testi

Hiicrelerin tekli kiiltiirlerinde herhangi bir kontaminasyon baskilanmasinin olup
olmadiginin belirlenebilmesi i¢in hiicreler 3 pasaj boyunca antibiyotiksiz

besiyeri kullanilarak {iretilmistir.

1. BeWo ve HUVEC hiicreleri 8-9 cm?lik (35mm) petri kaplarina (Nunclon™
Delta) hiicre say1s1 sirastyla 5x10° hiicre/mL ve 5x10* hiicre/mL olacak sekilde
ekilmistir. Hiicreler 48 saat boyunca etiivde inkiibe edilmistir.

2. Inkiibasyon sonunda hiicrelerin besiyerleri aspire edilmis ve sonrasinda
fiksasyon islemi igin hazirlanan metanol/asetik asit (3/1) soliisyonu (Carnoy’s
fiksatifi) petrilerde oda sicakliginda 3 dakika bekletilmistir.

3. Metanol/asetik asit uzaklastirildiktan sonra fosfat tamponu (PBS) ile hiicreler 2
dakika boyunca 1 kere yikanmustir.

4. Yikamanin ardindan hiicrelere 300 nM DAPI boyas: eklenerek 15 dakika
karanlikta inkiibe edilmistir. Boyamanin ardindan DAPI uzaklastirilmis ve PBS
ile 3 kez yikanmustir.

5. Islemler sonunda DAPI’li Mounting Medium ile kapama islemi yapilmistir.

6. BeWo ve HUVEC hiicreleri floresan eklentili inverted mikroskopta (Olympus
CKX41, Japan), Dp Manager programi yardimiyla incelenmistir.

3.3. Hiicrelerin ikilenme Zamanlarimin Belirlenmesi

BeWo ve HUVEC hiicrelerinin tekli kiiltiirasyonlariyla tireme egrileri cikartilarak

ikilenme stireleri hesaplanmastir.

1. BeWo ve HUVEC hiicreleri, hiicre sayis1 5x10* hiicre /mL olacak sekilde 6
g6zIi hiicre kiiltiirii plaklarina kuyucuk basina 2 mL hiicre siispansiyonu olarak
dagitilmis ve 10 giin boyunca 2 tekrarli olacak sekilde sayim yapilmistir.

2. Ekilen hiicrelerden t0 olarak kabul edilecek grup 4 saat boyunca etiivde inkiibe

edilmistir. Ardindan sayim igin etlivden alinmistir. Kalan gruplar ise
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sayilacaklar1 giine kadar 2 giinde 1 besiyerleri degistirilerek inkiibasyona
birakilmistir.

3. Besiyeri aspire edildikten sonra tripsinizasyon i¢in kuyucuk basina 1 mL
Tripsin/EDTA kullanilmistir. Hiicreler siispanse halde geldiklerinde Onceden
hazirlanmis besiyeri eklenmistir ve Biirker laminda Tripan Mavisi kullanilarak
sayim yapilmistir. Yapilan 2 tekrarin ortalamasi alinarak tO degeri elde
edilmistir. Takip eden gilinlerde kalan gruplar ayni saatlerde ve ayni yontemle

sayillmistir. Degerler t1,t2, t3... olarak kaydedilmistir.

3.4. Vortioksetin Stok Cozeltisinin Hazirlanmasi ve Uygulanmasi

Calismada kullanilmak {izere, toz halindeki Vortioksetin etken maddesinin 5 mg’lik ana
stogu 1 mL DMSO igerisinde ¢ozdiiriilerek elde edilmistir. Yapilan 6n calismalar
sonucunda Vortioksetinin 24, 48 ve 72 saat uygulamalari igin segilen dozlar ana stoktan

hazirlanan 1. Ara stok ¢6zeltiden serumsuz besiyeri ile seyreltilerek hazirlanmistir.

Doz uygulamalar1 hiicrelerin ikilenme zamanlarma uygun olarak iki boyutlu hiicre

kiiltiir deneylerinde BeWo ve oran gruplari i¢in 48 saat, HUVEC hiicrelerinin ise 24

saat inkiibasyonundan sonra yapilmistir. Ug boyutlu hiicre kiiltiir deneylerinde ise

hiicrelerin agregat haline gelip sferoid olusturmalar1 i¢in 72 saat boyunca inkiibe

edilmistir.

Hiicrelerin mono ve ortak kiiltiirlerinde verdikleri orta toksik ve az toksik cevaba gore,
uygulamada kullanilacak dozlar 2B ve 3B sistemlerde 7,5 uM, 15 pM ve 30 uM olarak
secilirken 3B sistemlerde Kalsein-PI-DAPI deneyi i¢in bu doz gruplarina ek olarak 45
uM’lik Vortioksetin uygulama grubu eklenmistir. Coziicli olarak kullanilan DMSO’nun

besiyerindeki son konsantrasyonu en fazla % 0,1 olacak sekilde belirlenmistir.

3.5. MTS Canhhk Analizi

Satin alinan, CellTiter 96 AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (MTS) kit 48
kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakalarinda ve 3B Petri Dish®’lerde sferoid hale getirilen

hiicrelerde canlilik oraninin belirlenmesi i¢in kullanilmistir [100].

Iki ve {i¢ boyutlu deneyler igin inkiibasyon siiresi sonunda 400 uL siipernatant birakilan

kuyucuk ve agarlar igin 40 pul. MTS reaktifi eklenerek 3 saat etiivde inkiibasyon
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gerceklestirilmistir. Sonrasinda tetrazoliyum tuzlarinin homojen hale gelmesi i¢in
hiicreler calkalayicida 10 dakika bekletilmistir. Spektorofotometrede (BIO-TEK pQuant,
BIO-TEK Instruments, Inc, Amerika) 490 nm dalga boyundaki absorbans degerleri
kaydedilmistir.

Tez oOnerisinde canlilik analizlerinin Alamar Mavisi ile dlgiilecegi belirtilmistir. Ancak
3B mikro dokularda MTS canlilik analizlerinin sonuglart Alamar Mavisi analizlerine
gore daha tutarli yamit verdiginden deneylere MTS analizi kullanilarak devam

edilmistir.
3.5.1. Mono ve Ortak Kiiltiir Gruplarinda MTS Analizi

Oncelikli olarak, HUVEC hiicreleri DMEM ve DMEM F-12 olmak iizere iki farkli
besiyerinde kiiltiire edildikten sonra 48 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakalaria kuyucuk
basina 2x10* hiicre olacak sekilde 400 uL hacimde ekim yapilnustir. Hiicrelerin 24, 48,

72 ve 96 saat boyunca MTS canlilik analizleri yapilmistir.

Iki boyutlu kiiltiire edilen hiicreler icin, BeWo hiicreleri igin 2x10° hiicre/mL, HUVEC

hiicreleri icin ise 1x10° hiicre/mL yogunlukta hiicre siispansiyonu hazirlanmistir. Tekli
kiiltiirlerde BeWo hiicreleri 400 pL/kuyucuk (8x10* hiicre), HUVEC hiicreleri 200
pL/kuyucuk (2x10* hiicre) olacak sekilde ekim yapilmistir. HUVEC hiicreleri icin
slispansiyondan sonra iizerilerine 200 pL besiyeri eklenerek toplam hacim 400 pL’ye
tamamlanmistir. Oran gruplar i¢in 1:1, 1:2, 2:1, 3:1 ve 4:1 olmak iizere farkli hiicre
oranlartyla gruplar hazirlanmistir. Hiicrelerin 24, 48, 72 ve 96 saat boyunca MTS

canlilik analizleri degerlendirilmistir.

Uc bovyutlu kiiltiire edilen hiicreler icin, BeWo ve HUVEC hiicrelerinin 1x10° hiicre/mL

olacak sekilde hiicre slispansiyonlar1 hazirlanmistir. Tekli kiiltiirler i¢in polimerlesen
agarlarin {izerine 100 pL silispansiyon eklenmistir. Oran gruplan icin 2:1, 3:1 ve 4:1
olmak tiizere farkli hiicre siispansiyonlarinin ekimi gerceklestirilmistir. Hiicre ekiminden

3 giin sonra 24, 48 ve 72 saat boyunca MTS canlilik analizi yapilmistir.

3.5.2. Vortioksetin Uygulama Gruplarinda MTS Analizi

Iki boyutlu kiiltiire edilen hiicreler icin, BeWo hiicreleri i¢in 8x10* hiicre/kuyucuk

HUVEC hiicreleri 2x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekim yapilmigtir. Oran (3:1)

grubu igin ise her iki hiicre siispansiyonundan belirli miktarlarda alinarak kuyucuk
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basina toplam hiicre sayis1 8x10* olacak sekilde hiicre dagitimi yapilmistir. Inkiibasyon
sonunda hiicrelere 7,5 uM, 15 uM ve 30 uM Vortioksetin uygulamasi 400 pL/kuyucuk
olacak sekilde yapilmistir. Dozla inkiibasyondan 24, 48 ve 72 saat sonra MTS canlilik

analizi yapilmstir.

Uc bovyutlu kiiltiire edilen hiicreler icin, BeWo ve HUVEC hiicrelerinin  1x10°

hiicre/agar olacak sekilde hiicre siispansiyonlar1 hazirlanmistir. Oran (3:1) grubu iginse
her iki hiicre slispansiyonundan belirli miktarlarda alinarak agar basina toplam hiicre
sayis1 1x10° olacak sekilde hiicre dagitimi yapilmistir. Agarlarda 3 giin boyunca inkiibe
edilmesi sonucu sferoid hale gelen mikro dokulara 12 kuyucuklu plakalarda uygulama
yapilmistir. Doz uygulamasi i¢in serumsuz besiyerinde hazirlanan 7,5 uM, 15 uM ve 30
uM Vortioksetin ¢ozeltileri 1,5 mL/agar olacak sekilde uygulanmistir. Dozlarin 24, 48
ve 72 saatlik inkiibasyonlarindan sonra mikro dokular tizerine MTS reaktifi eklenerek

canlilik analizleri yapilmistir.
Deney gruplarindaki canlilik miktar1 bu sekilde hesaplanmistir:

% Canlulik = Uygulama grubu OD 100
o Laniie = Kontrol grubu OD *

3.6. Forskolin Uygulamasi

BeWo hiicrelerinin sinsityotrofoblast hiicre tipine farklilastirilmasi igin forskolin
maddesi DMSO igerisinde 12 mM konsantrasyonda ana stok ¢ozeltisi olarak
hazirlanmistir ve -20°C’de saklanmigtir. BeWo hiicreleri 8 kuyucuklu plakalarda
ekildikten sonra iki giin inkiibe edilmistir. iki giin sonunda hiicrelerin besiyerleri aspire
edilmistir. Hazirlanan ana stok forskolin ¢ozeltisi serumsuz DMEM F-12 besiyerinde
100 uM konstantrasyona diliie edilerek ara stok hazirlanmistir. Sonrasinda ara stoktan
20 uM’lik ¢alisma soliisyonu hazirlanmis ve sitotrofoblastik BeWo hiicreleri tizerilerine
eklenmistir. DMSO’da ¢o6zdiiriilen forskolin maddesinin negatif kontrol grubu olarak
kullanilan DMSO besiyerindeki son konsantrasyonu en fazla %0,1 olacak sekilde

belirlenmistir.
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3.7. Sferoidlerin (Mikro dokularm) Olusturulmasi
3.7.1 Agar Jellerin Hazirlanmasi

Ug boyutlu Petri Dish® kaliplarinda mikro doku iiretimi igin oncelikle kaliplara
konulacak agaroz jellerin hazirlanmasi gerekmektedir. Hazirlanan agar soliisyonunun
katilagip kaliplardan cikartildiktan sonra iizerine hiicreler ekilmektedir. Agar jellerin
tizerindeki homojen bosluklarda hiicrelerin kendiliginden kiimelenmesiyle sferoid mikro

dokular olusmaktadir.

Ug boyutlu Petri Dish® kaliplar1 sterilizasyon i¢in dncelikle distile suda calkalanmustir.
Ardindan %70°’lik etanolde 15 dakika bekletilmistir. Kuruduktan sonra uygun cam
kaplara almip otoklavlanmistir. Steril hale getirilen kaliplarin herbiri i¢cin 500 pL

hacimde agaroz soliisyonu hazirlanmistir.

Agar sollisyonunun hazirlanmasi i¢in, 6ncelikle 1 gram agaroz toz cam sise igerisinde

alinmigtir. Diger yandan 50 ml salin (Distile suda hazirlanan %0,9’luk NaCl) agaroz
tozun icine eklenmistir. Agaroz tozu ve eklenen salin (%2’lik (g/ml) agaroz) lyice
karistirtlmis ardindan otoklavlanmistir. Agar soliisyonu oda sicakliginda 60-70°C’ye
kadar sogutulmus ardinda alkollenip biyogiivenlik kabininde daha once aseptik hale
getirilmis Petri Dish® kaliplarina mikro pipet yardimiyla aktarilmistir. Agar soliisyonu
oda sicakliginda polimerlestikten sonra Petri Dish® kaliplar1 esnetilerek agar jeller
cikartilmistir. Steril kiit uglu bir pens yardimiyla 12 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakalarina
yerlestirilen agar jeller hiicre ekiminden Once yukarida bahsedilen besiyerlerinin

serumsuz hali (2,5 mL/kuyucuk) ile etiivde 15-30 dakika inkiibe edilmistir.

Oncelikli olarak BeWo hiicreleri kullamlarak agar jeller iizerinde olusturulacak
sferoidler icin hiicre sayisi kalibre edilmistir. Bu deneyde, 8x10* hiicre/agar ve 1x10°
hiicre/agar olacak sekilde 2 farkli hiicre konsantrasyonu kullanilmistir. Hiicre ekimi 100
uL hiicre slispansiyonu/agar olarak gerceklestirilmistir. Ekimden 1 saat sonra agarlarin
tizerine 2,5 mL besiyeri eklenmistir. Hiicreler bu sekilde etiive kaldirilmis ve 48 saat
boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda BeWo hiicreleri 2 gruba ayrilmistir.
Gruplardan birinin besiyeri degistirilmis, digerinin ise tizerindeki besiyeri aspire
edildikten sonra 20 uM konsantrasyondaki forskolin maddesi 2,5 mL/agar eklenerek
sinsityotrofoblast hiicre tipine farklilasmasi saglanmistir. Forskolin maddesi 48 saat

boyunca uygulandiginda farklilasma gergeklesmektedir. Farklilasma tamamlandiktan
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sonra agaroz i¢indeki sferoid gruplarina 24, 48, 72 ve 96 saatlik inkiibasyonlarda MTS
canlilik analizi ve 8 giin boyunca ¢ap dl¢climii yapilmistir. Bu deneyde sferoid gruplarini

olusturmak i¢in kullanilmas1 gereken hiicre sayis1 belirlenmistir.

Sekil 3.1. A. Petri Dish® kaliplar {izerine 1sitilmis ve steril agaroz dokiilmesi, B.
Agarozlarin oda sicakliginda sogumasi, C. Katilasan agarozu kaliplardan ¢ikartilmasi,

D. Agarozlarin hiicre ekiminden 6nce serumsuz besiyeri ile inkiibasyonu gosterilmistir.

3.8. Canh Hiicre Boyama (CellTracker™)

Hiicrelerin mono kiiltiir ve ortak kiiltiirde lokalizasyonlarinin belirlenmesi i¢in floresan
ozellikteki CellTracker™ boyalar1 kullanilmistir. CellTracker boyalar 6zellikle 3B
hiicre kiiltiiri ve ortak Kkiiltiir yapilan ¢alismalarda siklikla tercih edilmektedir.
Hiicrelere toksik etkisi bulunmayan bu boyalar 1s1ma etkisini 4-5 giin kadar
korumaktadir. Ayrica hiicreler biiylime ortamlarinda ikilenirken de floresan problar

mitoz boliinme sirasinda sonraki kusaga aktarmaktadir.

CellTracker™ boyalar hiicre igerisinde tiyol (-SH) gruplariyla reaksiyona giren
klorometil veya bromometil gruplar1 icermektedir. Bu sayede tiyol gruplarina
baglanarak detoksifikasyonda rol alan Glutatyon S-transferaz (GST) aracili enzim ile

reaksiyona girmekte ve detoksifiye edilmektedir [101].
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Cizelge 3.2. CellTracker™ boya bilgileri.

Hiicre Molekiiler Soliisyon Uyarma Emisyon
Agirhik (g/mol) Konsant. (Ex nm) (Em nm)

BeWo 464.9 15 uM 492 517

(Yesil)

HUVEC 686.3 15 uM 577 602

(Kirmzi)

Satin alinan toz halindeki CellTracker™ boyalar -20°C’de saklanmistir. CellTracker™
calisma soliisyonlarinin hazirlanmast icin oda 1sisina getirilmistir. Uriin ana stok 10 mM
konstantrasyonda olacak sekilde DMSO’da ¢ozdiiriilmiistiir. Daha sonra ana stok
serumsuz besiyerinde BeWo ve HUVEC hiicreleri i¢in 15 uM konsantrasyonda diliie
edilmistir. Boya kullanilmadan 6nce su banyosunda 37°C’de 1sitilmigtir. CellTracker™
boyalar ile inkiibe edilecek hiicrelerin flaska ekilip ©Onceden konfluent olmasi
saglanmistir. Konfluensi %70-80’e ulastiginda hiicrelerin besiyeri aspire edilmistir.
Hiicrelerin boyay1 zardan alimini kolaylastirmak i¢in steril PBS soliisyonu igerisinde
hazirlanmis % 0,2°lik Tween-20 ile hiicreler etiivde 20 dakika inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra hiicrelerin iizerinden Tween-20 soliisyonu aspire edilmistir ve
flasklar icin tripsinizasyon gerceklestirilmistir. Hiicre sayimindan sonra BeWo ve
HUVEC siispansiyonlar1 ayr1 ayr steril 15 mL’lik falkonlara alinmistir. Hiicreler 800
rpm hizda 5 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Bu sirada her hiicre i¢in 500 pL
hacimde ve 15 pum konsantrasyonda CellTracker™ boyalar serumsuz besiyerinde
hazirlanmistir. Santrifiijden sonra hiicrelerin siipernatantlari dokiilerek yerine hazirlanan
500 puL CellTracker™ boya eklenmistir. Falkon igerisindeki hiicreler etiivde 45 dakika
boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra hiicreler 800 rpm hizda 5 dakika
boyunca santrifiij edilmistir. Boyal1 slipernatant dokiildiikten sonra hiicrelerin iizerine

deney i¢in gerekli miktarda serumlu besiyeri eklenmistir.

Hiicre ekimi 2B sistemler i¢in, 48 kuyucuklu hiicre kiltlirii plakalarinda

gergeklestirilmistir. Tekli ve ortak kiiltiirler i¢in kuyucuk basma 6x10* hiicre/400 pL

sispansiyon olarak eklenmistir. Hiicrelerin kuyucuklara ekiminden sonra aliiminyum
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kapli plakalar etiive kaldirilmustir. ki boyutlu sistemde BeWo ve HUVEC ortak
kiiltiiriinde kullanilacak orani belirlemek icin BeWo:HUVEC ortak kiiltiir gruplarinda
3:1, 4:1 ve 5:1 hiicre oranlar1 denenmistir. CellTracker™ boya ile 24, 48 ve 72 saat
boyunca inkiibe edilen hiicrelerin goriintiileme ve floresan Olgiimleri Oncesinde
besiyerleri ¢ekilerek 2 kere PBS ile yikama islemi yapilmistir. Bu sayede hiicrelerin

icerisine giremeyen boyalarin fazla 1s1masi ortadan kaldirilmstir.

Petri Dish 3B sistemlerde CellTracker™ boyama protokolii 2B sistemlerde bahsedildigi

sekilde boyanmistir. BeWo ve HUVEC hiicreleri igin 1x10® hiicre/mL olacak sekilde
hiicre siispansiyonu hazirlanmistir. Hazirlanan agarlara 1x10° hiicre/100 pL siispansiyon
eklenmistir. Ug boyutlu sistemde BeWo ve HUVEC ortak kiiltiirlerinde kullanilacak
orant belirlemek icin BeWo:HUVEC ortak kiiltiir gruplarinda 2:1, 3:1 ve 4:1 hiicre
oranlar1 denenmistir. Hiicreler agarlara ekildikten yarim saat sonra 2,5 mL/agar olacak
sekilde besiyeri eklenmistir. Inkiibasyon icin etiive kaldirilan 12 kuyucuklu hiicre
kiiltiirli plakalar1 karanlikta inkiibe edilmistir. Hiicreler 24, 48, 72, 96 ve 120 saat inkiibe
edilmistir. Hiicrelerin lokalizasyonlari, olusturduklar1 sferoidlerin biitiinliigli ve
biytikliigii 5 giin boyunca floresan goriintiileri Cellsens Master Software V1.12

programi kullanilarak ¢ekilmistir.

Iki ve ii¢ boyutlu sistemlerde belirtilen inkiibasyon siireleri boyunca hiicre lokalizasyon
ve miktarlarinin belirlenebilmesi i¢cin EVOS Hiicre Goriintilleme Sistemi (Life
tecnologies, Thermofisher) ile goriintiller alinmistir ve 2B gruplari igin Ensight
multimode plate plaka okuyucuda (Perkin Elmer) absorbanslari dl¢tilmiistiir. Goriintiiler

ImageJ programu ile diizenlenmistir.

3.9. Kalsein AM-PI-DAPI Floresan Boyama ile Sferoidlerde Canlilik Analizi

Steroidlerdeki canli hiicreleri yesil, 6lii hiicreleri kirmiz1 ve g¢ekirdekleri mavi renge
boyamak iizere bir boya karigimi1 hazirlanmistir. PI 50 pg/mL ara stoktan PBS ile
seyreltilme yapilarak 10 pg/mL konsantrasyonda boya hazirlanmistir. Hazirlanan PI
boyasi iizerine son konsantrasoyunu 300 nM olacak sekilde DAPI cekirdek boyasi
eklemistir. Son olarak 4 mM ana stok kalsein boyasindan son konsantrasonu 2 pM
olacak sekilde boya karisimina eklenmistir. Hazirlanan boya karigtminda PI 10 pg/mL,

DAPI 300 nM, kalsein ise 2 pM konsantrasyonda kullanilmistir. BeWo, HUVEC ve
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Oran (3:1) gruplarmin 1x10° hiicre/agar olacak sekilde hiicre ekimi yapilmistir.
Agarlarda 3 giin boyunca inkiibe edilen mikro dokulara 30 uM ve 45 uM Vortioksetin
cozeltileri 1,5 mL/agar olacak sekilde uygulanmistir. Dozlarin 24, 48 ve 72 saatlik
inkiibasyonlarindan sonra mikro dokular tizerindeki Vortioksetin aspire edilmis ve agar
basma 100 pL. hacimde boya karigimi konmustur. Pozitif kontrol grubu i¢cin 1 mM
konsantrasyonda Hidrojen Peroksit kullanilmistir. Hiicreler yarim saat etiivde inkiibe
edildikten sonra Cellsens Master Software V1.12 programinda uygun floresan
filtrelerde  goriintiilenmistir. Almman gorlntiiller Image] programi kullanilarak

birlestirilmistir.

3.10. Bariyer Biitiinliigiiniin Ol¢iimii (Transepiteliyel Elektriksel Direnc-TEER) ve
Na-F Akis Analizi

BeWo hiicreleri icin 9x10° hiicre/mL, HUVEC hiicreleri igin 4x10° hiicre/mL
yogunlukta hiicre siispansiyonlar1 hazirlanmistir. Hiicreler floresan okutma uygunlugu
icin fenol redsiz DMEM F-12 serumlu besiyerinde siispanse hale getirilmistir. Her iki
hiicre 500 pL/insert olacak sekilde 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakalari igerisine
yerlestirilen 0,4 um por Olgekli insertlere ekilmistir. Hiicre ekilecek insertler hiicre
ekiminden 1 saat 6nce serumlu besiyeri ile inkiibe edilmistir. Mono kiiltiirlerle birlikte
3:1 oran grubu i¢in BeWo hiicre siispansiyonundan 337 upL, HUVEC hiicre
siispansiyonundan ise 280 uL alinarak siispansiyonu hazirlanmistir. Bazal boliime 1,5
mL serumlu besiyeri eklenmistir. TEER 6l¢iimii ve sodyum floresan tuz akis miktarinin
belirlenebilmesi i¢in ayni hiicre sayilari ile es zamanl olarak iki deney de baslatilmistir.
Hiicrelerin TEER direnci ve Na-F miktar1 her giin Sl¢iilmiistiir ayrica hiicrelerin 2
giinde bir besiyerleri tazelenmistir. TEER o6l¢timlerinin sabitlendigi giin 15 uM ve 30
uM Vortioksetin uygulamasi yapilmistir. Na-F 6l¢iimii i¢in Olgiimden 1 saat Once
hiicrelerin apikal bélmeden besiyeri ¢ekilmistir. Onun yerine 5 pM konsantrasyondaki
sodyum tuzu 500 pL/insert olacak sekilde eklenmistir. Bir saat inkiibasyondan sonra
bazal bolmeye gecen miktarin belirlenebilmesi i¢in 50 pL hacimde 6rnek toplanmistir.
Ornekler floresan okutmaya uygun olarak siyah 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii
plakalarinda Excitation/Emission 460/580 dalga boylarinda okutulmustur. TEER ve Na-
F deneyleri es zamanli olarak doz uygulamasindan itibaren 24, 48 ve 72 saat

inkiibasyonlarda gergeklestirilmistir.

125



3.11. E-kaderin ve F-aktinin Immiinfloresan Boyamasi

E-kaderin immiinfloresan boyamasi, BeWo hiicreleri baslangi¢ sayis1 5x10° olacak

sekilde 8 kuyucuklu plaklarda ekilmistir. Hem forskolin maddesinin uygulanmasindan
sonra hiicre farklilagsmasi markorii olarak hem de hiicrelerin baglanti noktalarini
Vortioksetinden once ve sonraki goriintiilerini elde etmek i¢in kullanilan E-kaderin

boyama asagida maddelenen sekilde gerceklestirilmistir.

1. Hiicreler besiyeri dokiilerek %4’lilkk paraformaldehit ile oda sicakliginda 10
dakika bekletilmistir.

2. Fikse edilen hiicreler absol alkolde 20 dakika oda sicakliginda tutulmustur.
Kuyucuklardaki absol alkol aspire edildikten sonra %0,3’liik Triton-X’1i PBS ile
3 kez 2’ser dakika yikama yapilmstir.

3. Fikse edilen hiicrelerin permeabilizasyonu igin %0,1’lik Triton-X ile 10 dakika
calkalayicida bekletilmistir. Ardindan %0,3’liikk Triton-X’1i PBS ile 3 kez 2’ser
dakika yikama yapilmistir.

4. Hiicreler boyanirken spesifik olmayan bolgelerdeki 1simanin Onlenmesi igin

%3’lik BSA’da 30 dakika bekletilmistir.

5. Primer antikor tavsanda gelistirilmis insana karsi poliklonal E-kaderin %3’liikk
BSA’da 1:100 diliie edilmis ve hiicrelerle nemli ortamda 1 gece boyunca

+4°C’de bekletilmistir.
6. Hiicreler PBS ile 3 kez 2’ser dakika yikanmustir.

7. Kegide tavsana karsi gelistirilen ve Alexa Fluor® 488 (yesil) isaretli sekonder
antikor %3’liikk BSA’da 1:2000 diliisyonda hazirlanmig ve 45 dakika boyunca
oda sicakliginda 151k almayacak sekilde bekletilmistir.

8. Sekonder antikor uygulamasindan sonra hiicreler PBS ile 3 kez 2’ser dakika

yikanmustir.

9. Sekiz kuyucuklu plakalar ¢ikartilip DAPI’li kapatma ortami kullanilarak lamel
ile kapatilmistir. Hazirlanan preparatlar -20°C’de ve karanlikta saklanmustir.

Goriintiiler Olympus CKX18 inverted mikroskop altinda incelenmistir.

F-aktin immiinfloresan boyamasi, BeWo hiicreleri baslangi¢ sayis1 5x10° olacak

sekilde 8 kuyucuklu plaklarda ekilmistir. VVortioksetinin uygulanmasindan 6nce ve
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son hiicre iskeletindeki hasarlarin belirlenmesi i¢in yapilan bu boyamanin protokolii

asagidaki sekilde gerceklestirilmistir.

1. Hiicrelerin besiyeri dokiilerek %4’liik paraformaldehit ile oda sicakliginda

10 dakika bekletilmistir.

2. Fiksatif aspire edildikten sonra %0,3’lik Triton-X’li PBS ile 3 kez 2’ser
dakika yikama yapilmistir.

3. Hiicrelerin blokaj1 i¢in %3’liik BSA’da 45 dakika bekletilmistir.

4. DMSO ile diliie edilen 66 uM’lik (400X) Phalloidin Alexa Fluor 555
(Kirmizi) ana stogu, %0,1°’lik BSA/PBS ile (0,5 pL ana stok/200 pL
BSA/PBS) seyreltilmis ve calisma soliisyonu olarak uygulanmistir. Oda

sicakliginda 1 saat boyunca bekletilmistir.

5. Florokrom bagli phalloidinin direkt uygulanmasindan sonra hiicreler PBS ile

3 kez 2’ser dakika yikanmistir.

6. Sekiz kuyucuklu plakalar ¢ikartilip DAPI’li kapatma ortami kullanilarak
lamel ile kapatilmistir. Hazirlanan preparatlar -20°C’de ve karanlikta
saklanmigtir. Goriintiiler Olympus CKXI18 inverted mikroskop altinda

incelenmistir.

3.12. Serotonin Geri Alim (SERT) Reseptorlerinin immiinfloresan Boyamasi

SERT reseptorlerinin bulunduklart hiicredeki lokalizasyonundan dolay1 yapilarinin
korunmasi ve immiinfloresan goriintiilerinin dogru bir sekilde alinmasi1 i¢in hiicrelerin
uretildigi  flasklardan  hasati  tripsin ~ enzimi  degil kaziciyr  kullanilarak
gergeklestirilmistir. Bu sayede hiicreler biyokimyasal reaksiyona maruz kalmayip
yalmizca mekanik kuvvet ile toplanmis ve hiicre zarma bagli SERT reseptorlerinin
yapisal biitiinliigii korunmustur [73]. Hiicreler baslangi¢ sayis1 5x10° olacak sekilde 4
kuyucuklu plaklara ekilmistir. Hiicreler 48 saat etiivde inkiibe edildikten sonra

immiinfloresan boyama basamaklari agagidaki gibi gerceklestirilmistir.

1. Hiicrelerin besiyeri aspire edildikten sonra %4’liik paraformaldehit ile 10 dakika

boyunca fiksasyonu gergeklestirilmistir.

2. Hiicrelere PBS ile 3 kez 2’ser dakika yikama yapilmuistir.
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10.

Permeabilizasyon i¢in 10 dakika boyunca 9%0,1°lik Triton-X ile hiicreler
bekletilmistir.

Hiicrelere PBS ile 3 kez 2’ser dakika yikama yapilmistir.

Spesifik olmayan antikor baglanmalarimin o6nlenmesi i¢in hiicreler %1°lik

BSA’da 1 saat bekletilmistir.

Hiicreler 1 gece boyunca 4°C’de %1°lik BSA’da 2 pg/mL konsantrasyona
getirilen SLC6A4 Rekombinant Tavsan Monoklonal Antikor ile bekletilmistir.

Hiicrelere PBS ile 3 kez 2’ser dakika yikama yapilmistir.

Kecide tavsana karsi gelistirilen ve Alexa Fluor® 488 (yesil) isaretli sekonder
antikor %1’lilk BSA’da 1:2000 diliisyonda hazirlanmig ve 45 dakika boyunca
oda sicakliginda 151k almayacak sekilde bekletilmistir.

Hiicrelere PBS ile 3 kez 2’ser dakika yikama yapilmistir.

Dort kuyucuklu plakalar ¢ikartilip DAPI’li kapatma ortami kullanilarak lamel ile
kapatilmigtir. Hazirlanan preparatlar -20°C’de ve karanlikta saklanmistir.
Immiinfloresan goriintiiler Olympus CKX18 inverted mikroskop altinda

Cellsens Master Software V1.12 programi kullanilarak incelenmistir.
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3.13. p-HCG Hormon Seviyesinin ELISA ile Ol¢iilmesi

ELISA B-hCG hormon miktar1 6l¢iim deneyleri i¢in, 2B gruplarinda BeWo, HUVEC ve
3:1 oran grubu 48 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakalarina ekilmistir. Hiicre sayilar1 BeWo
hiicreleri igin 2x10° hiicre/mL, HUVEC hiicreleri i¢in 1x10° hiicre/mL hazirlanmistir.
Kuyucuk basina BeWo siispansiyonundan 400 pL ekilmistir. HUVEC hiicreleri i¢in 200
uL stispansiyon koyulmus iizerine 200 uL serumlu besiyeri eklenmistir. Ortak kiiltiir
grubu i¢in hazirlanan BeWo hiicre siispansiyonundan 300 pL, HUVEC hiicre
siispansiyonundan 200 pL eklenmistir. BeWo ve 3:1 oran gruplart 2 giin inkiibe
edildikten sonra, HUVEC hiicrelerine 24 saat sonunda 7,5 puM, 15 uM ve 30 uM

Vortioksetin uygulamasi yapilmustir.

3B gruplarinda BeWo, HUVEC ve 3:1 oran grubu agarlara ekilmistir. Hiicre sayilari
BeWo ve HUVEC hiicreleri igin 1x10° hiicre/mL olarak hazirlanmistir. Agar basina
stispansiyonlardan 100 pL ekilmistir. Ortak kiiltlir grubu i¢in hazirlanan BeWo hiicre
stispansiyonundan 75 pL, HUVEC hiicre siispansiyonundan 25 pL eklenmistir.
Hiicreler 1 saat etiivde inkiibe edildikten sonra iizerlerine 2,5 mL serumlu besiyeri
eklenmistir ve 3 giin sonra 7,5 uM, 15 uM ve 30 uM Vortioksetin uygulamasi
yapilmistir.

2B ve 3B sistemlerde BeWo, HUVEC ve 3:1 oran gruplarinin kontrol, 7,5 uM, 15 uM
ve 30 puM Vortioksetin ile inkiibe edilmis kiiltiirlerinden silipernatantlar alinarak

alikotlanmis ve -20°C’de saklanmustir.

Hormon kitleri icin standart egri grafigi cikartilmistir. Orneklerdeki hormon

miktarlarmin belirlenmesi i¢in asagidaki prosediir uygulanmistir.
1. Alikotlanan siipernatant 6rnekleri ve kit soliisyonlart oda sicakligina getirilmistir.

2. Ornekler 5 dk boyunca, 5000 rpm hizda ve 22 °C’de santrifiij edilmistir (Hettich,
Mikro 22R, Zentrifijgen, Almanya).

3. Diliie edilen orneklerden 25 pL alinarak kit icerisinde bulunan antijen kapli 96
kuyucuklu ELISA plakalarina konulmustur. Uzerlerine 100 pL enzim konjugat
eklendikten sonra calkalayicida 10-15 sn ¢alkalanmistir. Ornekler ve konjugat 1 saat

boyunca oda sicakliginda bekletilmistir.

4. Kuyucuklarin igerisindekiler dokiilmiis ve 5 kez 300 pL distile su ile yikama
yapilmustir.
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5. Her bir 6rnek iizerine 100 pL substrat soliisyonu eklenmis ve oda sicakliginda 15 dk

bekletilmistir.

6. Kuyucuklarda gergeklesen antijen-antikor reaksiyonunu durdurmak i¢in durdurma

soliisyonundan 50 pL/kuyucuk olacak sekilde eklenmistir.

7. ELISA cihazinda 450 nm dalga boyunca okutma yapilmistir. Standart 6rneklerinin
konsantrasyon-absorbans (OD) degerlerinin belirlenebilmesi igin 4-parametre grafik

secilmistir.
3.14. istatistiksel Yontemler

Calismanin istatistiksel analizleri STATISTICA 13 ve IBM SPSS Statistics 23 istatistik
programi kullanilarak 6nem kontrolii P<0,05 diizeyinde incelenmistir. Statistica
programinda, uygulanan Vortioksetinin analizi i¢in varyans analizi (ANOVA)
kullanilmistir. Deneylerde 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyonlar incelendiginden varyans
analiz modeli olusturulurken her parametre ic¢in “Vortioksetin konsantrasyonu” ve
“inkiibasyon siiresi” olmak iizere iki degisken secilmis, dolayisiyla ¢ok-yonlii varyans
analizi (Factorial ANOVA) kullanilmigtir. Verilerin anlamliliklarina bagli olarak ileri
(post hoc) testler uygulanmis ve esit Orneklem biyiikliigiine dayali Tukey testi
kullanilmigtir. SPSS programi iginse konsantrasyon degiskeni olmayan deneylerde tek-

yonlii varyans analizi (One-way ANOVA) kullanilmastir.
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Sekil 3.2 ve Sekil 3.3.’te 2B ve 3B deneyler i¢in inkiibasyon saatleri ve Vortioksetin

uygulamalarinin gosterildigi deney planlar1 verilmistir.

7B R

245 48s Tls

@ Analizler
Hiicre Ekimi

BeWo e E
8 31 Vortioksetin
8 Uygulamas:

Sekil 3.2. 2B sistemde deney plani.

3B

Hiicre Ekimi
BeWo
HUVEC
31

Co= - z z PR (2% 2R .
_ __ __::> Analizler

96 s 120 s 144 s

Sekil 3.3. 3B sistemlerde deney plani.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Sterilite Testi

BeWo ve HUVEC hiicrelerinde DAPI ¢ekirdek boyamasi yapilarak mikoplazma varligi
test edilmistir. Boyama sonucunda ekstraniikleer 1s1ma goriilmemis ve saglikli hiicreler

ile tez deneylerine baglanmistir.

4.2. Hiicrelerin Ureme Egrileri ve Morfolojisi

BeWo ve HUVEC hiicrelerinin lireme karakterlerinin belirlenebilmesi i¢in 10 giin
boyunca yapilan hiicre sayimminin grafikleri olusturularak ikilenme zamanlari
hesaplanmistir. BeWo hiicrelerinin iireme egrisi (Sekil 4.1.) sonuglarina gore hiicre
sayisindaki artis T2 de baslayarak T5’e kadar devam etmistir. Ikilenme zamanimin elde
edilebilmesi i¢in logaritmik grafik verileri kullanilarak hesaplama yapilmigtir. BeWo
hiicreleri i¢in ikilenme siiresi PDT=39 saat olarak belirlenmistir. HUVEC hiicrelerinin
sayim sonuglari1 kullanilarak elde edilen logaritmik iireme egrisine gore (Sekil 4.2.) en
yiiksek hiicre sayis1t T6’da goriilmektedir. Cizilen grafige gore HUVEC hiicrelerinin

ikilenme zaman1 PDT=25 saat olarak belirlenmistir.

BeWo Hiicresi Ureme Egrisi
100

10 o

Hicre sayisi x 10*

TO T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 TI10

Zaman (Gunler)

Sekil 4.1. BeWo hiicrelerinin iireme egrisi.
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HUVEC Hiicresi Ureme Egrisi
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Sekil 4.2. HUVEC hiicrelerinin iireme egrisi.

BeWo ve HUVEC hiicrelerinin (Sekil 4.3.) morfolojileri 11k mikroskobunda
incelenmistir. iki hiicre tipi de adherent olarak iiremektedir ve epitel tipte hiicrelerdir.
BeWo hiicreleri kiimeli olarak prolifere olurken, HUVEC hiicreleri tek tabakali olarak
cogalmaktadir.

Sekil 4.3. Hiicrelerin inverted mikroskop goriintiileri. A. BeWo, B. HUVEC hiicreleri.

4.3. iki Boyutlu BeWo Hiicrelerinde Forskolin Uygulamas1 ve E-Kaderin IF

Goriintiisii

Hiicrelerin forskolin maddesiyle muamelesinden sonra sinsityum hale gelerek
sinsityotrofoblast hale farklilagtig1 E-kaderin ve DAPI immiinfloresan boyas1 yapilarak
kanitlanmistir. Kullanilan forskolin maddesinin 20 pM’lik g¢aligma soliisyonu ayni
inkiibasyon siirelerinde BeWo hiicrelerine uygulanmis ve MTS testi ile hiicrelerde

toksik etki yaratmadigi goriilmiistiir.
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Forskolinle BeWo hiicrelerini sinsitlestirmenin belirteci olarak kullanilan E-kaderin
boyama, poliniikleer ¢ekirdekli sinsityotrofoblastlarda hiicre zarinda pozitif
boyanmasiyla belirlenmektedir (Sekil 4.4.). In vitro plasental model olusturulmasi
amaclanan 2020 yilinda yaymlanan bir g¢alismada, BeWo tabakasinin sinsityal
fizyonunu karakterize etmek icin hiicreler arasindaki plazma zar1 smirlarim
gorsellestiren E-kaderinin immiinofloresan boyama yapilmistir. Bu ¢alisma sonuglarina
gore E-kaderin ifadesi BeWo hiicrelerinin ¢ekirdekleri arasinda azalma gostermistir.
Ayrica g¢ekirdekler daha bliyilk ve daha az olarak goézlenmistir. Sonugta, oksijene
bagimli bir sekilde olan sinsityal fiizyon ylizdesinin 6nemli Olgiide arttif1 ortaya

cikarilmistir [102].

Forskolin uygulamasiyla BeWo hiicrelerinin  farklilagmasindan sonra HUVEC
hiicreleriyle ~ ortak  kiiltiirleri  inkiibasyon  siiresi ~ farkliligindan  dolay1
gergeklestirilememistir. BeWo hiicrelerinin agarlara ekiminden 2 giin sonra uygulama
yapilmasi ve uygulamadan 2 giin sonra farklilasmanin gergeklesmesi HUVEC

hiicrelerinin tireme profillerine uygun degildir.
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Sekil 4.4. Sinsityotrofoblast (SynBeWo) hiicre goriintiisii, A. Inverted mikroskop
goriintiisii, B. E-Kaderin-DAPI floresan goriintiisii, (—» ) poliniikleer hiicreler.

Ortak kiiltiire edilen hiicrelerin inkiibasyonlarinda 4 giinliik zaman farki canlilik
analizlerinde ve hormon Ol¢limlerine dogru yanit vermeyecegi diisiiniildiiglinden ortak
kiiltiir deneylerine sitotrofoblast hiicrelerini yansitan BeWo hiicreleri kullanilarak tez
deneylerine devam edilmistir. Bu sayede gebeligin ilk 3 ayindaki plasentanin yapisi

yansitilmis ve Vortioksetine verdigi yanit incelenmistir.

4.4. iki Boyutlu Sistemlerde Hiicre Canlihk Analizi Sonuclar
4.4.1. Ortak Kiiltiir Gruplarimin Belirlenmesinde MTS Analizi

In vivoya yakin anlamli sonuglar elde edebilmek icin insan plasentasmni taklit eden
modellere ihtiya¢ duyulmaktadir, ¢linkii plasenta diger dokular géz Oniine alindiginda
tiire 6zgii farklilik gosteren bir dokudur. Yapilan in vitro modellerde ¢ogunlukla BeWo
transfer modelleri kullanilmasina ragmen plasenta bariyerinin ¢ok katmanli yapisi,
yiiksek dinamik cevreye sahip bir fizyolojik ortam icermesi noktalar1 gdzoniinde
bulunduruldugunda tek basina kullaniminin yetersiz oldugu disiiniilmektedir [103].
Plasental bariyerleri olusturmak igin kullanilan modellerinin ¢ogunda fetal endotel
tabakasi siklikla ihmal edilmektedir. Oysa ki endotel hiicreleri plasenta bariyerinde ilave
bir gecirgen tabaka olusturdugundan 6nemli bir yere sahiptir ve yeni modellere dahil
edilmistir. Yapilan bir ¢alismada, amniyon zar1 ilizerine insan trofoblast ve endotel hiicre
hattt (HUVEC) ekilerek gosterdikleri feto-plasental uyumluluk kanitlanmistir [104]. Bir
diger ¢alismada, tek hiicreli (HTR8) modele kiyasla ikili hiicreli (HTR8 ve HUVEC)
plasenta modelinde glukoz gegisinin daha az, gecis direncinin daha fazla oldugu
gosterilmistir [105]. Son yillarda yapilmis bir ¢alismada, BeWo hiicreleri ve primer
insan plasental villus endotel hiicreleri kullanilarak ¢ip ilizerinde bir plasenta modeli
olusturulmustur. Bu modelde, glukoz transfer hizinin (% 34,8), ex vivo perfiizyonlu
plasentaya (% 26,5-38,3) yakin bir degerde oldugu gosterilmistir [106]. Gebelikte
plasentanin anjiyogenezinde morfolojileri ve fonksiyonlarinin ifadesi i¢in iki temel
hiicre grubu bulunmaktadir. Bunlardan birisi HUVEC (insan gdbek kordun veni
makrovaskiiler endotel hiicresi) digeri ise HPEC (insan plasenta mikrovaskiiler

endotelyal hiicresi)‘dir. Plasental vaskiiler ag olusumunu HPEC hiicrelerine
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dayandirilmaktadir ve in vivo anjiyogenezin Oncelikle bu mikro g¢evrede meydana
geldigi bilinmektedir. HPEC hiicreleri primer kaynakli olduklarindan pasajlanma
imkaninin kisith olmasi, alindig1 dondre gore farkliliklar gostermesi sebebiyle ve en
Onemlisi uzun siireli deneylerde canliliklarin1 koruyamamalari nedeniyle tez
caligmasinda tercih edilmemistir. HPEC ve HUVEC hiicrelerinin plasental anjiyogenezi

yansitmada en uygun hiicrenin HUVEC hatt1 oldugu belirtilmistir [107].

Ortak kiiltiir gruplart olusturulurken iki boyutlu deneylerde farkli hiicre oranlari

kullanilarak canlilik analizi yapilmstir.

Farkl1 hiicre oranlari ile yapilan MTS canlilik analizinde, tiim gruplarda 96 saat sonunda
canliligin 72 saate gore distigi gorilmektedir. 24 ve 48 saatlik inkiibasyonlarda 3:1
grubunun canliligi en yiiksek degerde goriilmiigtiir. Canliligi 24 saat igin 1:1 ve 2:1
grubundan istatistiksel olarak anlamli derecede artmustir. 48 saat icinse 1:1 ve 1:2
grubundan anlamli olarak canlilig1 yiiksek bulunmustur. Canlilik analizi sonuglart sekil

4.5’te verilmistir.

2B Ortak Kiltlrlerde Canlilik Analizi

N b abd b,
1
a,b
a 1

GRUPLAR

B

ABS (OD)

B 24 s3at S8saat NT72s3at W96 saat

Sekil 4.5. BeWo ve HUVEC 2B ortak kiiltiir gruplarinda 24, 48, 72 ve 96 saat

inkiibasyon sonrast MTS canlilik analizi.

a l:1 grubundan istatistiksel olarak 6nemli derecede farkli (P<0,05). » 1:2 grubundan istatistiksel olarak
onemli derecede farkli (P<0,05). ¢2:1 grubundan istatistiksel olarak dnemli derecede farkli (P<0,05). 43:1
grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farkli (P<0,05). ¢4:1 grubundan istatistiksel olarak 6nemli
derecede farkli (P<0,05).
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4.4.2. Mono ve Ortak Kiiltiirlerde CellTracker Canli Hiicre Boyama Goriintiileri

ve Floresan Ol¢iimii

2B oran gruplarmim MTS analizlerinden sonra 3:1, 4:1 ve 5:1 gruplarinda ve mono
kiiltiirlerde CellTracker boyama yapilmistir (Sekil 4.6.). Hiicrelerin MTS analizinde
verdikleri canlilik degerleri (OD) BeWo ve HUVEC hiicrelerinin birlikte verdikleri
yanit olarak degerlendirilmektedir. Bu nedenle mono kiiltiirlerle birlikte hiicrelerin ortak
kiiltiirii yapildiginda hiicrelerin morfolojilerini izlemek, ikilendiklerinde toplam hiicre

sayist i¢erisindeki oranlar1 floresan boyama ile goriintiilenmektedir.

24 saat 48 saat 72 saat

.
[3a)
D]
Ual

Sekil 4.6. 2B mono ve ortak kiiltiirlerde CellTracker boyama floresan goriintiileri. Yesil

BeWo

HUVEC

4:1

renkte BeWo ve kirmizi renkte HUVEC hiicreleri (100 uM 6lcek).
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Oran gruplarinda ise 4:1 ve 5:1 grubu plasenta dokusunu temsil edecek BeWo ve
HUVEC hiicrelerinin ortak kiiltiirii icin BeWo hiicre miktarinin fazla oldugu sonucuna
varilmistir. 3:1 oran grubu BeWo ve HUVEC hiicreleri i¢in uygun miktarda yogunluk

gostermistir.

CellTracker boyama floresan mikroskopta goriintiilenebildigi gibi floresan okuyucu ile
floresan 1s1masinin ortalama yogunlugunu vermektedir. Alinan sonuglara gore, yesil
renk CellTracker boyasinin floresan Ol¢timlerinde (Sekil 4.7.), 4:1 hiicre grubu 3:1
hiicre grubuna gore 24 ve 72 saat inkiibasyonlarinda istatistiksel olarak anlaml

derecede azalmstir.

5:1 hiicre grubu ise 24 saatte 3:1 ve 4:1 grubundan anlamli derecede yiiksek floresan
1s1mast verirken, 48 saat inkiibasyonda 3:1 ve 4:1 hiicre grubuna gore istatistiksel olarak
onemli derecede azalmistir. 72 saat inkiibasyon siiresi sonunda 1s1ma 3:1’e gore azalmas,

4:1’¢ gore anlamli derecede artmustir.

72 saatlik inkiibasyon incelendiginde 3:1 oran grubunun floresan 1simasi en yiiksek

degerde ol¢iilmiistiir.

2B Ortak Kulturlerde CellTracker (Yesil) Floresan Olcima

10000

9500
9000
ab
= 8500 e
ic
£
= =
© 3000
a
7500
7000 a
G300 . ] [124 saat
3:1 4:1 W 48 saat
Gruplar M 72 saat

Sekil 4.7. 2B ortak kiiltiirlerde 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon sonras1 CellTracker BeWo

hiicrelerine ait yesil boyama floresan 6l¢iimleri.

a3:1 grubundan istatistiksel olarak 6nemli derecede farkli (P<0,05). ,4:1 grubundan istatistiksel olarak
onemli derecede farkli (P<0,05). ¢ 5:1 grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farkli (P<0,05).

Kirmizi renkte CellTreacker floresan boyasinin 6lgtimlerinde (Sekil 4.8.) 4:1 oran grubu

3:1 hiicre grubuna gore 48 ve 72 saatlik inkiibasyonlarda istatistiksel olarak onemli
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derecede azalmistir. 5:1 hiicre grubunda ise tiim inkiibasyon siirelerinde 3:1 ve 4:1 oran

gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli derecede azalma goriilmiisiir.

3:1 oran grubu incelendiginde 48 ve 72 saatlik inkiibasyonlarda diger gruplara gore

floresan 1s1manin daha ytiksek oldugu goriilmiistiir.

2B Ortak Kulturlerde CellTracker (Kirmizi) Floresan Olcumu
780

740
720 -
700
680
680
640 -
620 -
600 -
580
580

0D (MFI)

540 | ab
520 a!b
500 ab
480 + I E
460 41 . [124 saat
: 5:1 B 48 saat
Gruplar B 72 saat

Sekil 4.8. 2B ortak kiiltiirlerde 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon sonrasi CellTracker

HUVEC hiicrelerine ait kirmizi boyama floresan 6l¢iimleri.

a3:1 grubundan istatistiksel olarak 6nemli derecede farkli (P<0,05). ,4:1 grubundan istatistiksel olarak
o6nemli derecede farkli (P<0,05). ¢ 5:1 grubundan istatistiksel olarak 6nemli derecede farkli (P<0,05).

Ozellikle 3B ortak kiiltiir modellerinin olusturulmasinda CellTracker boyalarinin
kullanilmast hiicrelerin lokalizasyonu ve sferoid olusturma potansiyelleri hakkinda nitel

sonuglar vermektedir [48,108].

4.4.3. Mono ve Ortak Kiiltiirlerde Vortioksetin Uygulamasinda Canhlik Analizleri

BeWo, HUVEC tekli ve 3:1 oraninda ortak kiiltirdeki hiicrelere Vortioksetin
uygulanmasinin  hiicre canliligi iizerine etkileri MTS hiicre canlilik testi ile
incelenmistir. Vortioksetin uygulanan mono kiiltiir ve ortak kiiltiirdeki hiicrelerin %
canlilik grafikleri ayr1 olarak verilmistir. Kontrol ve DMSO gruplar1 arasinda 24, 48 ve
72 saat inkiibasyon sonrasi hiicre canliligi acisindan istatistiksel olarak bir farklilik
bulunmamistir ve grafiklerde sadece kontrol grubuna yer verilmistir. BeWo hiicresine
ait canlilik grafigi Sekil 4.9.’da verilmistir. 7,5 uM Vortioksetin uygulanan BeWo
hiicresinin canlilik yiizdesi inkiibasyon siiresine bagli olarak kontrol grubuna gore

istatistiksel olarak azalma gostermistir. 15 uM Vortioksetin doz grubunun BeWo
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hiicresindeki canlilik yiizdesi kontrol grubuna ve 7,5 uM doz grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli derecede azalmistir. 30 uM Vortioksetin doz grubunun BeWo
hiicresindeki canlilik yiizdesi ise kontrol grubuna, 7,5 uM ve 15 uM doz grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli derecede azalmistir. 7,5 uM Vortioksetin grubunda
inkiibasyon siirelerine gore canlilik azalirken, 15 puM ve 30 uM grubunda canlilik

inkiibasyona gore artig gostermistir.

2B-BeWo-MTS Analizi
110 - .

100+ a
moa
90 a
80
£ 70 ab
€
i}
= B0 ab
abc
50 ab
ab,c
40
ab,c
0 ﬂ
20
Kontrol 7.5 pM 15 M 30 pM Eﬁg gzgi
Vortioksetin Gruplan M 72 Saat

Sekil 4.9. BeWo hiicrelerinde 24, 48 ve 72 saat Vortioksetin uygulamasi sonrasi hiicre

canlilik ylizde degisim grafigi.

aKontrol grubundan istatistiksel olarak 6nemli derecede farkli (P<0,05). v 7,5 uM Vortioksetin uygulanan
gruptan istatistiksel olarak 6nemli derecede farkli (P<0,05). ¢ 15 uM Vortioksetin uygulanan gruptan
istatistiksel olarak 6nemli derecede farkli (P<0,05).

HUVEC hiicresine ait canlilik grafigi Sekil 4.10.’da verilmistir. 7,5 uM Vortioksetin
uygulanan HUVEC hiicresinin 72 saat sonrasi hiicre canlilik yiizdesi kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak azalmistir. 15 uM ve 30 uM Vortioksetin gruplarinin HUVEC
hiicresindeki canlilik yiizdesi inkiibasyon siirelerine bagl olarak kontrol grubu ve 7.5
UM doz grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derece azalmistir. 30 uM Vortioksetin
doz grubunun canlilik yiizdesi ise 15 uM doz grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
derecede azalmistir. 7,5 uM Vortioksetin grubunda inkiibasyon saatlerine gore anlamli
bir farklilik gézlenmezken, 15 uM ve 30 uM grubunda inkiibasyon saatlerine bagl

olarak canlilikta diisiis goriilmektedir.
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2B-HUVEC-MTS Analizi
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Sekil 4.10. HUVEC hiicrelerinde 24, 48 ve 72 saat Vortioksetin uygulamasi sonrasi

hiicre canlilik ylizde degisim grafigi.

aKontrol grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farkli (P<0,05).,7,5 uM Vortioksetin uygulanan
gruptan istatistiksel olarak onemli derecede farkli (P<0,05). ¢ 15 uM Vortioksetin uygulanan gruptan
istatistiksel olarak 6nemli derecede farkli (P<0,05).

3:1 ortak kiiltiir grubuna ait canlilik grafigi Sekil 4.11.°de verilmistir. 7,5 uM
Vortioksetin uygulanan 3:1 grubunun 48 ve 72 saat sonrasi hiicre canlilik yilizdesinde
kontrol grubuna gore artig olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli degildir. 15 uM
doz grubunun 3:1 hiicre oram {izerindeki canlilik yiizdesi kontrol grubuna ve 7,5 uM
dozuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede azalma gdstermistir. 3:1 hiicre oranina
30 uM Vortioksetin uygulanmasi inkiibasyon siirelerine baglh olarak canlilik yilizdesini
7,5 uM ve 15 uM doz gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli derecede azaltmigtir.
7,5 uM Vortioksetin grubunda canlilik kontrol grubundan yiiksek ¢ikmasiyla birlikte 15
uM ve 30 uM Vortioksetin gruplarinda canlilik inkiibasyon siiresine bagh olarak diisiis

gostermistir.
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2B-3:1-MTS Analizi
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Sekil 4.11. 3:1 BeWo ve HUVEC ortak kiiltiirlerinde 24, 48 ve 72 saat Vortioksetin

uygulamasi sonrasi hiicre canlilik yilizde degisim grafigi.

aKontrol grubundan istatistiksel olarak 6nemli derecede farkli (P<0,05). 7,5 uM Vortioksetin uygulanan
gruptan istatistiksel olarak onemli derecede farkli (P<0,05). ¢ 15 pM Vortioksetin uygulanan gruptan
istatistiksel olarak 6nemli derecede farkli (P<0,05).

Vortioksetinin literatiirde in vitro calismalarda toksisite kaynagi olmamakla birlikte
2020 yilinda yapilan bir ¢aligmada primer insan monositleri iizerinde 1 NM-10 uM
araliginda Vortioksetin uygulamasi yapilip MTT ile canlilik analizleri yapilmistir. Bu
doz araliklarinin hiicrelerin canliliginda kontrol grubundan farkli olarak anlamli
derecede bir diisiis goriilmedigi belirtilmistir [109]. Primer hiicrelerin hassasiyeti goz
ontinde bulunduruldugunda tez kapsaminda hiicre hatlar1 lizerinde Vortioksetinin farkli
konsantrasyondaki toksisiteleri incelenmistir. BeWo ve HUVEC hiicrelerinin
Vortioksetin uygulamasindan sonraki 24, 48 ve 72 saat inkiibasyonlar i¢in ICso
konsantrasyonlar1 Cizelge 4.1.’de verilmistir. Hesaplamalar SPSS programi kullanilarak

probit analizi ile yapilmistir.

Cizelge 4.1. BeWo ve HUVEC hiicrelerinin Vortioksetin maruziyeti ile ICsp

konsantrasyonlart.
I1Cso konsantrasyonlart 24 saat 48 saat 72 saat
(uM)
BeWo 17,3 16,9 26,3
HUVEC 17,5 14,4 14
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4.5. U¢ Boyutlu Sistemlerde BeWo ve SynBeWo Gruplarinda Canlihk ve Cap

Olciim Sonuclar

BeWo ve SynBeWo hiicreleri hiicre farklilasmasi tamamlandiktan sonra (96 saat) MTS
uygulamasi yapilip absorbans sonuglarina gore hiicrelerde canlilik karsilagtirmasi
yapilmistir. BeWo ve SynBeWo 8x10* hiicre/agar gruplarinda canlilik diger gruplara
kiyasla distk c¢ikmistir. Kullanilan hiicre sayisi sferoid olusumu i¢in ve doku
biitiinliigiiniin saglanmas1 igin yeterli kalmamistir. Bu durumda deneyler 1x10°
hiicre/agar konsantrasyondaki hiicre siispansiyonlartyla gergeklestirilmistir. BeWo
1x10° hiicre/agar grubunun tiim inkiibasyonlarda BeWo 8x10* hiicre/agar grubuna gére
anlamli derecede canliligi yiiksek goriilmiistiir. SynBeWo 1x10° hiicre/agar grubunun
ise tiim inkiibasyonlarda SynBeWo 8x10* hiicre/agar grubuna gore anlamli derecede

canliligmin yiiksek oldugu belirlenmistir. Canlilik analizi sonuglart sekil 4.12°de

verilmistir.
BeWo-SynBeWo Canlilik Analizi
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Sekil 4.12. BeWo ve SynBeWo hiicrelerinde 24, 48, 72 ve 96 saat inkiibasyon sonrasi
MTS canlilik analizi.

2 BeWo 8x10* hiicre/agar grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farkli (P<0,05). , BeWo 1x10°
hiicre/agar grubundan istatistiksel olarak dnemli derecede farkli (P<0,05). . SynBeWo 8x10* hiicre/agar
grubundan istatistiksel olarak énemli derecede farkli (P<0,05).
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BeWo ve SynBeWo hiicre grubunda MTS analizinden sonra sferoidlerin ¢ap
uzunluklar1 Slgiilmiistiir. BeWo 1x10° hiicre/agar grubunun 4. ve 8. giin dlgiilen gapi
BeWo 8x10* hiicre/agar grubuna gére anlamli derecede fazla goriilmiistiir. SynBeWo
1x10° hiicre/agar grubunun ¢ap uzunlugu ise SynBeWo 8x10* hiicre/agar grubunun
8.giin dl¢iilen ¢ap uzunluguna gore anlamli derecede fazla oldugu belirlenmistir. 8x10*
hiicre/agar gruplarinda MTS canlibik analizi sonuglarina uygun olarak ¢ap
uzunluklarinda diger gruplara gore daha diisiik degerler elde edilmistir. Bu da sferoid
olusturmada hiicre sayisinin yetersiz olmasiyla doku biitiinliigliniin saglanamadigini ve
hiicrelerin canliliklarinda diislis oldugunu gostermektedir. Cap 6lgiimleri sonuglart sekil

4.13’te verilmistir.
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Sekil 4.13. BeWo ve SynBeWo hiicrelerinde 4. ve 8. giin inkiibasyon sonrasi gap
Olctimii.
2 BeWo 8x10* hiicre/agar grubundan istatistiksel olarak dnemli derecede farkli (P<0,05). , BeWo 1x10°

hiicre/agar grubundan istatistiksel olarak onemli derecede farkli (P<0,05). . SynBeWo 8x10* hiicre/agar
gubundan istatistiksel olarak 6nemli derecede farkli (P<0,05).
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4.6. U¢ Boyutlu Sistemlerde Hiicre Canlihk Analizi Sonuglar
4.6.1. Ortak Kiiltiir Gruplarinin Belirlenmesinde MTS Analizi

Ortak kiiltiir grubu sferoidlerde BeWo ve HUVEC hiicre miktarlarinin belirlenebilmesi
icin farkli hiicre miktarlarinda gruplar olusturularak 24, 48 ve 72 saat boyunca MTS
canlilik analizi yapilmistir. Cikan sonuglara gore, 4:1 oran grubu 2:1 ve 3:1 grubuna
gore 24 ve 48 saatlik inkiibasyonlarda anlamli derecede diislis gOstermistir. 2:1 oran
grubu inkiibasyon saatlerine gore azalis gosterirken 3:1 oran grubunun 24, 48 ve 72 saat

boyunca canlilig1 artmistir. Canlilik analizi sonuglar sekil 4.14’te verilmistir.

3B Ortak Kulturlerde Canliik Analizi
2 a
018 -
x d a
0.16 ab ﬂ,b
0.14
= 0,12
o .
B oo
21 31 4:1
Gruplar
m 24 saet 48 saat w72 s

Sekil 4.14. Sferoid ortak kiiltiir gruplarinda 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon sonrast MTS

canlilik analizi.

a2:1 grubundan istatistiksel olarak onemli derecede farkli (P<0,05). , 3:1 grubundan istatistiksel olarak
onemli derecede farkl1 (P<0,05). ¢4:1 grubundan istatistiksel olarak 6nemli derecede farkli (P<0,05).

BeWo ve insan villus mezensimal fibroblastlar ile mikro doku olusturulan bir
caligmada, oOncelikle fibroblastlarin sferoid olmasi i¢in 3 giinliik inkiibasyonlar
saglanmistir. Sferoid olusumu tamamlandiktan sonra BeWo hiicreleri ile inkiibasyonu
devam ettirilmis ve 5. giinde mikro doku olusumu tamamlanmistir [110]. BeWo ve
HUVEC hiicrelerinin birlikte kiiltiire edilmesinden 3 giin sonra sferoid olusturmasi tez

kapmasinda olusturulan modelin inkiibasyon siiresi bakimindan avantajim
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gostermektedir. Bu durumun sebebinin hizli prolifere olan oliimsiizlestirilmis hiicre

hatlariyla calisilmasi olarak dngoriilmektedir.

4.6.2. Mono ve Ortak Kiiltiirlerde CellTracker Canh Hiicre Boyama Goriintiileri

BeWo, HUVEC ve 3:1 oran gruplarinda sferoid olusum siireci ve hiicrelerin
lokalizasyonunu belirlemek amaciyla 120 saat boyunca goriintiileme yapilmistir (Sekil
4.15/16/17/18.). Mono kiiltiirlerde 120 saatin sonunda CellTracker boyamalarinda
1stmanin azalmasi goriilmektedir. inkiibasyon siirelerine bagl olarak hiicrelerde sferoid
olusumu 72. saatten itibaren goriilmektedir. 2:1, 3:1 oran gruplarinda HUVEC hiicreleri
sferoidin periferinde, BeWo hiicreleri ise kor bolgesinde goriilmektedir (Sekil 4.23.).
4:1 oran grubunda hiicreler 72 saate kadar rastgele dagilim gostermektedir. Inkiibasyon
stiresinin devaminda sferoidlerin biitiinliigli tamamlanmigtir. 120 saatin sonunda mikro

dokularda bozulma goriilmemistir.

24 saat

BeWo

HUVEC
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Sekil 4.15. 3B BeWo ve HUVEC mono kiiltiirlerde 24, 48 ve 72 saat CellTracker

boyama floresan goriintiileri (Agar icerisindeki sferoid goriintiileri 100 uM oSlgektedir).

96 saat mikro doku

Sekil 4.16. 3B BeWo ve HUVEC mono kiiltiirlerde 96 ve 120 saat CellTracker boyama
floresan gorintiileri (Mikro doku goriintiilleri 200 pM, agar igerisindeki sferoid

goriintiileri 100 pM o6l¢ektedir).
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Sekil 4.17. 3B 2:1, 3:1 ve 4:1 ortak kiiltiirlerde 24, 48 ve 72 saat CellTracker boyama
floresan goriintiileri. Yesil renk BeWo hiicreler, kirmizi renk HUVEC hiicreleri (Agar
igerisindeki sferoid goriintiileri 100 uM oOlgektedir).
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120 saat

Sekil 4.18. 3B 2:1, 3:1 ve 4:1 ortak kiiltiirlerde 96 ve 120 saat CellTracker boyama
floresan goriintiileri (Mikro doku goriintiileri 200 uM, agar igerisindeki sferoid
goriintiileri 100 pM o6l¢ektedir).
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1 saat 72 saat mikro doku

BeWo

HUVEC

Sekil 4.19. BeWo, HUVEC ve 3:1 oran grubunda agarlara hiicre ekiminden 1 saat sonra
ve 72 saat sonra agregatlar olusup Vortioksetin uygulamas: yapilmaya baslanan

inkiibasyon siiresi goriintiileri (Agar icerisindeki sferoid goriintiileri 100 uM olgektedir).

BeWo mono kiiltiirii ve 3:1 oran grubunun hiicre ekiminden sonra 6 giin boyunca ¢ap ve
alan Olgtimleri yapilmistir. Cap ol¢timleri CellSense programi kullanilarak sferoidlerin 3
farkli noktasindan degerler alinarak belirlenmistir (Sekil 4.20.). BeWo grubunun alani
ve ¢ap uzunlugu 4. giinden itibaren inkiibasyon siiresine bagli olarak anlamli olarak
artmaktadir. 3:1 oran grubu ise ii¢lincii giinde alan ve ¢ap uzunlugu artis gostermistir.
Dordiincii giinde hiicreleraras1 baglantilarin artmasi ile ¢ap ve alan biiyiikliigiinde
liciincii giine gore azalma goriilmektedir. Inkiibasyonun devaminda hiicrelerin prolifere
olmasiyla cap ve alan miktarinda giin bazinda anlaml artis goriilmektedir (Sekil 4.21,
Sekil 4.22.). 3:1 grubunun BeWo sferoidlerine gore ¢ap ve alan dlgtimleri bakimindan
birim olarak daha az degerde olusu HUVEC hiicreleriyle BeWo hiicrelerinin siki
etkilesime girerek kompleks mikro doku olusturdugu ve fiziksel uyumda basarili

olduklarini gostermektedir.
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Sekil 4.20. BeWo mono kiiltiirlerinin hiicre ekiminden 72 saat sonra sferoid ¢ap ve alan
Ol¢limii.

BeWo-3:1 Sferoidlerinde Alan Olciimii
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Sekil 4.21. 3B BeWo ve 3:1 oran grubunun 6 giin boyunca sferoid alan 6l¢timii.

a2 giin inkiibasyon siiresine gore istatistiksel olarak 6nemli derecede farkli (P<0,05). 3 giin inkiibasyon
stiresine gore istatistiksel olarak 6nemli derecede farkli (P<0,05). ¢ 4 giin inkiibasyon siiresine gore

istatistiksel olarak 6nemli derecede farkli (P<0,05). 4 5 giin inkiibasyon siiresine gore istatistiksel olarak
o6nemli derecede farkli (P<0,05).

Yapilan bir ¢aligmada, iki ayri altklon hiicre hatti SH-SY5Y (kemik iligi orjinli
noroblastom hiicresi) ve SK-N-AS (kemik iligi orjinli ndroblastom hiicresi) kullanilarak
3B Petri Dish® yontemi ile mikro doku olusturma kapasiteleri karsilagtirilmigtir. SH-
SY5Y sferoidlerinin 5x10%75uL ortalama hiicre sayisinda, caplar1 1. giinden 2. giine
kadar gozle goriiliir sekilde azalmistir ancak 5. giine kadar ¢ap boyutlarinda belirgin bir

azalma gozlenmemistir. 1. ve 2. giinlerde c¢aplardaki azalmanin sebebinin hiicre-hiicre

125



aras1 etkilesimlerin artmasi ve hiicrelerdeki siki baglant1 bdlgelerinin artmasi olarak
aciklanmistir [111]. Tez kapsaminda yapilan ¢ap Olgiimleri sonuglarina gore, 6. giine
kadar artan ¢ap boyutlar1 ve sferoid alani hiicrelerin canliliklarin1 koruyarak

proliferasyona devam ettiklerini gostermektedir.

BeWo-3:1 Sferoidlerinin Cap Olcimi
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Sekil 4.22. 3B BeWo ve 3:1 oran grubunun 6 giin boyunca sferoid ¢ap 6l¢iimii.

a2 giin inkiibasyon siiresine gore istatistiksel olarak dnemli derecede farkli (P<0,05). » 3 giin inkiibasyon
stiresine gore istatistiksel olarak o6nemli derecede farkli (P<0,05). ¢ 4 giin inkiibasyon siiresine gore
istatistiksel olarak 6nemli derecede farkli (P<0,05). 45 giin inkiibasyon siiresine gore istatistiksel olarak
o6nemli derecede farkli (P<0,05).

Yapilan bir ¢aligmada BeWo ve Insan Villus Mezensimal Fibroblast (HVMF)
hiicrelerinin iskele kullanilmadan biraraya geldigi ve sferoid yapt olusturdugu
gosterilmistir [110]. HVMF hiicreleri kor yapisinin disinda, BeWo hiicreleri ise igeride
konumlanmistir. Tez ¢alismasi kapsaminda BeWo hiicrelerinin kor bdlgesinde HUVEC
hiicrelerinin periferde konumlandig1 goriilmektedir. Olusturulan modelde hiicrelerin
ekimi ayn1 anda gerceklestirilmektedir. Hiicre lokalizasyonlarinin degistirilmesi ig¢in
hiicre ekim siireleri farkli zamanlarda gergeklestirilebilir. Fakat hiicrelerin ekimden
sonra salgiladiklart sitokinler ve cesitli biiylime faktdrleri sonradan ekilen hiicrenin
karakterizasyonunu degistirmede etkili olabilecegi diisiiniilerek tez caligmasi
kapsaminda ayni anda ekim gergeklestirilmistir. DAH hipotezine gére HUVEC

hiicrelerinin BeWo hiicrelerine gore hiicreleraras1 adhezyon ve kohezyon kuvvetlerinin
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daha giiclii oldugu soOylenebilir. Olusturulan 3B hiicre sistemi plasenta dokusunun

bariyer 0zellikleri iizerinde ¢alismalar yapilmasi i¢in kullanilabilmektedir.

Yapilan bir ¢alismada HUVEC hiicreleri ve dental pulpa kok hiicrelerinin olusturdugu
sferoidlerin bagisiklik sistemi baskilanmis farelerin dis kokii ve deri altina implante
edilmesinden 4 hafta sonra incelenmis ve histolojik acidan HUVEC’lerin vaskiiler
olusum gosterdigi, damar sistemini basarili bir sekilde gerceklestirildigi ve

transplantasyon ¢alismalari i¢in kullaniminin uygun olacagi gésterilmistir [112].

Sekil 4.23. 3B sferoidlerde Celltracker boyama goriintiisii.

4.6.3. Mono ve Ortak Kiiltiirlerde Vortioksetin Uygulamasinda Canhlik Analizleri

Ug boyutlu hiicre kiiltiirlerinde iki boyutlu kiiltiirlere gore heterojen doz alimi
goriilmektedir. iki boyutlu kiiltiirlerde hiicrelerin homojen sekilde maruz kaldig1 doz
hiicrelerde toksisiteyi dogru oranda arttirmaktadir. Sferoidlere madde uygulanmasinda
ise diisik doz konsantrasyonlarinda canlilik kontrol gruplarindan daha yiiksek
cikmaktadir. Diisilk doz sferoidin periferindeki hiicrelere toksik etki yaratip
canhiliklarmi diistirmektedir. Bu sayede kor bolgesindeki hiicrelerin oksijen ve besin
alimi artmaktadir. Yiiksek dozda uygulamalarinda ise ancak uygulanan madde sferoidin
kor bolgesine erigerek toksisite yaratmaktadir. Bu durumda mikro dokulara doz
uygulamasi yapilirken periferdeki hiicrelerin doku i¢in bir bariyer olarak gorev yaptigi
ve in vivo doku biitiinliigiinii yansitarak toksisite agisindan iki boyutlu kiiltiirlere kiyasla
daha yakin cevaplar vermektedir. Bu sferoidlere uygulanan canlilik analizleri sferoidin
capt ve alani ile dogrudan iligkilidir. Sferoidlerin ¢ap1 iskemi yasanmamasi, besin ve
atiklarin difiize edilmesi, nekroz yasanmamasi i¢in 200-400 pm uzunlugu gecmemelidir

[113]. In vivo sistemlerde vaskiiler organlar ise ihtiya¢ duyduklar1 oksijen miktarmimn
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fazlaligindan dolay1 in vitro sistemlerde modellenecekleri zaman daha diisiik ¢ap sferoid

olusturulmalidir [114].

BeWo, HUVEC tekli ve 3:1 oraninda ortak kiiltiirdeki hiicrelere Vortioksetin
uygulanmasimin hiicre canliligi iizerine etkileri MTS hiicre canlilik testi ile
incelenmigstir. Vortioksetin uygulanan mono kiiltiir ve ortak kiiltiirdeki hiicrelerin %
canlilik grafikleri ayri olarak verilmistir. Kontrol ve DMSO gruplari arasinda 24, 48 ve
72 saat inkiibasyon sonrasi hiicre canlilig1 agisindan istatistiksel olarak incelenmistir.

Anlaml1 bir farklilik bulunmamuistir

BeWo hiicresine ait canlilik grafigi Sekil 4.24’te verilmistir. 7,5 pM Vortioksetin
uygulanan BeWo hiicresinin canlilik yiizdesi inkiibasyon siiresine bagli olarak kontrol
grubuna gore 48 ve 72 saatte istatistiksel olarak artis gostermistir. 15 pM Vortioksetin
doz grubunun BeWo hiicresindeki canlilik yiizdesi kontrol grubuna ve 7,5 uM doz
grubuna gore 24 saat inkiibasyonda anlamli bir artis gosterirken, 48 ve 72 saatlik
inkiibasyonlarda istatistiksel olarak azalmistir. 30 uM Vortioksetin doz grubunun BeWo
hiicresindeki canlilik yiizdesi ise kontrol grubuna, 7,5 uM ve 15 uM doz grubuna gore

istatistiksel olarak anlamli derecede azalmustir.

3B-BeWo-MTS Analizi
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Sekil 4.24. 3B BeWo sferoidlerinde 24, 48 ve 72 saat Vortioksetin uygulamasi sonrasi
hiicre canlilik yiizde degisim grafigi.

aKontrol grubundan istatistiksel olarak 6nemli derecede farkli (P<0,05). , 7,5 uM Vortioksetin uygulanan
gruptan istatistiksel olarak 6nemli derecede farkli (P<0,05). ¢ 15 uM Vortioksetin uygulanan gruptan
istatistiksel olarak 6nemli derecede farkli (P<0,05).
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HUVEC hiicresine ait canlilik grafigi Sekil 4.25’te verilmistir. 7,5 pM Vortioksetin
uygulanan HUVEC hiicresinin canlilik yiizdesi inkiibasyon siiresine bagli olarak kontrol
grubuna gore azalma gostermistir fakat istatistiksel olarak anlamli degildir. 15 uM
Vortioksetin doz grubunun HUVEC hiicresindeki canlilik yiizdesi kontrol grubuna ve
7,5 uM doz grubuna gore 24 saatlik inkiibasyonda azalirken 48 ve 72 saatlik
inkiibasyonlarda istatistiksel olarak artig gostermistir. 30 uM Vortioksetin doz grubunun
HUVEC hiicresindeki canlilik yiizdesi ise 72 saatte 15 uM doz grubuna gore

istatistiksel olarak anlamli derecede artmistir.

3:1 oran grubunun canlilik grafigi Sekil 4.26’te verilmistir. 7,5 pM Vortioksetin
uygulanan 3:1 oran grubunun canlilik yiizdesi inkiibasyon siiresine bagli olarak kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak artig gostermistir. 15 uM Vortioksetin doz grubunda
3:1 oran grubunun canlilik yiizdesi kontrol grubuna ve 7,5 uM doz grubuna gore 24 ve
48 saatlik inkiibasyonlarda istatistiksel olarak artig gostermistir. 30 uM Vortioksetin doz
grubunda 3:1 oran grubunun canlilik yiizdesi inkiibasyon siiresi arttik¢a yiikselse de,

kontrol grubuna gore 24 saatlik inkiibasyonda canlilik diigmiistiir.

3B-HLUWEC-MTS Anak®
120 ¢ - .

15 ¢
abe
10§
ap 3P
105 ¢ = h
. =
E 100 %
] = -
# = 'y
95 é
o] :
a5t %
80 = :
Kontrol 7.5 15 JouM .J -1248 g:::
Vortioksetin Gruplan I 72 Saat

Sekil 4.25. 3B HUVEC sferoidlerinde 24, 48 ve 72 saat VVortioksetin uygulamasi sonrasi

hiicre canlilik ylizde degisim grafigi.

2 Kontrol grubundan istatistiksel olarak dnemli derecede farkli (P<0,05) 7,5 uM Vortioksetin uygulanan
gruptan istatistiksel olarak 6nemli derecede farkli (P<0,05) ¢ 15 uM Vortioksetin uygulanan gruptan
istatistiksel olarak 6nemli derecede farkli (P<0,05).
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30 uM Vortioksetin doz grubunda 48 ve 72 saatlik inkiibasyonlarda 7,5 uM ve 15 uM
doz grubuna gore ise istatistiksel olarak azalmigtir. HUVEC ve 3:1 gruplarinda

Vortioksetin uygulamasi inkiibasyon saatlerine gore canlilig1 diistirmemistir.
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Sekil 4.26. 3B 3:1 oran grubunda 24, 48 ve 72 saat Vortioksetin uygulamasi sonrast
hiicre canlilik yiizde degisim grafigi.

aKontrol grubundan istatistiksel olarak 6nemli derecede farkli (P<0,05). 17,5 pM Vortioksetin uygulanan
gruptan istatistiksel olarak onemli derecede farkli (P<0,05). ¢ 15 uM Vortioksetin uygulanan gruptan
istatistiksel olarak 6nemli derecede farkli (P<0,05).

Asagida mono ve ortak kiiltiirlerde Vortioksetin uygulamasindan sonra sferoidlerin

inverted mikroskop goriintiileri verilmistir.

Ug grup icin de hiicre ekiminden 3 giin sonra sferoid olusumu tamamlanmistir. Sferoid
olusumundan itibaren 24, 48 ve 72 saat boyunca 7,5, 15 ve 30 uM Vortioksetin

uygulamasi yapilmistir.

BeWo hiicrelerinde 7,5 pM uygulamalarda sferoid yapisinda herhangi bozulma
goriillmezken, 15 uM ve 30 uM Vortioksetin uygulamalarinda her inkiibasyonda

bozulma gorilmustiir (Sekil 4.27.).

HUVEC hiicrelerinde, yalnizca 30 pM Vortioksetin uygulamasmin 48 saat

inkiibasyonundan itibaren sferoid yapisinda bozulmalarin basladigi goriilmistiir (Sekil
4.28.).
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3:1 oran grubunda ise 7,5 uM uygulamasinin 72 saatinde periferdeki hiicreler sferoid

yapisindan kopmaya baglamistir. (Sekil 4.29.).

15 uM Vortioksetin uygulamasinda ise hiicrelerin 48 saat inkiibasyonundan itibaren
sferoid yapisinin bozuldugu goézlemlenirken, 30 pM uygulamasinda 24 saatlik

inkiibasyonda mikro dokularin biitiinliigliniin bozuldugu gézlemlenmistir.

24 Saat 48 Saat 72 Saat

15 M 7.5 1M Kontrol

30 uM

Sekil 4.27. 3B BeWo sferoidlerinde 24, 48 ve 72 saat boyunca 7,5 uM, 15 uM ve 30
UM Vortioksetin uygulamasinin inverted mikroskop goriintiileri (Agar igerisindeki
sferoid goriintiileri 100 uM Olgektedir).  +\¢, doku biitiinligii bozulmus sferoid

goruntist.
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24 Saat 48 Saat 72 Saat

Kontrol

7.5 uM

15 M

30 M

Sekil 4.28. 3B HUVEC sferoidlerinde 24, 48 ve 72 saat boyunca 7,5 uM, 15 uM ve 30
UM Vortioksetin uygulamasinin inverted mikroskop goriintiileri (Agar igerisindeki
sferoid goriintiileri 100 pM olcektedir). ﬁ , doku biitlinliigli bozulmus sferoid

goruntiisu.
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24 Saat 48 Saat 72 Saat

Kontrol

7.5 1M

15 M

30 pM

Sekil 4.29. 3B ortak kiiltiir oran grubu sferoidlerinde 24, 48 ve 72 saat boyunca 7,5 uM,
15 uM ve 30 uM Vortioksetin uygulamasinin inverted mikroskop goriintiileri (Agar
icerisindeki sferoid goriintiileri 100 uM o6lgektedir). *, doku biitiinliigii bozulmus

sferoid goriintiisii.

4.6.4. Mono ve Ortak Kiiltiirlerde Kalsein-PI-DAPI Goriintiileri

BeWo, HUVEC ve 3:1 hiicre orami ile olusturulan mikro dokulara Vortioksetin
uygulanmasinin hiicre canliligi ve mikro dokularin biitlinliigii {izerine etkileri Kalsein
(yesil, canli hiicre) ve Propidyum iyodit (kirmizi, 6li hiicre) ile boyanmig ve floresan

mikroskopta incelenmistir.

BeWo hiicresinin 24, 48 ve 72 saat sonraki negatif kontrol mikro dokularindaki kalsein
ile boyanan canli hiicre sayisinin fazla, 6lii hiicresi sayisinin az oranda oldugu

goriilmektedir (Sekil 4.30/31/32.). Pozitif kontrolde ise propidyum iyodit ile boyanan
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6li hiicre sayisinin fazla oranda oldugu goriilmistiir. Kontrol ve DMSO gruplar
arasinda 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon sonrasi hiicre canliligi agisindan istatistiksel
olarak bir farklilik bulunmamustir ve gorsellerde sadece kontrol grubuna yer verilmistir.
Kontrol gruplarinda hiicrelerarast baglantilarin artarak mikro doku biitiinliigiiniin
korundugu goriilmektedir. 30 uM Vortioksetin uygulanmasiyla 24 ve 48 saat sonraki
mikro dokularin canli hiicre sayilarinda azalma olmadig1 ve sferoid yapisinin korundugu
goriilmektedir. 72 saat sonra ise hiicrelerin birbirleri ile etkilesimlerinin azaldig1 ve
sferoid yapisinin korunamadigi goriilmiistiir. BeWo hiicresi mikro dokularina 45 uM
Vortioksetin uygulanmasiyla 24, 48 ve 72 saat sonraki hiicrelerarasi baglantilarda

azalma oldugu ve 6lii hiicre sayisinin arttig1 gorilmiistiir.

HUVEC hiicresinin 24, 48 ve 72 saat sonraki negatif kontrol mikro dokularindaki
kalsein ile boyanan canli hiicre sayis1 fazla oranda goriilmektedir (Sekil 4.33/34/35.).
Pozitif kontrolde ise propidyum iyodit ile boyanan 6lii hiicre sayisinin fazla oranda
oldugu goriilmiistir. HUVEC hiicresi kontrol gruplarindaki mikro dokularin kiigctilmesi
hiicreleraras1 baglantilarin  arttigini ve mikro doku biitiinliigliniin korundugunu
gostermistir. 30 uM Vortioksetin uygulanmasiyla 24, 48 ve 72 saat sonraki canli hiicre
sayisinin fazla, 6li hiicre sayisinin az oldugu goriilmiistiir. Hiicreleraras: etkilesim ve
mikro doku biitlinliigli korunmustur. 45 uM Vortioksetin uygulanmasiyla 24, 48 ve 72
saat sonraki HUVEC hiicresi mikro dokularindaki hiicreleraras1 baglant1 azalmig ve

sferoid yapis1 bozulmustur.

3:1 ortak kiiltiir gruplarinda 24, 48 ve 72 saat sonra negatif kontrol mikro dokularindaki
kalsein ile boyanan canli hiicre sayisinin fazla, pozitif kontrolde propidyum iyodit ile
boyanan Olii hiicre sayisinin fazla oranda oldugu gorilmiistiir (Sekil 4.36/37/38.).
Kontrol gruplarinda hiicreler birbirleri ile olan etkilesimlerini korumustur ve sferoid
yapist bozulmamigtir. 3:1 oran1t mikro dokularma 30 pM Vortioksetin uygulanmasiyla
24 saat sonra canli hiicre sayisinin fazla oranda oldugu ve mikro doku biitiinliigiiniin
korundugu goriilmektedir. 30 uM doz grubunun 48 ve 72 saat sonraki mikro doku
biitiinliiglinlin korunamadig1 goriilmistiir. Ayn1 zamanda 6lii hiicre sayisinda herhangi
bir artig goriilmemistir. 45 uM Vortioksetin uygulanmasiyla 24, 48 ve 72 saat sonraki
hiicreleraras1 baglantilarin saglanamadigi ve sferoid yapisinin bozuldugu ve 30 uM’lik

uygulamalara gore canlilikta diisiis oldugu goriilmiistiir.

Genel olarak, tiim gruplarda 45 puM Vortioksetin uygulamasinin 24 saat icerisinde

hiicrelerde canlilig1 diisiirdiigii, 48 ve 72 saatlerde canli hiicre sayilarinda bir artis

125



oldugu goriilmektedir. Ayrica sferoidlerin yapist bozulsa bile canlilifin korundugu
kalsein boyasinin miktar1 ile hiicrelerarasi baglantilar ve dolayisiyla mikro doku
biitlinliigli bozulmas1 halinde hiicrelerin ii¢ boyutlu ortamda canliliklarin1 korumasi
toksisite ¢alismalarinda doz belirlemede biiyiik avantaj saglamaktadir. 3:1 ortak kiiltiir
grubunda 72 saatlik inkiibasyondan kirmizi renkteki 6lii hiicre sayinin miktari mono
kiiltiirlerle  karsilagtirildiginda daha az oldugu goriilmektedir. Bu sonuglar
degerlendirildiginde ortak kiiltiir gruplarimin Vortioksetine karsi daha direngli oldugu

sOylenebilir.

Kalsein PI Birlegtirilmis

Negatif

Kontrol

30 uM

45 M

Kalsein PI DAPI Birlestirilmig

Pozitif
Kontrol

Sekil 4.30. BeWo hiicreleri 24 saat 30 uM ve 45 uM Vortioksetin uygulamasinin

Kalsein-PI-DAPI floresan goriintiileri (Agar igerisindeki sferoid goriintiileri 100 uM
Olcektedir).
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Kalsein Birlestirilmig

Negatif
Kontrol
. -- -
- ---

Kalsein Birlestirilmig

Pozitif
Kontrol

Sekil 4.31. BeWo hiicreleri 48 saat 30 uM ve 45 uM Vortioksetin uygulamasinin

Kalsein-PI-DAPI floresan goriintiileri (Agar igerisindeki sferoid goriintileri 100 uM
Olcektedir).

Kalsein PI Birlestirilmis

Negatif

Kontrol

30 pM

. - -

Kalsein Birlegtirilmig

Pozitif
Kontrol

Sekil 4.32. BeWo hiicreleri 72 saat 30 uM ve 45 puM Vortioksetin uygulamasinin

Kalsein-PI-DAPI floresan goriintiileri (Agar igerisindeki sferoid goriintiileri 100 uM
Olcektedir).
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Kalsein Birlegtirilmig

Negatif
Kontrol

30 pM
- --
Kalsein PI DAPI Birlestirilmig
Pozitif
Kontrol

Sekil 4.33. HUVEC hiicreleri 24 saat 30 uM ve 45 uM Vortioksetin uygulamasinin
Kalsein-PI-DAPI floresan goriintiileri (Agar igerisindeki sferoid goriintiileri 100 pM
Olcektedir).

Kalsein Birlegtirilmig

Negatif
Kontrol
- - --

Kalsein Birlestirilmig

Pozitif
Kontrol

Sekil 4.34. HUVEC hiicreleri 48 saat 30 uM ve 45 uM Vortioksetin uygulamasinin

Kalsein-PI-DAPI floresan goriintiileri (Agar igerisindeki sferoid goriintilleri 100 uM
Olcektedir).
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Kalsein Birlestirilmig

Negatif

Kontrol

30 uM

45 M

Kalsein Birlestirilmig

Sekil 4.35. HUVEC hiicreleri 72 saat 30 uM ve 45 pM Vortioksetin uygulamasinin

Pozitif

Kontrol

Kalsein-PI-DAPI floresan goriintiileri (Agar igerisindeki sferoid goriintileri 100 uM

Olcektedir).

Kalzein Birlegtirilmig

. ---
- ---

Kalzein

Negatif

Kontrol

Birlegtirilmig

Pozitif

Kontrol

Sekil 4.36. 3:1 ortak kiiltiir oran grubu 24 saat 30 uM ve 45 pM Vortioksetin

uygulamasinin  Kalsein-PI-DAPI floresan goriintiileri (Agar igerisindeki sferoid

goriintiileri 100 uM odlgektedir).
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Kalsein PI Birlegtirilmig

Negatif -
Kontrol \ )
N - -
- - -
Kalsein PI DAPI Birlegtirilmig
Pozitif
Kontrol

Sekil 4.37. 3:1 ortak kiiltiir oran grubu 48 saat 30 uM ve 45 uM Vortioksetin
uygulamasinin Kalsein-PI-DAPI floresan goriintiileri (Agar igerisindeki sferoid

goriintiileri 100 uM o6lgektedir).

Kalsein PI Birlegtirilmig

Negatif
Kontrol

- - --
h - -

Kalsein PI DAPI Birlegtirilmig

Pozitif
Kontrol

Sekil 3.38. 3:1 ortak kiiltiir oran grubu 72 saat 30 uM ve 45 pM Vortioksetin

uygulamasinin Kalsein-PI-DAPI floresan goriintiileri (Agar igerisindeki sferoid

goriintiileri 100 uM odlgektedir).
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Insan glioblastoma hiicre hatt1 kullanilarak kanser modellemesi yapilan bir ¢alismada,
kalsein AM-PI boyamasi yapilarak sferoidlerde canlilik 6lgiimii belirlenmistir. Hiicre
zar bltliniiligii bozulup nekroz goriilen hiicrelerin kirmizi ve canli hiicrelerin yesil
renkte goriildiigii belirtilmistir. Ayrica sferoid ¢capinin mikro doku igin fazlaliginda kor
boylesindeki iskemiden kaynaklanan nekroz ve Olii hiicrelerin goriintiilenmesinde PI

boyamanin basarili oldugu gosterilmistir [86].

4.7. Bariyer Biitiinliigiiniin Ol¢iimii (Transepiteliyel Elektriksel Direnc-TEER) ve
Na-F Akis Analiz Sonuclar

BeWo hiicrelenin TEER ve Na-F analizleri Sekil 4.39 ve Sekil 4.40’da verilmistir.
TEER analizinde kontrol gruplari 24 ve 48 saatlik Vortioksetin gruplarina gore anlamli
derecede yliksek goriilmiistiir. 15 uM Vortioksetin uygulamasi da inkiibasyon saatlerine
bagl olarak 30 pM grubundan yiliksek goriilmiistiir. 24 saatten sonra inkiibasyon
stiresinin artmas1 BeWo hiicrelerinde TEER direncini arttirmistir. Na-F analizlerinde ise
inkiibasyon ve doza bagl olarak bazal bdlmeye gecen Na-F miktarinda istatistiksel
olarak anlamlilik bulunmustur. BeWo hiicrelerinde doz uygulamasiyla hiicrelerarasi
direncin ilk 24 saatlik inkiibasyonda bozulmasi apikal bélmeden bazal bélmeye gecen
Na-F miktarin1 anlamli sekilde arttirmistir. 48 ve 72 saatte Slgiillen TEER ve Na-F
degerlerindeki artis BeWo hiicrelerinde hiicreleraras1 baglantilarin bozulmasiyla Na-F

gecis miktarinda artis1 desteklemektedir.

Bewo ve insan primer vaskiiler endotel hiicreleri (HPVEC) kullanilarak yapilan ortak
kiiltiirlerin TEER 0l¢iimlerinde direncin artmasi trofoblast-endotel doku biitlinliigiinii
yansittig1 belirtilmistir. Ayn1 zamanda ortak kiiltiirlerin insertler {izerinde E-kaderin IF
goriintiileri incelendiginde E-kaderin ifadesinin varligi ile hiicreleraras1 baglantilar
olustugu ve tek tabakali olarak bir bariyer olusturduklar1 goriilmiistiir. TEER degerleri
ve floresan gecis analizleri dogrultusunda BeWo ve endotel hiicrelerinin doku-doku
biitiinliigi olusturdugu gosterilmistir [106]. HUVEC hiicreleri de endotel hiicreleri
olarak BeWo hiicreleriyle birlikte kiiltiire edilmistir ve Sekil 4.43°te goriildiigii iizere

mono kiiltiirlere kiyasla daha yiliksek TEER direnci gostermistir.
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BeWo Hiicrelerinde TEER Analizi
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Sekil 4.39. BeWo hiicrelerinde 24, 48 ve 72 saat boyunca 15 pM ve 30 uM Vortioksetin

uygulamasinin TEER analizi.

aKontrol grubundan istatistiksel olarak 6nemli derecede farkli (P<0,05). 115 uM Vortioksetin uygulanan
gruptan istatistiksel olarak 6nemli derecede farkli (P<0,05).

BeWo Hiicrelerinde Na-F Analizi
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Sekil 4.40. BeWo hiicrelerinde 24, 48 ve 72 saat boyunca 15 uM ve 30 uM Vortioksetin

uygulamasinin Na-F analizi.

aBlank grubundan istatistiksel olarak 6nemli derecede farkli (P<0,05). , Kontrol grubundan istatistiksel
olarak 6nemli derecede farkli (P<0,05). ¢ 15 pM Vortioksetin uygulanan gruptan istatistiksel olarak
o6nemli derecede farkli (P<0,05).

125



HUVEC hiicrelerinde TEER ve Na-F (Sekil 4.41 ve Sekil 4.42.) analizleri doz ve
inkiibasyon saatlerine gore anlamli derece farklilik gostermistir. 24, 48 ve 72 saatlik doz
uygulamalarinda TEER direnci azalirken, 30 uM grubunun Na-F degerlerinde 15 uM

grubuna gore istatistiksel olarak artis goriilmiistiir.

HUWVEC Hiicrelerinde TEER Analizi

600
__ 500
éEJ 400 e ——
= 300 a sy Ko trol
W 200 a ——15 )
100 ab a 30 pum
0 a,b ab

24 saat 48 saat 72 <aat

inkiibasyon Siiresi

Sekil 4.41. HUVEC hiicrelerinde 24, 48 ve 72 saat boyunca 15 uM ve 30 uM

Vortioksetin uygulamasinin TEER analizi.

aKontrol grubundan istatistiksel olarak dnemli derecede farkli (P<0,05). , 15 uM Vortioksetin uygulanan
gruptan istatistiksel olarak dnemli derecede farkli (P<0,05).

HUVEC Huicrelerinde Na-F Analizi
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Sekil 4.42. HUVEC hiicrelerinde 24, 48 ve 72 saat boyunca 15 uM ve 30 uM

Vortioksetin uygulamasinin Na-F analizi.

a Blank grubundan istatistiksel olarak 6nemli derecede farkli (P<0,05). , Kontrol grubundan istatistiksel
olarak onemli derecede farkli (P<0,05). ¢ 15 uM Vortioksetin uygulanan gruptan istatistiksel olarak
onemli derecede farkli (P<0,05).
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3:1 grubunun TEER ve Na-F analizi (Sekil 4.43 ve Sekil 4.44) tiim inkiibasyon ve doz
gruplarinda anlamli olarak degisiklik gdstermistir. TEER degerlerinde 24, 48 ve 72
saatlik inkiibasyonlarda dozlar arasinda anlamli diisiis goriilirken Na-F analizinde

benzer sekilde bazal bélmeye gegen Na-F miktarinda artis goriilmektedir.

Sonug olarak, hiicreleraras1 baglatilarin ve toplam hiicre direncinin ifade edildigi TEER
analizlerini destekleyici olarak Na-F analizi kullanilmigtir. BeWo ve HUVEC
hiicrelerinin mono Kkiiltiirleri ve ortak kiiltiir grubundaki TEER ve Na-F analizleri

hiicrelerin bariyer olma 6zelligini yansitmaktadir.

3:1 Grubunda TEER Analizi
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Sekil 4.43. 3:1 oran ortak kiiltlir grubunda 24, 48 ve 72 saat boyunca 15 uM ve 30 uM

Vortioksetin uygulamasinin TEER analizi.

aKontrol grubundan istatistiksel olarak onemli derecede farkli (P<0,05). , 15 uM Vortioksetin uygulanan
gruptan istatistiksel olarak dnemli derecede farkli (P<0,05).

3:1 Grubunda Na-F Analizi
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Sekil 4.44. 3:1 oran ortak kiiltiir grubunda 24, 48 ve 72 saat boyunca 15 uM ve 30 uM

Vortioksetin uygulamasinin Na-F analizi.

aBlank grubundan istatistiksel olarak 6nemli derecede farkli (P<0,05). , Kontrol grubundan istatistiksel
olarak 6nemli derecede farkli (P<0,05). ¢ 15 pM Vortioksetin uygulanan gruptan istatistiksel olarak
o6nemli derecede farkli (P<0,05).

4.8. E-kaderin immiinfloresan Goriintiileri

BeWo hiicrelerine 24 ve 48 saat boyunca Vortioksetin uygulanmasindan sonra
hiicrelerin birbirleri ile baglanti kurmasina yardimci olan E-kaderin protein miktar1 ve
lokalizosyanlarinin belirlenmesi i¢in immiinfloresan boyama yapilmis ve floresan
mikroskopta incelenmistir. Vortioksetin uygulamasinin 24 ve 48 saat inkiibasyon
stireleri i¢in kontrol gruplarindaki (Sekil 4.45., Sekil 4.48.) E-kaderin proteinlerinin
hiicre zarinda yogun olarak yerlesim gosterdigi goriilmektedir. 24 saat uygulama
sonrasinda 7,5 uM ve 15 uM Vortioksetin uygulanan (Sekil 4.46.) E-kaderin ifadesinin
kontrol grubu ile arasinda bir farklilik olmadigi goriilmektedir. 48 saat inkiibasyon
sonrasinda 7,5 uM ve 15 uM Vortioksetin uygulanan (Sekil 4.49., Sekil 4.50.)
hiicrelerdeki E-kaderin protein ifadesinin doza bagli olarak azaldigi ve sitoplazmik
boyamalar oldugu goriilmektedir. 48 saat 15 uM Vortioksetin uygulanmasina bagl
olarak E-kaderin ifadesinin azalmasindan dolay1 hiicrelerarasi baglantilarin bozuldugu
gozlenmistir. 30 pM doz uygulanan gruplarda hiicre canliligi azalmis ve hiicre zari

hasarindan dolay1 boyama goriilmemistir.

F-aktin filamentleri ve E-kaderin proteinleri plasenta hiicrelerinin biraraya gelmesini
saglayarak plasenta bariyerinin olugsmasina yardimer olmaktadir. BeWo hiicrelerinde 48
saat 15 uM Vortioksetin uygulanmasina baglh olarak F-aktin ve E-kaderin ifadelerinde
azalma ve bozulma goriilmesi hiicrelerin biraraya gelme yeteneklerini engelledigini ve
doku biitiinliigiiniin bozuldugunu gostermektedir. Ayn1 zamanda plasenta dokusunda
trofoblast-trofoblast etkilesimlerini saglayan kaderin baglantilari trofoblast ve diger
fetal kaynakli herhangi bir hiicrenin biraraya gelmesine engel olarak da 6zgiin baglanma
noktalar1 yaratmaktadir [69]. Sitotrofoblastik BeWo hiicrelerinde yiiksek miktarda E-
kaderin ifade edildigi, sinsityotrofoblast halindeki BeWo hiicrelerinde ise hiicre zari

varligindaki azalmayla E—kaderin ifadesinde azalma goriilmektedir [70].
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Sekil 4.45. BeWo hiicrelerinde kontrol grubunun 24 saat inkiibasyon sonrasi
immiinfloresan boyamanin inverted mikroskop goriintiisii A. DAPI, B. E-Kaderin, C.

Birlestirilmis goriintiisii.

Sekil 4.46. BeWo hiicrelerinde 7,5 pM Vortioksetin uygulamasi1 24 saat inkiibasyon
sonrast immiinfloresan boyamanin inverted mikroskop goriintiisii A. DAPIL, B. E-

Kaderin, C. Birlestirilmis goriintiisii.
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Sekil 4.47. BeWo hiicrelerinde 15 pM Vortioksetin uygulamasi 24 saat inkiibasyon
sonrasi immiinfloresan boyamanin inverted mikroskop goriintiisi A. DAPI, B. E-

Kaderin, C. Birlestirilmis goriintiisii.

Sekil 4.48. BeWo hiicrelerinde kontrol grubunun 48 saat inkiibasyon sonrasi
immiinfloresan boyamanin inverted mikroskop goriintiisiit A. DAPI, B. E-Kaderin, C.

Birlestirilmis goriintiisii.
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Sekil 4.49. BeWo hiicrelerinde 7,5 uM Vortioksetin uygulamasi 48 saat inkiibasyon
sonrast immiinfloresan boyamanin inverted mikroskop goriintiisi A. DAPI, B. E-

Kaderin, C. Birlestirilmis goriintiisii. i% , E-Kaderin yapisinin bozuk oldugu goriintii.

Sekil 4.50. BeWo hiicrelerinde 15 uM Vortioksetin uygulamasi 48 saat inkiibasyon
sonrasi immiinfloresan boyamanin inverted mikroskop goriintiisi A. DAPI, B. E-

Kaderin, C. Birlestirilmis goriintiisii. * , E-Kaderin yapisinin bozuk oldugu goriintii.
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4.9. F-Aktin immiinfloresan Goriintiileri

BeWo hiicrelerine 24 ve 48 saat boyunca Vortioksetin uygulanmasindan sonra hiicreye
mekanik destek saglayarak hiicresel bitiinligii koruyan F-aktin filamentlerinin
lokalizosyonlarinin belirlenmesi i¢in immiinfloresan boyama yapilmis ve floresan
mikroskopta incelenmistir. Vortioksetin uygulanmasinin 24 ve 48 saat inkiibasyon
stireleri igin kontrol gruplarindaki (Sekil 4.51 ve Sekil 4.54.) F-aktin filamentlerinin
sitoplazmada ve hiicre zarimin altinda yogun ve diizenli olarak yerlesim gosterdigi
goriilmektedir. Vortioksetin uygulanmasindan 24 saat sonraki 7,5 uM ve 15 uM doz
grubuyla (Sekil 4.52., Sekil 4.53.) kontrol grubu F-aktin dagilimlarinda fibrillerde
diizensizlik goriilmektedir. Vortioksetin uygulanmasindan 48 saat sonrasinda 7,5 pM ve
15 uM doz gruplarinda (Sekil 4.55., Sekil 4.56.) F-aktin dagilimlarmin doza bagli
olarak azaldig1 ve ifadesinin azalmis olmasi nedeniyle hiicresel biitiinliigii koruyamadigi
gbzlenmistir. 30 uM doz uygulanan gruplarda hiicre canlilig1 azalmis ve hiicre iskelet

hasarindan dolay1 boyama goriilmemistir.

Gebelikte trofoblast hiicrelerinin endometriyum invazyonu plasental karsinom ile
iliskilendirilebilmektedir. Plasental karsinom hiicrelerinde asir1 ifade edilen LASP-1
gibi sitoskeletal proteinlerin hiicre c¢ogalma ve gocli iizerinde etkileri oldugu
bilinmektedir [115]. Plasenta hiicre hatlari ile yapilan bir ¢alismada, hiicre gogii ve
invazyonunun iskelet protein miktarinin artisiyla iliskilendirilmistir. Benzer sekilde
Vortioksetin maruziyetinden sonra F-aktin diizensizligi yasayan BeWo hiicreleri,
gebelikte trofoblast hiicrelerinin plasental prognozu veya invazyonda diizensizligi ile

iliskilendirilebilmektedir.
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Sekil 4.51. BeWo hiicrelerinde kontrol grubunun 24 saat inkiibasyon sonrasi
immiinfloresan boyamanin inverted mikroskop goriintiisiic A. DAPI, B. F-Aktin, C.

Birlestirilmis goriintiisii.

Sekil 4.52. BeWo hiicrelerinde 7,5 pM Vortioksetin uygulamasi1 24 saat inkiibasyon
sonrast immiinfloresan boyamanin inverted mikroskop goriintiisii A. DAPI, B. F-Aktin,

C. Birlestirilmis goriintiisii.
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Sekil 4.53. BeWo hiicrelerinde 15 pM Vortioksetin uygulamasi 24 saat inkiibasyon
sonrast immiinfloresan boyamanin inverted mikroskop goriintiisii A. DAPI, B. F-Aktin,

C. Birlestirilmis gérﬁntﬁsﬁ.* F-Aktin yapisinin bozuk oldugu goriintii.

Sekil 4.54. BeWo hiicrelerinde kontrol grubunun 48 saat inkiibasyon sonrasi
immiinfloresan boyamanin inverted mikroskop goriintiisiic A. DAPI, B. F-Aktin, C.

Birlestirilmis goriintiisii.
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Sekil 4.55. BeWo hiicrelerinde 7,5 uM Vortioksetin uygulamanin 48 saat inkiibasyon
sonrast immiinfloresan boyamanin inverted mikroskop goriintiisii A. DAPI, B. F-Aktin,

C. Birlestirilmis goriintiisii. 3¢ F-Aktin yapisinin bozuk oldugu goriintii.

Sekil 4.56. BeWo hiicrelerinde 15 uM Vortioksetin uygulamanin 48 saat inkiibasyon
sonrast immiinfloresan boyamanin inverted mikroskop goriintiisii A. DAPI, B. F-Aktin,

C. Birlestirilmis goriintiisii. w ,F-Aktin yapisinin bozuk oldugu goriintii.
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4.10. Serotonin Geri ahm Reseptérleri (SERT) Immiinfloresan Gériintiileri

BeWo hiicrelerine 24 ve 48 saat boyunca Vortioksetin uygulanmasindan sonra
hiicrelerdeki SERT proteinin miktar1 ve lokalizasyonunun belirlenebilmesi ig¢in
immiinfloresan boyama yapilmistir ve floresan mikroskopta incelenmistir. Vortioksetin
uygulanmasimin 24 ve 48 saat inkiibasyon siireleri i¢in kontrol gruplarindaki (Sekil
4.57., Sekil 4.60.) SERT proteini hiicrede yogun ve hiicre zarinda diizenli olarak
yerlesim gostermektedir. Vortioksetin uygulanmasindan 24 saat sonraki 7,5 uM ve 15
uM doz grubuyla (Sekil 4.58, Sekil 4.59.) kontrol grubu SERT proteini arasinda bir
farklilik olmadig1 gozlenmistir. Vortioksetin uygulanmasindan 48 saat sonrasinda 7,5
uM ve 15 uM doz gruplarinda (Sekil 4.61., Sekil 4.62.) SERT proteinin doza bagl
olarak azaldig1 goriilmektedir. 48 saat 15 uM Vortioksetin uygulanmasina bagl olarak
SERT proteinin hiicredeki ifadesinin azalmis olmasi serotonin taginmasinin SERT

reseptorleriyle dogru bir sekilde gergeklesemeyecegini gostermektedir.

SSRI tip antidepresan etken maddelerinden fluoksetin ve nurfluoksetin (sirasiyla 1-3
uM) kullanilarak BeWo hiicrelerinde SERT ve aromataz aktivitesi incelendiginde
CYP19 aktivitesini diisiirdiigii, hCG seviyesini degistirmedigi belirtilmektedir. SERT
ifadesinde ise MRNA ve protein seviyesinde azalma oldugu ifade edilmektedir. Calisma
sonucunda 5-HT reseptorlerinin plasental aromataz ile iliskilendirildigi ve hormonal

etkilesimi etkiledigi goriilmustiir [74].
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Sekil 4.57. BeWo hiicrelerinde kontrol grubunun 24 saat inkiibasyon sonrasi
immiinfloresan boyamasi inverted mikroskop goriintiisii A. DAPI, B. SERT, C.

Birlestirilmis goriintiisii.

Sekil 4.58. BeWo hiicrelerinde 7,5 pM Vortioksetin uygulamasi1 24 saat inkiibasyon
sonrast immiinfloresan boyamanin inverted mikroskop goriintiisii A. DAPI, B. SERT,

C. Birlestirilmis goriintiisii.
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Sekil 4.59. BeWo hiicrelerinde 15 uM Vortioksetin uygulamanin 24 saat inkiibasyon
sonrasi immiinfloresan boyamanin inverted mikroskop goriintiisit A. DAPI, B. SERT,

C. Birlestirilmis goriintiisii.

Sekil 4.60. BeWo hiicrelerinde kontrol grubunun 48 saat inkiibasyon sonrasi
immiinfloresan boyamanin inverted mikroskop goriintiisi A. DAPI, B. SERT, C.

Birlestirilmis goriintiisii.
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Sekil 4.61. BeWo hiicrelerinde 7,5 uM Vortioksetin uygulamasi 48 saat inkiibasyon
sonrast immiinfloresan boyamanin inverted mikroskop goriintiisii A. DAPI, B. SERT,

C. Birlestirilmis goriintiisii. 3¢, SERT miktarinin az oldugu gériintii.

Sekil 4.62. BeWo hiicrelerinde 15 uM Vortioksetin uygulamanin 48 saat inkiibasyon
sonrast immiinfloresan boyamanin inverted mikroskop goriintiisii A. DAPI, B. SERT,

C. Birlestirilmis goriintiisii. pAY , SERT miktarinin az oldugu goriintii.
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4.11. B-HCG Hormon Seviyelerinin Ol¢iim Sonuclar

Iki ve ii¢ boyutlu hiicrelerde B-hCG hormon iiretiminin karsilastirilmasi icin BeWo ve

3:1 grubu kullanilmistir.

Iki boyutlu BeWo grubunda Sekil 4.63.’te gériildiigii iizere, 7,5 pM Vortioksetin
uygulanan hiicrelerde tiim inkiibasyonlarda kontrol grubuna gére hormon miktarinda
anlaml bir artig goriilmiistiir. 15 uM Vortioksetin uygulanan hiicrelerde 24 ve 72 saatlik
inkiibasyonlarda hem kontrol grubu hem de 7,5 uM doz grubuna goére hormon
miktarinda artig goriiliirken 48 saatlik inkiibasyonda sadece 7,5 uM doz gruba gore artis
goriilmiistiir. 30 uM Vortioksetin uygulanan hiicrelerin tiim inkiibasyonlarinda kontrol
grubu, 7,5 uM ve 15 uM Vortioksetin uygulamalarina gore istatistiksel olarak p-hCG

hormon miktarinda anlamli bir azalig goriilmiistiir.

Uc boyutlu BeWo grubunda goriildiigii iizere, 7,5 uM Vortioksetin uygulanan
hiicrelerde tiim inkiibasyonlarda kontrol grubuna gére hormon miktarinda anlamli bir
artis goriilmiistiir. 15 uM Vortioksetin uygulanan hiicrelerin hormon miktari inkiibasyon
stiresi arttikca yiikselse de 48 ve 72 saatlik inkiibasyonlarda 7,5 uM doz grubuna gore
azalmistir. 30 uM Vortioksetin uygulanan hiicrelerin hormon miktar1 ise 7,5 uM ve 15

UM doz grubuna gore tiim inkiibasyonlarda istatistiksel olarak azalmistir.

Bu karsilastirmada goriildiigii lizere, li¢ boyutlu kiiltiire edilen BeWo hiicrelerinde her
inkiibasyon ve Vortioksetin uygulamasinda iki boyutlu kiiltiire edilenlere gére hormon

miktarinda artis goriilmektedir [116].

Iki boyutlu 3:1 grubunda goriildiigii lizere, 7,5 uM Vortioksetin uygulanan hiicrelerde
sadece 48 ve 72 saatlik inkiibasyonlarda kontrol grubuna gére hormon miktarinda artig
goriilmiistiir. 15 uM Vortioksetin uygulanan hiicrelerin tiim inkiibasyonlarinda hem
kontrol grubu hem de 7,5 uM doz grubuna gore hormon miktarinda azalma
goriilmiistiir. 30 uM Vortioksetin uygulanan hiicrelerin de tiim inkiibasyonlarinda
hormon miktarlarinda hem 7,5 uM hem de 15 uM Vortioksetin gruplarina gére anlaml

bir azalma goriilmiistiir.

Ug boyutlu 3:1 grubunda gériildiigii iizere, 7,5 uM ve 15 uM Vortioksetin uygulanan
hiicrelerde 24 ve 72 saatlik inkiibasyonlarinda hormon miktarinda istatistiksel artis
goriiliirken, 48 saatlik inkiibasyonda bir farklilik goriillmemistir. 30 uM Vortioksetin
uygulanan hiicrelerde ise 24 saatlik inkiibasyonda hem kontrol hem 7,5 uM hem de 15

UM doz uygulanan gruplara gore hormon miktarinda anlamli bir azalis goriilmiistiir. 48
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saatlik inkiibasyonda da durum ayniyken, 72 saatlik inkiibasyondaki hormon miktarinda
belirli bir yiikselis goriilmiis ve 15 uM Vortioksetin uygulamasina gore istatistiksel bir

artis oldugu gozlemlenmistir.

Bu karsilastirmada goriildiigii tizere 15 uM ve 30 uM Vortioksetin uygulamasi ii¢
iki
desteklenmektedir. Benzer sekilde yapilan bir ¢aligmada 3B BeWo hiicrelerinin 2B

boyutlu kiiltiirlerde boyutlu kiiltiirlere gore daha fazla hormon iiretimi

kiltlirlenen gruplarina gére hCG hormon miktarinda anlamli bir artis goriilmektedir

[110,117].
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aKontrol grubundan istatistiksel olarak 6nemli derecede farkli (P<0,05). v 7,5 pM Vortioksetin uygulanan
gruptan istatistiksel olarak 6nemli derecede farkli (P<0,05). ¢ 15 uM Vortioksetin uygulanan gruptan
istatistiksel olarak 6nemli derecede farkli (P<0,05).

Sekil 4.63. 2B ve 3B sistemlerde BeWo ve 3:1 ortak kiiltiir oran grubunun 24, 48 ve 72

saatlik Vortioksetin uygulamasindan sonra B-HCG hormon seviyelerinin dl¢timii.

Saglikli gebelik i¢in gerekli olan steroid hormonlar, gebelik boyunca farkli miktarlarda

sentezlenmektedir. Gebeligin devami ve fetal gelisimin korunmasinda steroid hormonlar
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da esey hormonlari kadar énemli bir rol oynamaktadir [61]. Ostrojenler genel olarak
overlerde ve periferik dokularda, androjenlerden aromatizasyonla sentezlenmektedir
[118]. Gebelikte ise Ostrojen sentezini kontrol eden enzim plasental aromatazdir
(CYP19). CYPI19, yogunlukla sinsitiyotrofoblast hiicrelerinde ve in vitroda BeWo

hiicrelerinde sentezlenmektedir [61].

Epidemiyolojik ¢alismalar, hamilelikte agir metaller, poliklorlu bifeniller, dioksinler ve
pestisitler gibi maddelere maruz kalinmasiyla fetiiste dogum kilosunda azalma, fetal
biligsel ve iireme sistemi gelisiminde degisiklikler ve erken dogum gibi saghk
problemleri yasandigini gostermistir. Bu olumsuz etkilerin bazilari, plasentanin
fonksiyonel endokrin birimi olan sinsityotrofoblastin  Ostrojen  iiretimindeki
degisikliklerinin bir sonucu olarak ortaya ¢ikmaktadir. Plasenta sitokrom P450 enzimi
CYP17 tarafindan katalize edilen steroid 17a-hidroksilaz, 17,20-liyaz aktivitesinden
yoksun oldugu ig¢in de novo olarak androjen iiretimi yapamamaktadir. Bu nedenle,
trofoblastin Ostrojen iiretimi, plasental aromataz (CYP19) i¢in substrat olarak islev
goren fetal ve maternal androjen dnciillerine dayanmaktadir. Insan gebeligi sirasinda
ortaya ¢ikan bu karmasik steroidojenik etkilesimleri incelemek i¢in deneysel araglar son
derece sinirlidir. Insanlarin dahil edildigi deneysel yaklasimlar, etik sebeplerden otiirii
miimkiin degildir. /n vivo kemirgen modelleri ise spesifik gen inaktivasyon g¢aligmalari
icin yararl olsa da, gebelik sirasinda insan steroidojeneziyle biiyilik ol¢iide farklilik
gostermektedir. Ciinkii kemirgen plasentast CYP19 enzimi ifade etmediginden insan
plasentasinin aksine Ostrojenleri sentezleyememektedir. Plasenta ve fetal hiicrelerden
hormon salgilanmasini  degerlendirmek ig¢in in vitro modeller gelistirilirken
steroidojenik etkilesimleri birarada olusturmak yapilan ¢aligmaya anlamsal bir biitiinliik

katmaktadir.

Yalnizca bagimsiz hiicre hatlar1 kullanilan deneysel modeller, plasenta ve fetiis
arasindaki hormonal etkilesimi yansitmamaktadir. Ancak yapilan g¢alismalar sinirh

sayidadir ve konuyla ilgili daha fazla ¢aligma yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir [61].

Plasentanin islevsel endokrin birimi olan trofoblastlarin hormon iiretiminin SSRI ile
engellenmesi, gebelik sirasinda utero-plasental arterlerin yeniden yapilandirilmasi,
trofoblastlarin endometriyuma ilerleyisi ve villus trofoblastin sinsitlestirilmesi dahil
cesitli siirecleri etkileyebilmektedir. Bunun sonucunda gerilemis fetal gelisim, erken
dogum gibi ciddi obstetrik komplikasyonlara, preeklampsi ve intrauterin biiylime

kisitlamalarina sebep olabilmektedir. Bu durum, gebelerde risk yaratabilecek olan
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antidepesanlarin kullanimina onay verilmesi konusundaki siipheleri arttirmistir, bu
nedenle yapilacak yeni c¢alismalar tesvik edilmekte ve glincellemeler yapilmasi

beklenmektedir [61].
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5. YORUM

Gebeler insanlar tizerinde herhangi bir ksenobiyotigin toksisitesini ¢alismak etik
kisitlamalar dogrultusunda kabul edilmemektedir. Ancak plasenta, embriyonal gelisimi
dogrudan etkileyen bir doku olmasi nedeniyle iizerinde ¢ok fazla inceleme yapilmasi
gereken bir dokudur. Literatiirdeki bilgiler gebe saghigi igin kullanimi zararli olan
uyusturucu, alkol, sigara gibi maddelerin ancak hasta Oykiilerinden elde edilen
genellemelerdir [119]. Bu durumda gebelikte kullanilan ve fetotoksisite yaratan
maddeler hakkinda elde edilebilir bilgiler ayrintili olarak ele alinamamaktadir. Gebe
saglig1 ve gelecek nesillerin sagligini olumsuz yonde etkileyen herhangi bir kaynagin

arastirilarak muhtemel zararin olabilecek en diisiik seviyeye indirilmesi gerekmektedir

[25].

Bu tez ¢aligmasinda, plasenta dokusunun in vivoyu en iyi sekilde yansitilabilemesi igin
BeWo ve HUVEC hiicreleri birlikte kiiltiirlenerek plasentanin karmasik dokusu in vitro

ortamda 2B ve 3B ortamlarda modellenerek incelenmistir.

1. BeWo ve HUVEC hiicrelerinin ikilenme zamanlarmin farkindan dolay: iki boyutlu
kiiltiirasyonda inkiibasyonlar farklilik gostermistir. Bu nedenle her analiz ve her model

grubunda bir¢ok inkiibasyon siiresi kullanilmas1 gerekmistir.

2B ortak kiiltiir gruplarinin belirlenebilmesi i¢in 1:1, 1:2, 2:1, 3:1 ve 4:1 farkli hiicre
konsantrasyonlarinda 24, 48, 72 ve 96 saat canlilik analizi incelenmistir. Hiicre canlilig

acisindan en 1yi olan grubun 3:1 hiicre oran1 (BeWo: HUVEC) oldugu belirlenmistir.

Bunu belirlerken CellTracker boyama yapilarak hiicrelerin konumlanmasi, miktari,

adherentlik potansiyelleri ve genel morfolojileri goriintiilenmistir.

3B ortak kiiltiir gruplarinin belirlenebilmesi i¢in 2B gruplarindan ve inkiibasyon
saatlerinden yola ¢ikarak 2:1, 3:1 ve 4:1 hiicre konsantrasyonlarinda 24, 48 ve 72 saat

boyunca canlilik analizi yapilmistir.

2B kiiltiire uyumlu olarak hiicre canliligi 3:1 oran grubunda (BeWo: HUVEC) diger
gruplara kiyasla ytliksek ¢ikmustir.

Aynmi zamanda CellTracker boyama ile 120 saat boyunca hiicrelerin lokalizasyonlar1
belirlenmis ve sferoid yapilarinin bozulmadan kaldig1 goriilmistiir. 2B canlilik

analizinde 96 saatte canlilik diiserken 3B gruplarinda sferoid yapisinin 120 saate kadar
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biitiinliiglinlin  bozulmamas1 hiicrelerin 3B  kiiltlirlinlin ~ basarili  bir  sekilde

gerceklestirildigini gdstermektedir.

3. 2B Kkiiltiirlerde, mono ve 3:1 ortak grubunun Vortioksetin uygulamasia verdigi
yanitlar incelendiginde, 3:1 grubu 15 uM doz uygulamasinda BeWo hiicrelerine kiyasla,
30 uM doz uygulamasinda HUVEC hiicrelerine kiyasla % canlilik degerlerinde artig
gostermistir. Ortak kiiltiir grubunun mono kiiltiirlere gore etken maddeye karsi direnci

biraraya getirilen hiicrelerin Vortioksetine karsi daha direngli oldugunu gostermektedir.

4. Yapilan bu tez ¢alismasinda, BeWo ve HUVEC hiicrelerinin ayr1 ayr1 ve birlikte
(ortak-kiiltiir) basarili bir sekilde sferoid (mikro doku) olusturduklari Petri Dish teknigi
ile ilk kez gosterilmistir. Ortak kiiltiirlerinde de sferoid yapisinda hiicrelerin birbirleriyle
etkilesimleri goriintiilenmistir. Hiicrelerin tutunduklar yiizeyin sertligi veya sferoid
olduklarinda kendi kendilerine biraraya gelme ozellikleri in vivo dokudaki substrat
Ozelliklerini yansitmasi adina olduk¢a 6nemlidir [120]. Bu nedenle tez ¢alismasinda

hiicrelerin 2B ve 3B yanitlar1 birarada karsilagtirilmistir.

5. 3B Kkiiltiirlerde, mono ve 3:1 grubunun Vortioksetin uygulamasina verdigi yanitlar
incelendiginde 3:1 grubunun 15 pM ve 30 puM doz uygulamasinda her iki mono kiiltiir
grubuna kiyasla canliliginda artis oldugu goriilmektedir. Bu sonu¢ dogrultusunda ortak
kiiltire edilen mikro doku modelinde mono kiiltiirlere kiyasla hiicrelerin toksisiteye

daha direncli olduklar1 gériilmektedir.

2B ve 3B mono ve ortak kiiltiirleri kendi sistemleri igerisinde 3:1 grubunun daha
direncli olmasi incelendigi gibi, literatiire uyumlu olarak 3B kiiltiirlerde 2B kiiltiirlere
gore ayn1 doz ve inkiibasyon saatlerinde canlilik degerleri daha yiiksek bulunmustur.
MTS analizine ek olarak Kalsein-PI boyamasi yapilarak mikro dokunun canli ve 6li

hiicre lokalizasyonlar1 belirlenmistir.

Canlilik analizlerinin sonucu olarak herhangi bir ksenobiyotigin toksisitesi veya ila¢ doz
belirleme ¢alismalarinda modeller {izerinde ortak kiiltiir ve 3B deneyleri yapilarak daha
ylksek dozlarda deneyler yapilabilir ve olas1 yan etkileri 6n ¢alismalar ile incelenebilme

imkani saglamaktadir.

6. TEER ve Na-F o6l¢iimleri ile mono ve ortak kiiltiirlerde Vortioksetine verilen yanit

canlilik analizleri dogrultusunda goriilmiistiir.
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7. BeWo hiicrelerinde Vortioksetin uygulamasiyla E-kaderin ve F-aktin proteinlerinin
yapisinda bozulmalar goriilmiistiir. SERT proteinlerinin inkiibasyon ve doz arttikca

immunolokalizasyonunda azalma goriilmiistiir.

8. Iki ve ii¢ boyutlu sistemlerde p —hCG hormon miktar1 karsilastirildiginda beklendigi
tizere 3B sistemlerde hormon miktarmin daha yiliksek oldugu goriilmiistiir. Ayrica oran
gruplarinda BeWo hiicrelerinin HUVEC hiicreleriyle birlikte kiiltiirlendiklerinde de B-
hCG iiretimine devam ettigi ve aymi sekilde 3B ortamlarda daha fazla miktarda
tretildigi goriilmiistiir.

Vortioksetin uygulamasi diisiik ve orta doz toksisitede mikro dokularin biitiinliiglinii
bozmakta, canlilik iizerine etki etmemektedir. Buna karsilik bariyer yapisinda
bozulmalar ve destekleyici sekilde Na-F akis miktarinda artmalar goriilmektedir. 2B ve
3B sistemlerde yiliksek doz uygulamada hormon miktarini diisiirdiigii goriilmektedir.
SERT ifadelerinin miktarin1 azaltarak BeWo hiicrelerinde serotonin tasinmasini
engellemektedir. BeWo hiicrelerinde serotonin ifadesi CYP19 aktivasyonunu
degistirerek hormon iiretimini engellemekte ve plasental kusurlar yaratabilmektedir. Bu
gibi dogum o6ncesi aksakliklarla plasentanin zarar gormesi gelecek nesillerin saglig1 icin

tehdit yaratmaktadir.

Olusturulan plasenta mikro dokulariyla, yeni gelistirilen ve gebelikte kullanimi zorunlu
olan ilaglar (antidepresan, epilepsi, kanser, kardiovaskiiler) kozmetik ve temizlik
triinleri, gida katki maddeleri, nanopartikiiller gibi tiim ksenobiyotikler ve
metabolitlerinin plasental gegisinin arastirilabilecegini 6ngoriilmektedir. Plasenta gibi
yumusak doku ve organlarin 3B kiiltiirlerinde doku igerisindeki cesitliligi ve nis
ortamini yaratmak i¢in ortak kiiltiir ¢aligmalar1 yapilarak in vivoya karsi verilen yanitin

dogrulugu arttirilmalidr.

SSRI’larin depresyona karst etkin kullanimi kanitlanmis olsa da gebelikte SSRI
maruziyetinin etkileri hala tartigmalidir. Yapilan c¢alismalarda fetiislerin solunum,
gastrointestinal sistem, kalp ve norolojik gelisim degisiklikleri ve diisiik, dogum agirligi
ya da prematiire dogum gibi gebelik sikayetlerinin SSRI iligkili oldugu gdsterilmis

olmasina ragmen; diger ¢calismalar SSRI’larin fetal gelisimi etkilemedigi yoniindedir.

SSRI’larin plasentanin yapisina, gegirgenligine ve fetal dokulara olasi etkileri
konusunda literatiirde birbirleriyle c¢elisen bilgiler yer almaktadir. Tez calismasinda elde

edilen sonuclarmn literatiirdeki bu celiskiyi gidermesi beklenmekte ve mekanizmay1
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aydinlatmaya katki saglayacagi diisliniilmektedir. Vortioksetin kullaniminin 5-HT
seviyelerinin artmasiyla sonuglanan ve SERT {izerindeki etkileriyle CYP19’u ve
Ostrojen liretimini etkiledigi ongoriilmektedir. Bu tez ¢alismasi, SSRI antidepresan ilaci
Brintelliks’in etken maddesi olan Vortioksetinin plasental toksisitesini, bariyer yapisinin
verdigi yaniti, hormon {iiretimini 2B ve 3B sistemlerde kiyaslayarak mono ve ortak

kiiltiirleri agisindan bir degerlendirme sunmaktadir.

Tez calismasi kapsaminda plasenta dokusunu mikro dokularda yansitabilmek amaciyla
uygun sferoid boyu, capi, hiicre orani belirlenerek ideal mikro plasenta dokulari
olusturulmustur. Tez calismasinin devami kapsaminda ideal sferoidlere farkli hiicre
hatlar1 eklenerek hormon analizlerinin kapsaminin arttirtlmasi ve molekiiler analizler
yapilarak modelin toksisiteye verdigi yanitlarin ayrintili sekilde incelenmesi

planlanmaktadir.
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