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Gebelik ile birlikte olusan plasenta bariyeri, yapisi ve transfer kapasitesi ile besin
maddelerinin maternal-fetal gegisini, gecis gradiyentini, feto-plasental ve utero-
plasental kan akisin1 belirlemektedir. Gebelik boyunca kimyasal madde ve ilag
kullanimina maruz kalma oranlarinda biiyiik bir artis meydana gelmistir. Insanlar
tizerinde etik kisitlamalar sebebi ile testler yapilamamaktadir. Plasenta bariyerinin
gecirgenligi hakkindaki eksikligi tamamlamak i¢in giincel plasenta bariyer modelleri

olusturularak yapilacak olan ¢aligmalara ihtiyag artmistir.

Bu tez ¢alismasinda, insan plasenta koryokarsinom hiicreleri (BeWo) ve insan gobek
kordonu ven hiicreleri (HUVEC) ile birlikte ti¢ boyutlu (3B) ortamda farkli 6zellikler
ile hazirlanmis kriyojel iizerinde mono ve ortak Kiiltiir sistemleri olusturulmustur.
Kriyojeller, hiicrelerin tutunmasimi ve g¢ogalmasmi saglayabilecek birbirleriyle
baglantili makro gézeneklerden olusmaktadirlar. Tez ¢alismasinda, 3B por yapisina
sahip biyouyumlu poli (2-hidroksietil metakrilat) (PHEMA) kriyojeller, hiicre disi
maddeler (HDM) acisindan desteklenerek in vivo’ya daha yakin bir sistem
olusturulmustur. PHEMA temelli kriyojel kullanilarak jelatin igeren kriyojeller
(PHEMAGEL) sentezlenmistir. Tim PHEMA ve PHEMAGEL kriyojellere folik asit



(FA) baglanmustir, ayrica fibronektin (FN) veya kolajen tip 1V (KOL Tip 1V) yapiya
katilarak plasenta dokusuna yakin bir ortam olusturulmustur. Farkli igerikler ile
sentezlenmis olan 4 kriyojel grubunun PHEMA, PHEMA+KOL Tip 1V, PHEMAGEL
ve PHEMAGEL+FN’in karakterizasyon ¢alismalart kapsaminda sisme testleri
yapilarak jellerin sisme Ozellikleri degerlendirilmistir. Jelatin, FA, FN ve KOL Tip
IV’in kriyojellerin yapisina katilip katilmadigi fourier doniistimlii kizilotesi (FTIR)
spektrometresi ile incelenmistir. Mikro bilgisayarli tomografi (Mikro-CT) ile
kriyojellerin 3B karakterizasyon analizleri yapilmistir. Kriyojellerin  gdzenek
boyutlarini ve hiicrelerin tutunma potansiyelleri taramali elektron mikroskobu (SEM)
ile incelenmistir. FA baglanan kriyojellere in vitro salim analizleri yapilmistir.
Sentezlenen kriyojel gruplarinin sito-uyumlulugunu ve hiicrelerin proliferasyon
yeteneklerini inceleyebilmek i¢in 2, 4 ve 7 giin boyunca hiicreler ile birlikte inkiibe
edilmistir ve hiicrelerin canliliklar1 degerlendirilmistir. Gebelikteki kullanimi ile ilgili
literatiirde yeterli bilgiye rastlanmamis bir antidepresan etken maddesi olan
Vortioksetin, olusturulan 3B kriyojel ortak-kiltiir sisteminde degerlendirilmistir. 30
uM ve 60 puM’lik konsantrasyonlarda 2, 4 ve 7 giin boyunca hiicrelerle inkiibe
edilmistir. 3-(4,5-dimetiltiyazol2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum-bromiir (MTT) canlilik
analizi ile etkinligi incelenmistir. Insan koryonik gonadotropin (B-hCG) hormon
tiretim miktar1 ve matriks metalloproteinaz-2 (MMP-2) ile matriks metalloproteinaz-9

(MMP-9) protein seviyeleri dl¢tilmiistiir.

Kriyojellerin sisme ozellikleri incelendiginde PHEMA temelli kriyojellerde
makrogézenek derecesinin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Jelatine bagl olarak
makrogozeneklilik derecesi, sisme derecesi ve sisme oranlarinda diisiis gézlenmistir.
FTIR analizi sonucuna gore jelatinin, FA’nin, FN’nin ve KOL Tip IV’iin kriyojellerin
yapisina basarili bir sekilde katildiklart goriilmiistir. Mikro-CT sonucu Kriyojellerin
farkli gbzenek boyutlarinda dagilima sahip oldugunu gostermistir. Bu durum
hiicrelerin tutunmasinda ve cogalmasinda artis saglamistir. SEM goriintiileri ile
birbiriyle baglantili olduk¢a genis gozeneklere sahip kriyojellerin sentezlendigi
gorilmistiir. FA’in in vitro saliminda inkiibasyon siiresine bagli olarak azalma
gortilmistiir. Kriyojellerin sito-uyumlulugunu anlayabilmek i¢in yapilan MTT analizi
sonucunda hiicrelerin ¢esitli ozellikler ile sentezlenen Kriyojellere uyumlu oldugu,

hiicreler iizerinde toksik bir etki yaratmadigi gozlenmistir. 3B Kriyojel ortak kiiltiir



sistemine Vortioksetinin yiiksek dozlarinda mono kiiltiirlerde hiicre canlilifinda
azalma goriilmistiir ancak ortak kiiltiiriin aym1 dozlarindaki hiicre canliliginda
beklenen azalma goriilmemistir. BeWo ve ortak kiiltiir grubunda B-hCG hormon
miktart Ol¢lilmiistir ve PHEMA+KOL Tip IV’iin BeWo hiicresinde en fazla hormon
salimi gorilmiistir. MMP-2 ve MMP-9 protein seviyelerinde Vortioksetin doz

uygulamasina bagl olarak anlamli azalma goriilmemistir.

Bu tez calismasinda, yapisinda jelatin, FN ve KOL Tip IV iceren kriyojeller
sentezlenereck FA ile baglanmistir. Plasental BeWo ve endoteliyal HUVEC
hiicreleriyle biyouyumluluklar1 gdsterilmis ve ortak kiiltiir ortaminda ilk kez PHEMA
kriyojeller tzerinde Tretilmistir. Olusturulan 3B sistem ile gebelikte kullanilan
Vortioksetin antidepresan etken maddesinin toksisitesi degerlendirilmistir. Sonuglar
kriyojel sisteminin mono ve ortak kiiltlirler i¢in biyouyumlu oldugunu, sitotoksisite
acisindan ise mono kiiltiirlere kiyasla ikili ortak kiiltlir gruplarinda canlili1 diistirmek
icin dozlarin daha yiiksek olmas1 gerektigini gostermistir. Bu 3B kriyojel sistemi yeni
ilag, kozmetik madde, gida toksisitesi gibi alanlarda in vivoyu yansitan ve benzer

cevaplar veren bir sistem olarak kullanilabilecegini géstermistir.

Anahtar Kelimeler: Plasenta Bariyer Modeli, BeWo, HUVEC, Kriyojel, PHEMA,
Folik Asit, Fibronektin, Kolajen Tip 1V, Vortioksetin, -hCG.



ABSTRACT

CONSTRUCTION OF A 3D CRYOGEL CO-CULTURE SYSTEM USING
HUMAN PLACENTAL AND ENDOTHELIAL CELL LINES AND
INVESTIGATING ITS EFFICIENCY

Merve DEMIR

Master of Biology, Department of Zoology
Supervisor: Associate Prof. Dr. Aysun KILIC SULOGLU
January 2022, 129 pages

The placental barrier, which is formed with pregnancy, determines the maternal-fetal
passage of nutrients, the transition gradient, feto-placental and utero-placental blood
flow by its structure and transfer capacity. A large increase in the rates of exposure to
the use of chemicals and drugs has occurred during pregnancy. Tests cannot be
performed on people due to ethical restrictions. In order to complete the lack of
information about the permeability of the placental barrier, the need for studies to be

conducted by creating current models of the placental barrier has increased.

In this thesis, human placental choriocarcinoma cells (BeWo) and human umbilical
vein cells (HUVEC) with three-dimensional (3D) environment in kriyojel prepared
with different properties on mono and co-culture systems have been established.
Cryogels consist of interconnected macropores that can ensure the adhesion and
proliferation of cells. In the thesis study, biocompatible poly (2-hydroxyethyl
methacrylate) (PHEMA) cryogels with a 3D pore structure were supported in terms of
extracellular substances (HDM) and a system closer to in vivo was established. Gelatin

containing cryogels (PHEMAGEL) were synthesized using a PHEMA-based cryogel.
\Y;



Folic acid (FA) was attached to all PHEMA and PHEMAGEL cryogels, and
fibronectin (FN) or collagen type IV (KOL Type IV) joined the structure, creating an
environment close to the placenta tissue. Within the scope of the characterization
studies of PHEMA, PHEMA+KOL Type IV, PHEMAGEL and PHEMAGEL+FN of
the 4 cryogel groups synthesized with different ingredients, swelling tests were
performed and the swelling properties of the gels were evaluated. The involvement of
gelatin, FA, FN and KOL Type IV in the structure of cryogels was investigated by
fourier transform infrared (FTIR) spectrometer. 3D characterization analyses of
cryogels were performed with micro computed tomography (Micro-CT). The pore
sizes of cryogels and the adhesion potentials of the cells were examined by scanning
electron microscopy (SEM). In vitro release analyses were performed on FA-bonded
cryogels. In order to study the cytocompatibility of the synthesized cryogel groups and
the proliferation abilities of the cells, they were incubated together with the cells for 2,
4 and 7 days and the viability of the cells was evaluated. Vortioxetine, an
antidepressant active ingredient that doesn’t have sufficient information in the
literature about its use in pregnancy, was evaluated in the 3D cryogel co-culture
system created. It was incubated with cells for 2, 4 and 7 days at concentrations of 30
puM and 60 pm. The effectiveness of MTT was examined by vitality analysis. Human
chorionic gonadotropin (B-hCG) hormone production and matrix metalloproteinase-2
(MMP-2) and matrix metalloproteinase-9 (MMP-9) and protein levels were measured.

When the swelling properties of cryogels were examined, it was seen that the degree of
macroscopicity was higher in PHEMA-based cryogels. A decrease in the degree of
macroscopicity, degree of swelling and swelling rates have been observed due to
gelatin. According to the result of the FTIR analysis, it was found that gelatin, FA, FN
and KOL Type IV successfully participate in the structure of cryogels. The micro-CT
result showed that cryogels have a distribution in different pore sizes. This has led to
an increase in the retention and proliferation of cells. It has been observed that
cryogels with fairly large pores connected with each other by SEM images have been
synthesized. There was a decrease in the in vitro release of FA depending on the
incubation period. As a result of the MTT analysis performed to understand the
cytocompatibility of cryogels, it was observed that the cells are compatible with

cryogels synthesized with various properties, and they do not have a toxic effect on the



cells. A decrease in cell viability was observed in mono-cultures at high doses of
Vortioxetine to the 3D cryogel common culture system, but the expected decrease in
cell viability at the same doses of the common culture was not observed. The amount
of B-hCG hormone was measured in BeWo and common culture group, and the
greatest hormone release was observed in BeWo tuesday of PHEMA+KOL Type V.
There was no significant decrease in MMP-2 and MMP-9 protein levels due to the

dose administration of \Vortioxetine.

In this thesis study, cryogels containing gelatin, FN and KOL Type IV in their
structure were synthesized and bound with FA. Their biocompatibility with placental
BeWo and HUVEC cells has been demonstrated and they have been produced on
PHEMA cryogels for the first time in a common culture medium. The toxicity of the
active ingredient of the antidepressant Vortioxetine used in pregnancy was evaluated
with the created 3D system. The results showed that the cryogel system is
biocompatible for mono- and common cultures, and in terms of cytotoxicity, doses
should be higher to reduce viability in dual common culture groups compared to
mono-cultures. This 3D cryogel system has shown that it can be used as a system that
reflects and gives similar answers in vivo in areas such as new medicine, cosmetics,

food toxicity.

Keywords: Placental Barrier Model, BeWo, HUVEC, Cryogel, PHEMA, Folic Acid,
Fibronectin, Collagen Type IV, Vortioxetine, p-hCG.
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1. GIRIS

Anne ile bebek arasindaki besin ge¢isi, kan akisi, fetiisin atitk maddeleri
uzaklastirabilmesi gebelik ile birlikte olusan plasenta organiyla saglanmaktadir. Gebelik
doneminde hormonal ve sosyal yasamdaki degisiklikler daha fazla oldugundan gebe
bireylerde psikiyatrik rahatsizliklarin goriilme orani artmaktadir. Bu oran % 12-36
arasinda degismektedir ve yaklasik % 8-10’una gebelik doneminde antidepresan ilaclar
recete edilmektedir [1, 2]. Gebelik boyunca degisen plasenta yapisi ve fonksiyonlari
ilacin fetiise gegis oranini etkileyebilmektedir [3]. Gebelikte kullanilan bu ilaglarin
plasentadan geg¢is durumlari, fetiise aktarilmasi ve bunlara bagli olarak embriyonik
gelisim {lizerindeki etkilerine dikkat edilmesi gerekmektedir. Kullanilan ilaglarin
degerlendirilmesi ve giivenilirligi, in vitro calismalar ve ardindan deney hayvanlari
lizerinde yapilan calismalar ile degerlendirilmektedir. Insanlar iizerinde ise etik
kisitlamalardan dolay1 ¢aligmalar yapilamadigindan ex-vivo ya da gozlemsel ¢aligmalar
yapilarak ilaglar hakkindaki riskler agiga ¢ikartilabilmektedir [4]. Fetal gelisimi
anlayabilmek icin plasenta {lizerinde ¢alismalar yapilmasi gerekmektedir. Plasentanin
laboratuvar ortaminda ¢esitli yontemler (in vivo hayvan modelleri, in vitro ¢alismalar)
ile ¢alisilmasiyla yapisi, fizyolojisi ve bariyer 6zellikleri anlasilabilmektedir. Ancak in
vitro ortamda olusturulmus ve kabul gérmiis bir plasenta modeline literatiirde
rastlanmamustir. Plasental hiicrelerin kullanildigr in vivoyu en yakin temsil edebilecek
yeni bir plasenta modelinin olusturulmasiyla ilaglarin, kimyasal maddelerin,

kozmetiklerin vb. ksenobiyotiklerin toksisitesi degerlendirilebilecektir.

Giintimiizdeki in vitro g¢alismalar, in vivo ortami daha yakin temsil edebilen {i¢ boyutlu
(3B) hiicre kiiltiiriine yonelmektedir. Hiicrelerin, 3B hiicre kiiltiiriinde hiicre-hiicre veya
hiicre-hiicre dis1 matriks etkilesimleri, hormon iiretimi gibi hiicrelerin gelisiminin ¢ok
yonlii olmasindan dolayr ¢ok katmanli doku benzeri yapilar olusturulmaktadir. 3B hiicre
kiiltiirleri, iki boyutlu (2B) hiicre kiiltiirlerine kiyasla in vivoya daha iyi benzerlik
gostermesinden dolayr tercih edilmektedirler. Plasenta dokusunun g¢esitli hiicre
katmalarindan meydana gelmesi 3B hiicre kiiltiiriinde ortak kiiltiir calismalarina imkan
saglamaktadir. Bu calismada, insan plasental trofoblast hiicresine (BeWo) destekleyici
olmas1 amaciyla plasental gelisimde 6nemli rol oynayan fetal endotel hiicresi olan insan
gobek kordunu veni makrovaskiiler hiicresi (HUVEC) ile birlikte kullanilarak 3B
ortamda kriyojel iskelesi tizerinde ortak-kiiltiir sistemi olusturulmustur. Kriyojel doku

iskelesine fibronektin, kolajen tip IV ve folik asit baglanarak plasental HDM’yi



yansitacak ii¢ boyutlu bir yap1 olusturulmustur ve hiicrelerin daha iyi tutunabilecegi ve

prolifere olabilecegi bir ortam saglanmistir.

Antidepresan ilaglar enzim veya reseptor inhibitorleri ya da geri alim engelleyicileri
olarak etki etmektedirler. Bir serotonin geri alim inhibitdrii (SSRI) olan Brintelliks
antidepresan ilacinin etken maddesi olan Vortioksetin sisteme uygulanarak olusturulan
3B plasental kriyojel ortak kiiltiir sistemine etkisi incelenmistir. Tez ¢aligmasi
kapsaminda farkli 6zelliklere sahip kriyojeller sentezlenerek hiicrelerin mono ve ortak
kiltiirleri kriyojeller iizerinde modellenmistir ve etkinlikleri aragtirilmistir. Hiicrelerin
sentezlenen kriyojellere verdigi yanit karsilastirilmis ve uygun kriyojel modelleri ile
devam edilerek Vortioksetin maruziyeti incelenmistir. 3B hiicre kiiltiir ¢aligmasinda
BeWo ve HUVEC’lerin ortak kiiltiirii ile ilk kez kriyojel iskelesinde plasental modelin
olusturulmasi tezin 6zglin kismin1 olusturmaktadir. Olusturulan plasenta modelinin

literatlirdeki eksikliklere katki saglamas1 beklenmektedir.

Tez ¢aligmas1 kapsaminda PHEMA kriyojelin yapisina HDM bilesenleri olarak jelatin
ve FN eklenmesi ve olusturulan farkli 6zellikteki kriyojellere folik asit baglanarak
deneylerin gerceklestirilmesi planlanmistir. Yapilan 6n ¢alismalar sonucunda yiiksek
canlilik veren PHEMAGEL+FN+FA kriyojel gruplari ile deneylere devam edilmesine
karar verilmistir. Implantasyon asamasinda trofoblast hiicrelerinin endometriuma
tutunmasinda plasental kolajen tip IV’lin 6nemli katkisi oldugu bilinmektedir. Dokunun
yapisal biitiinliigiinii saglayan HDM bilesenlerinden kolajenin PHEMA kriyojele
eklenmesi in  vivo yapiya benzerlik agisindan anlam tasimaktadir  [5].
PHEMAGEL+FN+FA kriyojel gruplarina ek olarak PHEMA+KOL tip IV+FA kriyojel

gruplar1 da hazirlanmis ve en uygun plasenta modelinin belirlenmesi amaglanmuistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Plasenta Dokusu

Plasenta gebelik ile baglayan ve gebeligin sonuna kadar degisimler yasayan gecici bir
organdir. Tiirler arasinda gelisiminde farkliliklar gdsteren dokunun ana islevi tiim
canlilarda ortaktir. Maternal ve fetal arasinda kan damarlar1 araciligiyla gebelik boyunca
aligveris saglayan bir dokudur. Gebeligin sonuna kadar oksijen ve besin aligverisini,
fetlisiin atitk maddelerinin uzaklastirilmasini, antikor gegisini ve hormon iiretimi
saglayan secici gegirgen 0zelligine sahip bir bariyer olarak gorev yapmaktadir. Gebelik,
ovulasyon ile oosit-2’nin fallop tiipiine gegmesi ve sperm ile karsilasarak déllenmenin
gerceklesmesiyle baslamaktadir. Fertilizasyon sonrasi mayoz boliinmesini tamamlayan
oosit-2, sperm c¢ekirdegi ile kaynasarak diploid (2n) kromozoma sahip zigotu
olusturmaktadir. Zigot, uterusa dogru ilerlerken segmentasyon baslamaktadir. 2-3 giin
giin sonra embriyo 16 hiicreden (blastosist) olusan bir kiire seklinde uterusa ulasir ve
burada boliinmeye devam eder. Uterusta endometriyum salgilariyla beslenen hiicre
toplulugu yaklasik 5 giin iginde blastosist haline gelmektedir. Bu embriyonik evrede
uterustaki sivi blastosistin etrafindaki zona pellusiday:1 asarak blastosdl adi verilen bir
bosluk olusturmaktadir. Bu hiicreler asimetrik boliinerek iki farkl hiicre popiilasyonunu
olustururlar. Bunlar fetal yapilarini olusturacak i¢ hiicre kiitlesi ve plasentaya doniisecek
olan ekstra embriyonik hiicrelerin dis tabakasi trofektodermden (trofoblast hiicreleri,
TE) meydana gelmektedir. Zona pellusidan ayrilan trofoblast hiicreleri endometriyuma
ilk temasmi gerceklestirerek implantasyon i¢in endometriuma  tutunmay1
gerceklestirirler. Tutunmanin basarili bir sekilde saglanmasiyla endometriyum epiteli
acilir ve trofoblast hiicrelerinin gegmesi saglanir. Trofoblast hiicreleri istilact bir sekilde
apoptoz veya nekroza neden olmadan desidual dokusu ic¢ine yerlesmeye baslar. Bu
asamada trofoblast hiicreleri ¢ogalmaya devam eder ve farklilagir. Implantasyonun
ilerleyen giinlerinde blastosist endometriyuma iyice gomiiliir ve uterus epiteli invaziv
bolge iizerinden yeniden olusur. Implantasyon bélgesindeki sinsityotrofoblast kitlenin
icerisinde s1vi dolu vakuoller (lakuna) olusmaya baslamaktadir. Bu vakuoller boliiniir,
genisler ve birlesir. Lakuna asamasi plasentasyon asamasinin baslangicini ifade

etmektedir [6-8]. Sekil 2.1°de implantasyon asamalar1 verilmistir.
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Sekil 2.1. Insan blastosistinin implantasyon asamalari [7].

Implantasyondan birkag giin sonra gebeligin ise yaklasik 8.giiniinde trofoblast hiicreleri
iki farkl1 tipte hiicreye doniiserek tabakalar olusturur. i¢ tabakada sirali ve mononiikleer
ozellikte sitotrofoblast hiicreleri olusurken endometriyum ile baglantili olan blastosistin
dis tabakasinda ise sitotrofoblast hiicrelerinin mitoz bdliinmesiyle hiicre sinirlar belli
olmayan ve poliniikleer oOzellikteki sinsityotrofoblast hiicreleri olusmaktadir.
Sinsityotrofoblast hiicreleri anne dokusu ile temas halindedir ve anne ile fetiisiin kan
damarlar1 arasinda ara yiiz olarak yer almaktadir. Sitotrofoblast hiicreleri ise heniiz
materyal doku ile tema halinde degildir. Sekil 2.2°de plasenta hiicreleri gosterilmistir.
Sitotrofoblast hiicrelerinin devamli proliferasyonu trofoblastin biiyiimesini saglayan kok
hiicre gorevi gérmektedir [7, 9]. Gebeligin baslangicinda sirali olan sitotrofoblastlar
gebelik  ilerledikce  kesintili  hale gelmektedirler. Baslangigta kalin  olan
sinsityotrofoblast tabakasi ise gebeligin devam ile birlikte incelmektedir. Bu durum
plasenta dokusunun gebelik siiresince degisimler yasadigini ve anne ile fetiis arasindaki

aligveris miktarlarinda farklilik olabilecegini gostermektedir [10].
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Sekil 2.2. Insan plasentasindaki fetal dolagim hiicreleri ve sistemi [11].

Insan plasentasi, materyal kani ile dogrudan temas eden plasental trofoblast hiicrelerinin
etkilesimini ve gelismekte olan embriyoya besin aligverisini saglayan hemokorial villoz
tipte bir organdir [12]. Utero-plasental birim koryonik plakadan olusan fetal dokudan ve
bazal plakadan olusan maternal dokudan olusmaktadir. Koryonik plaka fetal kan
damarlarini igerir ve amniyon ile kaplanmaktadir. Bazal plakada ise fetal ekstravilloz
trofoblastlar1, desidual stroma hiicreleri, makrofajlar, dogal 6ldiirticii hiicreler ve diger
bagisiklik hiicreleri olmak tiizere uterus desidua hiicrelerini igermektedir [9, 11].
Plasentanin ana birimleri koryonik ve bazal plaka arasinda yer alir ve dallanmis, fetal
kan damarlarin1 iceren siki bir sekilde varolan villoz yapilarmi igeren intervilloz
bosluklar bulunmaktadir. Maternal ve fetal degisimlerin ¢ogu koryonik villuslarin
terminal bolgelerinde gerceklesmektedir. Bu intervilloz bosluklar sinsityotrofoblast
hiicreleri ile tamamen kaplanmaktadir [11]. insan plasentas1 koryoallontoik tip plasenta
olarak bilinmektedir. Plasenta ile fetiise temiz kan tasinmasi allantois kesesindeki arteria
umblicalis damarlar tarafindan saglanmaktadir. Fetiisten kirli kanin uzaklastirilmasini
ise vena umblicalis damar1 gerceklestirmektedir. Iki arter ve bir ven damari iceren
gobek kordonu madde aligveriginin gerceklesmesine yardimer olmaktadir [13]. Gebelik
ile birlikte olusan plasenta ve fetiis gelisimi i¢in vaskiilogenez ve anjiyogenez siiregleri
cok Onemlidir. Vaskiilogenez ilk kan damarlarinin olusumunu saglayan bir olaydir.
Sonrasinda ise var olan kan damarlarindan yeni dallanmalarin baskin oldugu
anjiyogenez olayr gelmektedir. Bu iki olay biribirini takip etmektedir [11]. Damarlarin

sorunsuz bir sekilde olusumu fetiis ve plasenta gelisimi acisindan 6nem tagimaktadir.



Insan plasentasinin temel islevlerinden bir digeri de gebeligin devamlilig1 igin dnemli
olan hormonlarin salgilanmasini gerceklestirmesidir. Trofoblast hiicreleri tarafindan
saglanan hormon iiretimleri gebeligin baslamasi ve devam etmesi, pasentanin olusumu
ve fetal gelisim icin farkli roller oynadiklari i¢in hormon salgilanmasinin devamlilig
onemlidir. Insan koryonik gonadotropin (hCG), progesteron ve dstrojenler gibi plasental
hormonlaridir. hCG gebelik i¢in endometrium ve plasental anjiyogenez i¢in diizenleyici
olarak rol oynamaktadir. Gebeligin devam etmesini saglayan progesteron hormonu
hamileligin ilk haftalarinda korpus luteumdan salgilanmaktadir. Ancak gebeligin
devamiyla birlikte yaklasik 6-8.haftalardan sonra plasenta progesteron hormonunu

salgilayan ana organ olarak goérev yapmaya baslamaktadir [11, 13].

Plasentanin temel islevleri aligveris, metabolizma ve endokrin cevap olarak
siiflandirabilir. Fetiise oksijen, su, vitamin, mineral, karbonhidrat ve diger besin
maddeleri tasirken diger yandan fetiisten olusan atik maddeleri uzaklastirmaktir.
Maddeleri metabolize ederek maternal ve fetal dolasima birakabilir. Plasenta segici
gecirgen bir bariyer olarak gorev yapiyor olsa da bazi ilag ve metabolitleri, ¢esitli
ksenobiyotikler pasif difiizyon ile bariyeri asarak embriyoya ulasabilmektedir [6, 11].
Pasif difiizyona ek olarak bazi ilaglarin, antikorlarin, besinlerin ve ksenobiyotiklerin
plasentadan taginmasi protein aracili tasima ve aktif tasima yolu ile de
gerceklesmektedir. Tasima mekanizmalar plasenta ve fetal maruziyete yol agabilecek
bazi substratlarin geg¢isine de neden olabilmektedirler. Zar tagima proteini ¢dziinen
tastyicilart (SLC22AS5) fetiisiin gelisimi i¢in ihtiya¢ duyulan folik asit, laktat, L-arginin,
vitaminler ve yag asitleri gibi temel besinlerin taginmasini saglamaktadirlar. Bu tasiyici
proteinler gebelikte sik kullanilan antibiyotik ve antidepresan gibi ilaglarin da
plasentadan gecisine neden olabilmektedirler. Coziinen tasiyici proteinlerine (SLC) ek
olarak ATP baglayici kaset (ABC) ailesi de insan plasentasinda bulunan ana tasiyicidir.
Sinsityotrofoblast hiicreler plasental transportu diizenlemektedir. ABC tasiyici ailesi bu
hiicrelerin ylizeyinde ifade edilmektedir. ABC tasiyicilar, ilag ve ksenobiyotikleri fetal
dolasimdan uzaklastirarak fetal gelisimi korumaya yoneliktir. Ilaglarin farmakokinetigi
ABC ailesi tarafindan diizenlenmektedir. Endojen ve eksojen substratlar arsindaki
taginma hizi, miktar1 ve rekabeti temel ve gerekli olan besinler ile yer degistirebilir ve
bu durum fetiise zararli olan ilaclarin, ksenobiyotiklerin gecisine neden olabilmektedir
[14]. Plasenta, gebelik boyunca fetal gelisim igin bir dnemli organdir. Dokuda meydana

gelebilecek herhangi bir hasar veya bozukluk fetal gelisimi olumsuz yonde etkileyebilir.



Gebelikte kullanilan ilaglar dogrudan veya dolayli yoldan fetiisii etkileyebilmektedir.
llaglar dogrudan plasenta aracihigiyla fetiise tasinabilecegi gibi plasenta dokusunun
yapisini, fizyolojisini ve metabolizmasimi degistirerek fetlisi dolayli yoldan
etkileyebilmektedir. Plasenta gebelik boyunca degisime ugrayan bir doku oldugundan
maruz kalinan ilaglarin ve ksenobiyotiklerin hangi donemde alindii, metabolize
edildigi ve dagilim gosterdigi gibi durumlar fetiisiin gelisimi agisindan Onem
tasimaktadir. Plasenta islevindeki degisimler ilaglarin fetlisi ge¢me oranimi

etkileyebilmektedir.
2.1.1. Plasenta Hiicreleri

Plasenta dokusu tizerinde yapilacak arastirmalar igin in vitro tekniklerin oldugu ¢esitli
stratejiler tercih edilmektedir. Perfiize plasenta dokulari, primer sitotrofoblast hiicreler
ve Olimstizlestirilmis hiicre hatlar1 olmak tizere {i¢ farkli teknik kullanilmaktadir [15].
Dogum sonrasi plasenta dokularini bagislayan kadinlardan alinan plasenta uygun
yontemlerle perfiize edilmektedir. Perflizyon yoOnteminde maternal ve fetal kan
damarlar1 bir arada bulunmaktadir ve fizyolojik analizler i¢in uygun bir modeldir.
Ancak ex vivo plasental perfiizyon gebeligin erken evrelerinde maruz kalinan ilag veya
ksenobiyotiklerin bilgisini verememektedir. Gebelik boyunca degisen plasenta
dokusunun son trimesterini yansitan perfiizyon 6rnekleri ¢alismalar i¢in yeterli bilgileri
yansitmamaktadir. Ayrica doku canliliinin korunmasindaki teknik simirlamalar
perfiizyon yonteminin kullanilmasmi kisitlamaktadir [14, 16]. Bu faktorler
degerlendirildiginde perfiize plasenta modellerinin kullanilmasinin dezavantajlara sebep
oldugu ve galismalar i¢in deneysel verilerin giivenilir olmayacagi diisiiniilmektedir [14].
Plasenta dokusunun ana islevlerini trofoblast hiicreleri gerceklestirmektir [17]. In vitro
uygulamalar i¢in primer sitotrofoblast hiicrelerin kiiltiirii kullanilmaktadir. Primer
sitotrofoblastlar kiiltiire edildiklerinde trofoblast hiicre ozelliklerini korumalarindan
dolay1 hormon iiretimi gerceklestirirler. In vitro sitotoksisitesi analizlerinde kullanilan
primer hiicreler fizyolojik olarak uygun olarak goriinseler de sinsityum 6zelliklerinden
dolayi hiicreler arasi genis bosluklar birakirlar ve tek tabaka halinde iireyemezler. Tek
tabakayr  olusturamamalarindan  dolayr transfer ¢alismalarinda  kullanimlar
sinirlandirilir. Primer kiiltiirlerin sinirli biiylime potansiyellerinden dolayr devamliligi
olan c¢alismalar yapilamamaktadir. Ayrica plasentadaki ¢ok sayida ve tipteki

hiicrelerden dolay1 primer sitotrofoblast hiicrelerini izole etmek zorlagsmaktadir



[14]. Perfiize plasenta dokularmna ve primer sitotrofoblast hiicrelerine kiyasla
oliimsiizlestirilmis hiicre hatlar1 kullanilarak yapilan plasental galismalar daha biiyiik
avantajlar saglamaktadir. Insan koryokarsinomundan tiiretilen JEG-3, JAr ve BeWo
hiicre hatlarinin morfoloji ve biyokimya Ozelliklerinin normal trofoblast hiicreleriyle
kargilastirilmast i¢in ¢aligmalar yapilmaktadir. Gebelik sonrasi yogun oranda
gonadotropin hormonu sentezlemesi plasenta dokusunda malignant timor ile
karakterize edilebilmektedir. Incelemeler sonrasinda tiimoriin  farklilasmamis
sitotrofoblast ~ hiicreleri  oldugu  belirlenmistir. Sitotrofoblast  hiicrelerin
oliimsiizlestirilerek in vitro kosullarda kiiltire edilmesi plasenta {izerine yapilan
calismalar agisindan onemli olmaktadir. BeWo hiicrelerinin, sitotrofoblastlari en iyi
sekilde temsil etmesi ve kiiltiire edildiklerinde tek tabaka olusturmasi ¢alismalarda
yaygin olarak kullanilmasini saglamaktadir [14]. BeWo hiicreleri, sitotrofoblast
hiicrelerinin ana islevi olan hCG, progesteron, Ostrojenler gibi plasental hormonlari
salgilamaktadir. BeWo hiicreleri keratini ifade etmektedirler [13, 16]. Sitotrofoblast
ozellikte olan BeWo hiicreleri in vitro kosullarda forskolin maddesinin uygulanmasiyla
sinsityotrofoblast hiicrelere doniistiiriilmektedir [14]. Gebeligin ilk trimesterindeki
sitotrofoblast hiicrelerin 6zelliklerini yansitan BeWo hiicreleri olgunlastirilarak son
trimesterindeki sinsityotrofoblastlarin 6zelliklerini gosterir. BeWo hiicresi ile gebeligin
ilk ve son trimesterlerinde yer alan hiicrelerin 6zellikleri bir hiicre hatt1 ile saglanmig
olmaktadir. Bu durum BeWo hiicresinin plasenta uygulamalarinda kullanilmasinm

arttirmaktadir [18].
2.2. Endotel Hiicreler ve HUVEC Hiicre Hatt1

Endotel hiicreleri tunika intimanin liimene yakin bolgesinde tek sira halinde bulunarak
damarlari i¢ten kaplamaktadir. Endotel hiicrelerin alt kisimlarinda kendi sentezledikleri
bazal lamina bulunur ve hiicreler bazal laminaya tutunurlar. Sekil 2.3’de endotel
hiicrelerin  bulundugu lokalizasyon verilmistir. Endotel hiicreleri, mezensimal
hiicrelerden farklilasan anjiyoblastlardan gelismektedirler. Disaridan gelen sinyalleri
membranlarinda veya sitoplazmalarinda bulunan reseptorler araciligiyla alirlar ve aktif
molekiillerin, besin maddelerinin ve kan hiicrelerinin akisini segici bir bariyer gorevi
gibi diizenlemektedirler [19]. Endotel hiicreleri izole edildikleri dokulara 6zgii sekil ve
islevsellik gostermektedirler. Farkli dokulardan izole edilen endotel hiicreleri yiizey

fenotipi ve protein ifadesi agisindan farklidirlar.



Endotel hiicreleri bulunduklari dokuya gore siirekli, kesintisiz ve aralikli kapiller
ozelligi gostermektedir [19] [20]. Hiicre baglantilarinin sik1 oldugu ve kiiciik
molekiillerin, besinlerin ve ¢ozlinmiis maddelerin gecisinin pinositotik vezikiiller ile
secgici gecirgen bir bariyer olarak az miktarda saglanmasi siirekli kapiller (kesintisiz)
sisteminin oldugunu gostermektedir [19]. Plasenta dokusu siirekli kapiller sistemine
sahiptir [8]. Endotel hiicrelerin yapisi ve biitiinliigli, damar duvarmnin ve dolasim
islevinin korunmasinda onemli bir parametredir. Ayrica lenfosit ve Idkositlerin
hareketlerini diizenleyerek immiin ve inflamatuar siireglerde gorev alirlar [21]. Endotel
hiicrelere 6zgli olan belirtegler trombosit yapisma molekiili (CD31), vaskiiler
endotelyal kaderin (CD144), vaskiiler endotelyal biliylime faktori (VEGF) reseptorleri
ve von Willebrand faktori (vWF)’diir [22]. Kanmn pihtilasmasina yardimei olan
vWEF’ler endotel hiicrelerin sitoplazmasinda 0,1 um eninde ve 0,3 um boyunda olan
Weibel-Palade graniilleri igerisinde yer almaktadirlar [19]. Bu belirtegler endotel
hiicresine 6zgiidiir. CD144, hiicrelerle siki baglantilar olusturarak hiicresel biitliinliigii
saglar ve anjiyogenez i¢in gereklidir. CD31, anjiyogenez diizenlenmesinde ve hiicreler
arast baglantilara katki saglamada yer almaktadir. VEGF reseptorleri, ligandlar
tarafindan aktive edilir ve hiicre ¢ogalmasini, gociinli organize ederek vaskiilogenez ve

anjiyogeneze katki saglamaktadir [22].
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Sekil 2.3. Artere ait endotel hiicrelerin lokalizasyonu [23].



Endotel hiicrelerinin ana islevlerinden biri kan ile doku arasinda ¢ift yonlii gegirgen bir
bariyer olarak yer almasidir. Fonksiyonel olan bu bariyer biiyiik ve kii¢iik molekiillerin,
besinlerin gecisini kontrol etmektedir. Bu hiicreler aktiftir ve parakrin ve endokrin
etkiler gostererek ¢esitli metabolik islevlerde rol oynamaktadir [21, 22]. Endotel
hiicreleri doku travmasi esnasinda hasar gormiis olan damarlar i¢in trombositlerle
birlikte kanamay1 durdurmaya yonelik pihtilagsma siireclerini baslatmaktadirlar. Endotel
hiicrelerin  sitoplazmalarinda bulunan Weibel-Palade graniilleri igerisindeki von
Willebrand faktorleri kan kaybini azaltacak trombin olusumunu saglarlar. Saglikli
damar yapisinda ise trombosit yapismasini engellerler ve antitrombotik bir islev
saglayarak pihtilasmay1 6nlemektedirler. Boylece kan akisini kolaylastirmis olurlar [19]
[20]. Ozetlenecek olursa, endotel hiicreler yaralanmanm oldugu durumlarda
pihtilasmay1 saglayarak kanamayi durdurur ve saglikli hiicrelerde ise pihtilasmay1
engelleyerek homeostazi korumaktadir. Endotel hiicrelerin bagka bir gorevi ise kan
damarlarinin daralmasinda (vazodilatasyon) ve genislemesinde (vazokonstriksiyon)
meydana gelen degisiklikleri yani kan basincini kontrol edebilmek i¢in ¢esitli maddeler
salgilamaktir. Vazodilator etki i¢in prostosiklin (prostaglandin-12) ve nitrik oksit (NO)
salgilayarak damar capinda daralmayi, vazokonstriiktor etki icin ise endotelin-1 ve
trombosit aktive edici faktor (PAF) salgilayarak damar c¢apinda genislemeyi
saglamaktadir. Endotelin-1 en kuvvetli vazokonstriiktor madde olarak bilinmektedir
[19, 24].

Endotel hiicreleri, hiicre-hiicre adezyon iliskileriyle vaskiilogenez ve anjiyogenez
islevlerinin meydana gelmesinde Onemli rol oynamaktadirlar. Vaskiilogenez ve
anjiyogenez insan plasentasinin kan damari olusumunda birbirini takip eden olaylardir
[25]. Vaskiilogenez damar olusumunun ilk basamagidir ve embriyoda anjiyoblastlar,
endotel hiicrelerine farklilastiktan sonra oncli bir kilcal ag olusturmak iizere
kaynastiginda meydana gelmektedir [21]. Anjiyogenez ise var olan damarlardan yeni
damarlarin olusturulmasini temsil etmektedir [25]. Vaskiilogenezin en erken evrelerinde
VEGF ve endotel hiicreye 6zgii reseptorler (VEGFR-1, VEGFR-2) gereklidir. Ayrica
anjiyopoietin-1 ve anjiyopoietin-2 endotel hiicrelerin  ¢ogalmasini, gog¢iinii,
olgunlagsmasin1 ve vaskiiler gecirgenligi arttirarak anjiyogenez i¢in endotel hiicrelerin
korunmasimi saglamaktadirlar. Anjiyogenez, plasentada kan damarlarimin ve embriyo
gelisimi i¢in onemli bir siiregtir. Eksikliginde embriyoda malformasyonlar ya da erken

oliimler gortlebilir [21, 22].
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Endotel hiicreleri organizmanin gesitli bolgelerinde yer alan kan damarlarindan izole
edilebilmektedirler. Kan damarlarint temsil eden endotel hiicreler biyomedikal
uygulamalarinda siklikla tercih edilmektedirler. Kullanilacak endotel hiicre tiiri
calisilacak dokuya 6zgii olarak se¢ilmektedir. HUVEC in vivo endotel hiicrelerini en iyi
sekilde taklit ettikleri i¢in calismalarda siklikla tercih edilmektedirler. Endotel hiicre
ozelliklerini tastyan HUVEC lerin elde edilmesi kolay ve ucuzdur. In vitro ¢alismalara
uyum gostererek proliferasyon yeteneklerini korurlar ve kolay pasajlanirlar [19, 22].
Vaskiiler endotelin fiziksel 6zelliklerini temsil eden ve pasajlamadan sonra karakteristik
ozelliklerini koruyan HUVEC’ler in vitro modeller olusturmak i¢in kullanilmaktadir.
Endotel hasar ve onariminda, apoptoz, preeklampsi, kanser, ateroskleroz, pihtilasma,
doku miihendisliginde biyomateryaller ve rejeneratif tip gibi cesitli biyolojik siireclerin

ve hastaliklarin incelemesinde kullanilirlar [26].

HUVEC hiicreleri, vaskiiler endotel hiicre 6zelliklerinin ve biyobelirteglerinin ¢ogunu
tagimaktadirlar. Bu hiicreler besinlerin, ¢éziinen maddelerin ve elektrolitlerin gegisinde
secici bir bariyer olarak gorev almaktadir. Plasenta dokusunun bariyer 6zelligine destek
olmaktadirlar. Ayrica HUVEC hiicreleri kilcal damar ag1 olusumunda veya tiibiiler
morfojenez siirecindeki yapigsma molekiillerinin incelenmesinde de kullanilmaktadir.
HUVEC hiicresi belirteclerinden trombosit endotel hiicre yapisma molekiilii (PECAM-
1, CD31) hiicre-hiicre ve hiicre-16kosit diizenlemesini saglar, endotel isareti olarak
bilenen CD144 (VE-kaderin) vaskiiler olusumda yer alir ve HUVEC homojenligini
garantiler. vVWF’yi, vaskiiler endotelyal biiylime faktoriinii (VEGF), biiylime faktorleri
icin reseptorleri, vazoaktif ligandlari, anjiyotensin II ve transforme edici biiyiime

faktorii-p gibi endotel hiicresinin ¢ogu 6zelliklerini tasimaktadir [26].
2.3. U¢ Boyutlu Hiicre Kiiltiir Sistemleri

In vitro hiicre kiiltiirleri, hiicre davranislarinin anlasilmasini saglamak igin siklikla
kullanilmaktadir. Hiicre biiylimesi, gocii, farklilagmasi ve olimii gibi fizyolojik
sirecleri icermektedir. Doku veya organlardan izole edilerek kiiltiirlenen hiicrelerin
davraniglarinin incelenmesi in Vvivo siireglerin anlasilmasi i¢in 6nem tasimaktadir [27].
Hiicre kiltilirleri, hiicre biyolojisinin anlagilmasin1 saglamakla birlikte hastalik

mekanizmalarinin anlagilmasinda da biiyiik neme sahiptir.
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llag etkinligi, protein iiretimi, doku morfolojisi, toksisite ve kanser calismalar1 gibi
farkli alanlarda in vitro bir ara¢ olarak hiicre kiiltiirleri tercih edilmektedir [28]. iki
boyutlu (2B) hiicre kiiltiirii hiicresel tepkileri incelemek icin siklikla kullanilmaktadir.
2B hiicre kiiltiirli, doku veya organlardan izole edilen hiicrelerin diiz plastik, sert bir
zemin tlizerinde biiylitiilmesine dayanmaktadir. Kiiltlir ortam1 atiklarin uzaklagtirilmasi
ve taze besin saglamak icin sik sik degistirilmektedir [29]. 2B kiiltiirlerinin, hiicre-hiicre
ve hiicre-hiicre dis1 matriks (HDM) arasindaki etkilesimlerinin bozulmasi, béliinme ve
¢ogalma yontemleri, hiicre morfolojisindeki degisikliklerinden dolay1 in vivo yaniti
eksik yansitmakta bu nedenle de bazi kullanim alanlarinda sinirlamalar bulunmaktadir.
Bu sinirlamalardan dolayr in vivo ortami en iyi sekilde yansitabilecek ve 2B hiicre
kiiltiirii ile hayvan ¢alismalar1 arasindaki boslugu doldurabilecek ii¢ boyutlu (3B) hiicre
kiiltiir sistemleri gelistirilmektedir. 3B hiicre kiiltiirii ile hiicrelerin birbirleriyle
etkilesimi ve HDM’nin artmasiyla hiicre ¢ogalmasi, farklilasmasi, tepkilere yanitlari ve

hayatta kalma siireleri olumlu yonde etkiler gostermektedir [27, 28].

3B hiicre kiiltiirleri, hiicre-hiicre ve hiicre-HDM etkilesimleriyle ¢evresel nisler
olusturmaktadir. Hiicreler bulunduklar1 ortamda metabolik isbirligi gostererek uygun bir
mikro ortam, ¢ogalma, farklilagma, gé¢ ve uzun siire kiiltiire adapte olabilme gibi
biyokimyasal ve biyomekanik 6zellikleri ile in vivo kosullara benzer yanitlar
gostermektedirler. 3B hiicre kiiltiirlerinin in vivo sistemlere benzerligi sayesinde
bilimsel verilerin glivenilirligi artmakta ve arastirma alanlar1 en fazla tercih edilen hiicre
teknigi olmaktadir. 3B hiicre kiiltiir sistemleri; canli dokularda bulunan dogal ortamin
ve hiicrelerin birbirleriyle etkilesimleri sonucu olusturdugu HDM’yi taklit edebilen
sistemlerdir. Doku iskelesi kullanilarak ve iskele kullanilmadan hiicrelerin bir araya
gelerek mikro dokular olusturmasi arastirmalarda tercih edilen 3B Kkiiltiir sistemi
modelleridir. Hiicrelere mekanik olarak destek saglayarak doku biitiinliigiiniin
korunmasimi saglayan HDM bilesenlerini igeren iskeleler 3B kiiltiir ¢alismalarinda
siklikla tercih edilmektedirler. Kemik, kikirdak gibi sert dokularin hiicresel
incelemelerinde ve uzun siireli kiiltiir ortam1 ile doku olusumunun saglanmasi icin
uygun modeller olmaktadirlar. 3B hiicre kiiltiirlerinde iyi olusturulmus mikro ortam,
hiicreleri mekanik ve yapisal olarak destekleyerek cogalma, gog, farklilagsma, matriks
iretimi gibi islevlerini kolaylastirmaktadir ve ilag kesifleri, sitotoksisite, hiicre
bliylimesi, kanser ¢aligmalari, gen ve protein ekspresyon ¢alismalarinda 3B hiicre kiiltiir

sistemleri siklikla tercih edilmektedir [27, 30].
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Hiicrelerin agar i¢inde iskelesiz 3B ortamda bir araya gelerek olusturduklart mikro doku

ve bir doku iskelesine bagli olarak tiretilmeleri Sekil 2.4’te verilmistir.
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Sekil 2.4. 3B hiicre kiiltiirii teknikleri. A. Mikro doku (sferoid) olusumu, B. Hiicrelerin

doku iskelesi i¢erisinde olusumu [28].

3B hiicre kiiltiiriinde olusturulan hiicresel sferoidler (mikro doku), c¢esitli hiicre
tiplerinin iskele destegi olmadan kendiliginden bir araya gelerek hiicre katmanlarinin
olustugu biiylik hiicre kiimelerinden olusmaktadirlar. Sferoidler, kendi hiicre dis1
matrikslerini olusturdugu ¢ok hiicreli agregatlardan meydana gelerek optimal fizyolojik
etkilesimlere sahiptirler. Bu mikro dokular igerisinde oksijen ve besin gradyanlarina
bagli bir sekilde ¢ogalan hiicreler hareketsiz, nekrotik, apoptotik ve hipoksik olmak
tizere ¢esitli hiicre katmanlar1 olugmaktadir. Canli ve ¢ogalan hiicreler genellikle kiiltiir
ortamlarindan besin alabilen dis (perifer) katmanlarda bulunmaktadirlar. Merkezde yer
alan hiicreler ise oksijen ve besin maddesi acisindan eksiklik yasadiklarindan dolayi
hipoksik olma egilimindedirler. Hiicreler yergekiminin etkisiyle siispansiyon igerisinde
birbirlerine dogru yaklagarak hiicre kiimeleri olusturmaktadirlar. Boylelikle olusan
mikro dokular Diferansiyel Adezyon Hipotezi (DAH) olarak adlandirilmaktadir ve doku
yiizey gerilimi kavramina odaklanilmistir. Yiizey gerilimi ile birlikte hiicreler arasindaki
baglantilar1 saglayan proteinlerin ve hiicre iskelet elemanlarinin mikro doku
olusumunda etkisi bulunmaktadir. Sferoidler, timor kiitlesinin fiziksel Ozelliklerine
benzerlik gostermesinden dolayr tiimor biyolojisindeki yapigma molekiillerinin
arastirilmasi ¢alismalar igin siklikla tercih edilmektedir. Cok hiicreli timor sferoidleri
tek tabakali kiiltiirlere gore daha fazla ila¢ direncine sahiptirler. Karaciger, kalp, kas
dokular1 ve endotelyal hiicrelerin varligi ile embriyonik doku olusumlart da

saglanmaktadir [28, 30, 31].
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Hiicrelerin doku iskelesine ekilmesiyle 3B bir ortamda mekanik olarak desteklenmeleri
ve in vivo benzeri dokular saglamalart ile 3B hiicre kiiltiiriiniin diger model sistemini
olusturmaktadirlar. Bu iskeleler, kendi mikro ortamlarini olusturabilmeleri i¢in ¢esitli
malzemeler kullanilarak hazirlanmakta ve farkli tipteki hiicrelerin tutunmasina olanak
saglamaktadir. Kullanilan malzemeler ile sentezlenen iskelelerin hiicreler i¢in toksik
olmamasi, biyouyumlu ve biyolojik olarak parcalanabilir o6zellikte olmalar
amagclanmaktadir. Iskeleler, her hiicre tipi i¢in in vivoda bulunduklar1 dokunun
HDM’sini taklit etmek iizere sentezlenmektedir. Uygun mikro ortamlariyla hiicrelere ilk
destegi saglayarak hiicre yapigmasi, biliylimesi, gogii, farklilasmasi ve doku olusumu
icin fiziksel ve biyolojik destek saglamaktadirlar. Hicrelerin iskeleye daha iyi bir
sekilde tutunabilmesi ve go¢ edebilmesi i¢in farkli gdzenek boyutlarina sahip yapilar
olusturulmaktadir. G6zenek boyutlar1 ve sekilleri besinlerin, metabolitlerin ve atik
maddelerin difiizyonu i¢in Onemli bir parametredir. Dondurarak kurutma teknigi
gozenekli iskelelerin sentezlemenin en kolay teknigidir. Doku iskeleleri hiicre-hiicre ve
hiicre-HDM etkilesimleri, homeostazi ve doku biitiinliiglinii koruyan 3B bir iletisim ag1
kurarak in vivo ortama en yakin nisi saglamaktadir [29, 32]. Doku iskeleleri hiicre igin
uygun bir ortam saglayabilmek amaciyla dogal veya sentetik polimer malzemelerden
sentezlenmektedirler. Dogal iskeleler, kollajen, jelatin, fibronektin, elastin, kitin,
kitosan, fibrin, fibrinojen gibi HDM bilesenlerini igermektedirler. Sentetik malzemeler
ile hazirlanan iskeleler polivinilalkol, poliamid, poli (laktik asit) (PLA), poli (glikolik
asit) (PGA), poli (laktik asit-ko-glikolik asit) (PLGA) gibi polimerleri igermektedirler.
Boylece hidrojel, kriyojel, matrijel, siinger, seramik gibi hedef hiicreye uygun iskeleler
hazirlanabilmektedir [33].

2.4. Kriyojeller

Kriyojellerin varligr 1960’11 yillara dayanmaktadir. Kelimenin kdkeni Yunancada buz
veya don anlamina gelen krios’tan (kryos) tiiretilmistir [34]. Kriyojeller, monomer veya
polimer Onciillerinin sifirn altindaki sicakliklarda polimerizasyonuyla sentezlenen
hidrojeller sinifina dahil edilen jel matrikslerdir. Kriyojel sentezi i¢in uygulanan teknige
kriyojelasyon  (kriyotropik  jelasyon) denmektedir. Makrogézeneklere veya
siipermakrogodzeneklere sahip kriyojeller hidrofilik, elastik ve siingerimsi bir yapiya
sahiptir [35]. Doku miihendisligi ve in vitro ¢alismalar i¢in kriyojeller 6nemli bir ilgi
gormektedirler [36].
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Kriyojeller sahip olduklar1 makrogdzenekler ile difiizyon akisini, atik aligverisini ve
hiicre tutunmasimi basarili  bir sekilde gerceklestirirler [37, 38]. Kriyojeller,
kullanilacaklar1 alana uygun monomer veya polimer oOnciiller ile farkli kimyasal
reaksiyonlar uygulanarak istenilen sekil ve Ozelliklerde sentezlenebilmektedirler [35,
39]. Kiriyojeller, onciillerin fiziksel veya kimyasal olarak ¢apraz baglanarak
dondurulmasiyla olusmaktadirlar. Jellesmeyi saglayan kimyasal reaksiyon bu siire
igerisinde donmus haldedir [40]. Son yillarda 6zellikle biyomedikal uygulamalar igin
cesitli yontemlerle makro gdzeneklere sahip hidrojeller iiretilmektedir. Bu cesitli
yontemler gaz kopilirtme, dondurarak kurutma, tuz/porojen sablonlama ve
kriyojelasyondur. Bu yontemler arasindan kriyojelasyon yiiksek oranda makro
gbzenekli 3B jeller tiretmektedir. Mekanik olarak saglam jellerin iiretilmesini saglayan
kriyojelasyon yontemi kolay, ucuz ve tekrarlanabilir olmasindan dolayr siklikla
biyomedikal uygulamalarda tercih edilmektedir [41]. Kriyojelasyon asamasindaki
fiziksel veya kimyasal olarak capraz baglanma, kullanilan monomer veya polimer
onciillerin molekiiler agirliklar1 ve konsantrasyonlari, polimer c¢ozeltisinin donma
sicakligi, donma hiz1 ve ¢Oziicii igerigi gibi parametreler kriyojellerin mekanik
ozelliklerini etkileyebilmektedir [42]. G6zenek olusumu, boyutu, sayisi, jellerin elastik
yapilari, adsorpsiyon ve gozenek duvarlarinin kalinlig1 kriyojelasyon kosullarina baglh
olarak kriyojellerin performas: etkilenmektedir. Bundan dolayr farkli kosullarda
sentezlenen jellerin degisebilen 6zelliklerinin anlasilmasi i¢in dondurma asamasindaki
islemlerin diizenliligi takip edilmelidir [41, 43]. Kriyojeller, kismen donmus monomer
veya polimer ¢ozeltileriyle sentezlenen 3B jel matrisklerdir. En 6nemli 6zellikleri
arasinda gozenekli yapilari, hidrofilik yapilari, minimum mekanik O6zellikleri ve
ozmotik stabiliteleri oldugu bilinmektedir [42]. Kriyojelasyon iglemi genel olarak; buz
kristallerinin olusumuyla faz ayriminin gergeklesmesi, buz kristalleri etrafinda
donmamis si1v1 fazdaki reaktiflerin capraz baglanmasi ve buz kristellerinin ¢oziilmesini
icermektedir. Capraz baglanma fiziksel ve kimyasal olarak iki farkli mekanizma ile
gerceklesmektedir [41]. Capraz baglanma tiirii kriyojellerin mekanik 6zelliklerini
etkilemektedir. Kriyojellerin sertligi, elastikiyeti ve su tutma oOzelligi ile gozenek
boyutunu da etkileyerek sisme derecesi ilizerinde etkili oldugu bilinmektedir [42].
Kimyasal c¢apraz baglanmada monomerlerin veya polimerlerin kimyasal madde
kullanilarak kovalent baglar ile baglanmasiyla kriyojeller olusturulur. Fiziksel capraz
baglanmada ise polimer zincirleri arasinda kimyasal madde kullanilmadan fiziksel

yollar ile hidrofobik ve iyonik baglar meydana gelmektedir [41]. Kimyasal gapraz
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baglama ile sentezlenen kriyojeller fiziksel olarak capraz baglanmaya kiyasla daha
kararli ve stabil bir o6zellik gostermektedir [44]. Siipermakrogézenekli kriyojeller
sentezleyebilmek i¢in ¢apraz baglanma hizi, ¢oziiciiniin (su) donma hizindan daha yavas
olmalidir [45]. Sicakliginda gézenek boyutu tizerine olan etkisi incelenmistir ve biiyiik
gozenekler olusturabilmek icin yiiksek donma sicakligi ve diisiik sogutma hizinin
kullanilmas1 tavsiye edilmektedir [41, 42, 46]. Donma hizinin yavas olmasi buz
kristallerinin daha biiyiik olmasini saglayarak daha biiylik gézeneklere sahip kriyojeller
tretilmektedir [43]. Kriyojellerin hazirlanmasinda suda ¢oziinen monomerlerin
kullanilmast daha sik tercih edilmektedir. Reaksiyon bilesikleri kriyojellerin 6nemli
ozellikleri olan sertlik, gozenek duvarlarindaki kalinlik ve elastikiyetleri arttirmaktadir
[42]. Diisiik molekiiler agirhikli onciiller daha biiyiik gozenekli kriyojellerin
sentezlenmesini saglamaktadir [41]. Kriyojeller, monomer veya polimer onciillerinin
capraz baglanmasi ve immobilize bir ¢oziicli (su) ile ¢oziinmesiyle olusmaktadirlar.
Jellerin sentezlenmesinde ¢oziicii olarak toksik organik maddelerin kullanilmasi yerine
su en yaygin kullanilan ¢oziiclidiir ve donma asamasinda olusan buz kristalleri gézenek
olusturucu olarak islev gormektedir [41, 42]. Kriyojeller, sentezlenmesinde ¢oziicii
madde olarak su kullanilan hidrojeller sinifina dahil jel matrikslerdir. Biyomedikal
uygulamalarda kullanilan hidrojeller birbirine bagli gbézeneklerden ve elastikiyet
ozelliklerinden yoksun olduklari i¢in soguk ortamda polimerlesen kriyojellerin

gelistirilmesine olan ihtiyact arttirmigtir.

Kriyojeller, yiiksek sisme kapasitelerine ve birbirine bagli makro gézeneklerden olusan
hidrojellerdir  [37]. Doku miihendisligi ¢alismalarinda  hidrojellerin  kiigiik
gozeneklerinin olmasi hiicre gogiinli, ¢ogalmasini, oksijen, besin ve atik iriinlerin
difiizyonunu smirlamaktadir. Kriyojellerin ise biiyiik gozeneklere sahip olmas1 hiicre
gOciinii, ¢ogalmasini ve besin difiizyonunu 6nemli Ol¢iide arttirmaktadir [36, 47].
Kriyojeller, hidrojellere gore mekanik olarak daha dayanikli jellerdir ve 200 pm’ye
kadar gozenek boyutlarina sahip olabilmektedir. Makro gézenekler sayesinde ¢dziinen
maddelerin ve besinlerin difiizyonu smirlanmadan ger¢eklesmektedir [46]. Doku

miihendisligi calismalarinda kriyojeller daha sik tercih edilen matrisklerdir.
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2.4.1. Kriyojellerin Sentezlenmesi

Kriyojeller sifirin altindaki sicakliklarda kriyojelasyon yontemi ile 3 ana basamakta
sentezlenmektedir. i) monomer veya polimer Onciilleri ile birlikte ¢apraz baglanmayi
saglayan kimyasal maddelerin ve baslaticilarin oldugu polimer ¢ozeltisi hazirlanir, ii)
daha sonra hazirlanan polimer ¢ozeltisi dondurulur ve jellesme igin bekletilir, iii) son
olarak da sistem oda sicakligina ¢ikartilarak eritilir. Kriyojel sentezinde jellesmeyi
saglayan kimyasal reaksiyon bu siire ig¢erisinde soguk ortamda gergeklesmektedir [40].

Kriyojellerin sentezlemesi Sekil 2.5’te sematik olarak verilmistir.

Kriyojelasyon asamasinda ilk olarak kullanilacak kriyojel tipine gére monomer veya
polimer Onciillerine karar verilir ve bir ¢oziicli (su) icerisinde ¢ozdiiriiliir. Sonrasinda
¢ozeltiye c¢apraz baglayicilar ve polimerizasyon baglaticilar1 eklenerek polimer
¢ozeltisinin hazirligi tamamlanmis olur [42]. Polimer ¢ozeltisi oda sicakliginda
hazirlanmaktadir ve dondurma asamasina gegmeden c¢ozeltinin polimerlesmesi
istenmeyen bir durumdur. Bu istenmeyen durumu engellemek igin polimerzasyon
baslaticilarini ¢ozeltiye eklemeden 6nce Onciiller sogutularak ¢ozdiirtiliirler. Kriyojeller
soguk ortamlarda sentezlendiklerinden dolayr polimer ¢ozeltisinin oda sicakliginda
polimerlesmeye baslamasi kriyojellere 6zgili olan makrogozenekli yapilarin olusmasi
engellenebilir [39]. Donma asamasinda, polimer ¢ozeltisinin uygun sicaklikta

polimerizasyonu baglatilir ve yaklasik 24 saat soguk ortamda inkiibe edilir.

Jel ¢ozeltisi genel olarak -5 ile -20 °C arasinda sogutulmaktadir [36, 40]. Bu asamada
¢oziicii donarak birbirine bagli buz kristalleri olusturmaktadir. Buz kristalleri arasinda
ise jel ¢ozeltisinin bir kismi sivi formda kalmistir ve kristallerin etrafin1 sarmaktadir.
Sivi olarak kalan ¢ozeltiye donmamis sivi mikrofaz denmektedir [36, 46].
Polimerlesme, kimyasal reaksiyon ile buz kristallerinin etrafin1 sararak agsi bir yapi
olusturan donmamis s1vi mikrofazda gergeklesmektedir [35]. Buz kristalleri kriyojellere
0zgli olan makrogdzeneklerin olusmasint saglayan bir ajan olarak rol oynamaktadir
[42]. Polimerizasyon asamasinin tamamlanmasiyla birlikte donmus olan sistem oda
sicakligina c¢ikartilir. Buz kristalleri erimeye baslar ve kriyojel adi verilen biyomalzeme
elde edilir. Cozilinen kristaller yerini ags1 bir yapiya sahip olan birbirine bagli makro ve
stipermakro gozeneklere birakmaktadir [40]. Kriyojel yapisinda yer alan kristallerin
yiizey gerilimi etkisiyle erimesinden dolay1 yapida gozenekler dairesel bir sekle sahiptir
[42].
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Birbirine bagli makro gozeneklerin olugmast c¢oziinen maddelerin ve besinlerin
difiizyonunu  kolaylastirmaktadir  [46]. Gozeneklerin  boyut ve  sekillerinin,
polimerizasyonun gergeklestigi sicaklik, donma hizi, monomer veya polimer
onciillerinin konsantrasyonu ve ¢Oziicliye bagh olarak degistigi bilinmektedir.
Polimerizasyonda makro gozeneklerle birlikte mikro gozeneklerin olustugu
gozlenebilmektedir. Siiper makro gézenek boyutlart 10-200 um arasinda degismektedir

[42].
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Sekil 2.5. Kriyojel sentezlenmesi [37].
2.4.2. Kriyojellerin Kullanim Alanlar:

Kriyojellerin birbirine bagli makrogdzenekleri, ozmotik ve mekanik kararliliklar
sayesinde biyolojik uygulamalarin c¢esitli alanlarinda kullanimi  biiyiilk 6nem
kazanmistir. Farkli alanlarda kullanilabilen kriyojeller ¢alisma amacina uygun olarak
istenilen sekillerde sentezlenebilmektedirler. Disk, kiire, silindir, monolitik kolon (tek
bir parca) gibi istenilen sekil ve boyutlarda iiretilebilirler. Kriyojellerin sentetik veya
dogal polimerlerle sentezlenebilmesi kullanimlarini avantajli ve ¢cok yonlii kilmaktadir.
Kriyojeller, biyolojik nanopartikiillerin (hiicre, viriis, plazmid, organel, protein, niikleik
asit) kromatografisinde, hiicre ve DNA saflastirilmasinda, biyopolimer veya hiicrelerin
immobilizasyonunda, ilag dagitim sistemlerinde, molekiiler baskilamada, biyosensor ve
doku miihendisligi uygulamalarinda doku iskelesi olarak son yillarda siklikla tercih
edilen biyomalzemelerdir [38, 41, 48]. Ayrica aritma malzemesi olarak da
kullanilmaktadirlar [48].
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2.5. Kriyojellerin Doku Iskelesi Olarak Kullanilmasi

Doku miihendisligi, hasarli doku veya organin onarilmasini ve yenilenmesini
amaclayarak ortaya ¢ikmig bir alandir. Doku miihendisligi uygulamalari, hiicrelerin ve
bliylime faktorlerinin dahil edilerek dokunun mikro g¢evresini olusturmak {izere 3B
destek saglayan yapi iskelelerinin tiretilmesini ve kullanilmasini kapsamaktadir. Bu yap1
iskeleleri hiicrelerin tutunabilecegi, ¢ogalabilecegi ve farklilasabilecegi sekilde dokunun
mikro ortamina uygun olarak sentezlenmelidir. 3B yap1 iskelelerinin besin ve oksijen
diflizyonunu ve atiklarin uzaklastirilmasini saglayabilmesi i¢in birbirine bagh
gozeneklerden olugsmasi gerekmektedir. Doku iskeleleri kullanim amaglarina gore dogal
veya sentetik polimerlerden ayri1 olarak sentezlenebildikleri gibi birlikte de
sentezlenebilmektedirler [46, 49]. HDM, hiicre biiylimesi i¢in hiicreye destek saglayan,
birden fazla bilesene sahip olarak dokuya 06zgii mikro ortami saglayan, hiicrelerin
birbirleriyle etkilesim igerisinde kalmasina yardimei olan temel bir yapidir. Dokuya
Ozgli farkli HDM tiirleri bulunmaktadir. Hiicrelerin baglanmasini, go¢ etmesini,
biiyiimesini ve sinyallere yanit vermesini saglayan bir ortam igerir. Ayrica yapiya
elastikiyet ve sertlik gibi mekanik 6zellikler saglamaktadir. Bliylime faktorlerini igeren
HDM biyoaktivitelerin gii¢clendirilmesine yardimci olabilir. HDM, yara iyilesmesi,
homeostaz ve morfogenez gibi dinamik siireclere cevap olarak neovaskiilarizasyonu ve
yeniden sekillenmeyi saglayabilecek bozunabilir fiziksel bir ortam saglamaktadir.
HDM’nin yapisinda glikoproteinler, proteinler ve proteoglikanlar bulunmaktadir ve
kolajen, elastin, fibronektin ve bilylime faktorleri diizenli olarak bulundugu dokunun
tipine gore sentezlenmektedir. HDM, hiicrelerin veya dokularin biyolojik siireclerinde
karmasik ve dinamik olarak Onemli gorevler yapmaktadir. Bundan dolayr doku
miihendisliginde iiretilen doku iskelelerinin hedef dokunun dogal HDM’sini taklit

edebilmesi 6nem tagimaktadir [36, 50].

3B doku iskeleleri hiicre kiiltiir galismalarinda siklikla kullanilan 2B kiiltiir teknigine
alternatif olarak gelistirilmistir. 2B hiicre kiiltiir sistemlerinde hiicreler diiz plastik veya
cam bir zemin iizerinde ¢ogaltilmaktadirlar. Hiicre-hiicre ve hiicre-HDM etkilesimleri,
hiicre farklilasmasi, morfolojileri, gen ifadesi, ¢ogalma ve sagkalim gibi siirecler 2B
kiiltlir sistemi ile 3B hiicre kiiltiirii arasinda farkli sekillerde meydana gelmektedir [36].
3B Kkiiltiir sistemlerinde hiicrelerin dogal mikro ortamini saglayan HDM yapisini taklit

edebilen doku iskeleleri hiicrelerin biiylime ve farklilagma potansiyellerini
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arttirmaktadir. Bu durum hiicrelerin doku olusumunu saglayarak 3B hiicre kiiltiir
sisteminin farkli alanlarda kullanilmasin1 saglamaktadir. Doku miihendisligi
calismalarinda (kikirdak, kas, kemik, sinir rejenerasyon), yara iyilesmesinde, kok hiicre
farklilasmas1 ve kanser caligmalarinda 3B hiicre kiiltiir sistemleri dogal dokuyu taklit
edebilmesinden dolay1 son zamanlarda siklikla tercih edilmektedir. Doku iskelelerinin
ana iglevleri hiicrelerin tutunabilecegi, cogalabilecegi, farklilasabilecegi ve sayisi artan
hiicrelerin canliliginin devam edebilmesi i¢in gozenekli bir yapiya sahip olmasidir.
Birbirine baglhh gozeneklerden olusan doku iskelelerinin oksijen, besin ve atik
aligverisini maksimum diizeyde saglayabilmesi hiicrelerin canliligini ve ¢ogalmasini
etkiler [50, 51]. Doku miihendisligi bu faktorleri goz oniinde bulundurarak dokuya 6zgii
dogal HDM’yi taklit edebilecek doku iskeleleri sentezlemeyi amaglamaktadir. Doku
iskelelerinin her doku i¢in farkli igerik ve bilesenlerle hazirlanmasi gerekiyor olsa da
hazirlanan iskelelerin ana 6zellikleri ortaktir. Doku iskelelerinin kullanilabilir ve ideal
olabilmesi icin yapisinda bulunmasi gereken bazi Ozellikler vardir. Bunlardan en
Oonemlisi gézenek boyutudur. Hiicreler doku iskelelerine ekildikten sonra gozeneklere
tutunmaktadirlar. Uygun boyutta ve sayida gozeneklerin olmamasi cogalmaya baslayan
hiicreleri nekroza stiriikleyebilir. Oksijen ve besinlerin aligverisini de saglayan
gozenekler doku iskelesi igin en énemli parametredir. Ideal bir doku iskelesinin uygun
sayida ve boyutta makro gozeneklere sahip olmasi, elastik olmasi, mekanik olarak
dayanikli olmasi, hidrofilik olmasi, kontrollii olarak biyobozunur olmasi, biyouyumlu
olmasi, immiin yanit olusturmamasi, hiicreler i¢in toksik olmamasi ve hiicrelerin
tutunabilecegi bir ortam saglamasi gerekmektedir [34, 36, 42, 51]. Doku miihendisligi
uygulamalari i¢in hazirlanan doku iskelelerinin yapiminda kullanilan biyomalzemeler
kaynaklarina gore dogal veya sentetik polimerler olarak ikiye ayrilabilirler [50]. Cizelge
2.1’de dogal ve sentetik biyomalzemeler verilmistir. Polimerler, doku iskelesi
hazirlanmasinda ayr1 olarak veya bir arada kullanilarak dokunun ortamini en iyi sekilde
taklit edebilirler. Biyomalzemeler gozenekli doku iskelesi olusturmak ig¢in
islenmektedirler. Dogal biyomalzemeler ile hazirlanan doku iskeleleri HDM yapisinda
dogal formda bulunan bilesenlerle veya HDM bileseni olmayan dogal malzemelerden
sentezlenebilmektedirler. Kolajen, jelatin, hiyaluronik asit, kitosan, dekstran, agaroz,

jelatin-fibrinojen dogal malzemelere 6rnek olarak verilebilir [40].
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Dogal biyomalzemeler, hiicreler icin toksik etkisi bulunmayan, dokularin mikro
ortammma en uygun, biyouyumlu ve biyobozunur malzemelerdir. Bu yiiksek
biyouyumluluk hiicrelerin canliliklarin1 koruyabilecegi ve biiyiiyebilecegi bir ortam
saglar. Ancak dogal biyomalzemeler fiziksel ve mekanik olarak yetersiz stabiliteye
sahiptirler ve immiin yanit olusturma riskleri bulunmaktadir. Bu dezavantajlarin olmasi
sebebiyle hazirlanan doku iskelelerinin iyilestirilmesi ve giiclendirilmesi i¢in sentetik
biyomalzemeler kullanilmaya baslamistir. Poli (laktik-ko-glikolik asit) (PLGA), poli 2-
hidroksietil metakrilat (PHEMA), poli (glikolik asit) (PGA), poli vinil pirolidon (PVP)
ve poli laktik asit (PLA) sentetik malzemelere 6rnek olarak verilebilir [40]. Sentetik
biyomalzemeler daha kontrollii fiziksel ve mekanik ozelliklere sahiptir ayrica yumusak
ve sert dokular i¢in ayarlanabilmektedir [50]. Tek basina sentetik biyomalzemeler ile
hazirlanan doku iskelerinin biyouyumluklar1 dogal malzemelere kiyasla sorun haline
gelebilmektedir. Hiicrelerin tutunmasinda ve biiylimesinde zorluklar yasanabilmektedir.
Sentetik biyomalzemeler iyilestirilmek icin islemlerden gegmektedirler. Kullanim
amacina uygun olarak hazirlanan doku iskelelerinin birden fazla biyomalzeme tiirii ile

harmanlanip tiretilmesi saglanmaktadir [40, 42, 50].
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Cizelge 2.1. Doku iskelesi hazirlanmasinda kullanilan dogal ve sentetik polimerler [34,
35, 40, 51].

Dogal Polimerler Sentetik Polimerler

Kolajen Poli 2-hidroksietil metakrilat
(PHEMA)
Jelatin Poli etilen glikol (PEG)
Kitosan Poli laktik-ko-glikolik asit (PLGA)
Hyaliironik asit Poli (glikolik asit) (PGA)
Agaroz Poli vinil alkol (PVA)
Seliiloz Polietilenimin (PEI)
Alginat Poli vinil pirolidon (PVP)
Laminin Poli kaprolakton (PLC)
Dekstran Poli laktik asit (PLA)

Doku miihendisligi uygulamalari i¢in hazirlanan iskeleler c¢esitli tekniklerle
hazirlanmaktadir. Bunlar arasinda dondurarak kurutma, gaz koplirtme, faz ayirma, fiber
baglama ve kriyojelasyon gibi teknikler bulunmaktadir [51]. Kriyojelasyon, monomer
veya polimer Onciillerinin sifirn  altindaki  sicakliklarda capraz baglanarak
polimerlesmesiyle aciga cikan jellerin sentezlenme yontemidir. Kriyojelasyon doku
miithendisligi uygulamalarinda son yillarda daha sik tercih edilmeye baslamistir. Doku
iskelelerinin sentezlenmesindeki en biiylik sorun gézenek boyutunun uygun genislikte
ayarlanamamasidir. Bu durum hiicrelerin biiylime ve ¢ogalma potansiyellerini olumsuz

yonde etkilemektedir.
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Yeterli ¢ogalma alaninin olmamasi hiicrelerin canliliklarin1 kaybetmelerine neden
olmaktadir. Gozenekler hiicrelerin tutunmasinin  haricinde oksijen ve besin
aligveriglerini saglayarak hiicrelerin saglikli bir sekilde biliylimelerini saglamaktadir.
Hipoksi durumda olusan serbest radikaller hiicreleri 6liime siiriiklemektedirler. Bundan
dolay1 genis gozeneklere sahip doku iskelelerinin olusturulmasina olan ihtiyag¢ artmistir.
Kriyojelasyon yontemi ile sentezlenen kriyojellerin makro veya siliper makro
gozeneklere sahip olmasi doku miihendisligi calismalarinda kullanimlarini avantajli
kilmaktadir. Kriyojeller, HDM yapisini en iyi sekilde taklit edebilen dogal ve sentetik
biyomalzemeler ile hazirlanabilen 3B mekanik olarak dayanikli jel matrikslerdir.
Heterojen bir yapiya sahip olan kriyojeller hidrojeller sinifindandir. Hidrojellere gore
daha avantajli bir iskele olmasi ¢esitli alanlarda kullanimini arttirmaktadir. Ayrica doku
vaskiilarizasyonunu ve yeni doku olusumunu yapisindaki dogal biyomalzemeler
sayesinde daha hizli gergeklestirebilmektedir [34, 36, 51] [43]. Doku miihendisligi ve

cesitli alanlarda kriyojellerin doku iskelesi olarak kullanilmasi daha avantajlidir.
2.6. Poli (2-Hidroksietil Metakrilat) (PHEMA)

Poli (2-hidroksietil metakrilat) (PHEMA), 2-hidroksietil metakrilat (HEMA)’in
kimyasal bir madde ile capraz baglanmasiyla olusan sentetik bir biyomalzemedir. Sekil
2.6°da  HEMA’nin ¢apraz baglanmasiyla olusan PHEMA’nin kimyasal yapilar

verilmisti. PHEMA biyomalzemeleri biyomedikal uygulamalar i¢in siklikla
kullanilmaktadir [52].

Yiiksek biyouyumlulugu, toksik olmamasi, antijenik 6zellikler géstermemesi, mekanik
olarak saglam olmasi ve oksijen gegirgenliginin olmast PHEMA malzemelerin doku
iskelesi olarak kullanilabilirligini arttirmaktadir. Ayirca PHEMA canli dokulara benzer
fizikokimyasal Ozellikler gdstermesiyle uygun bulunmustur [52-54]. PHEMA
biyomalzemesi kontakt lens yapiminda, ila¢g dagitim sistemlerinde, biyomedikal
uygulamalarda, suni implant yapiminda, sentetik deri ¢aligmalarinda, hiicre kapsiilleme
ve doku miihendisliginde doku iskelesi olarak kullanilmaktadir [53, 55]. Kriyojellerin
sentezlenmesinde PHEMA biyomalzemeler son yillarda siklikla tercih edilmektedir.
PHEMA kriyojellerin yiiksek sicakliklara, asit ve alkali hidrolizlerine direnc¢li oldugu
bilinmektedir [54].
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Sekil 2.6. HEMA ve pHEMA 'nin kimyasal yapis1 [55].

PHEMA'’lar olumlu o6zelliklerine ve doku miihendisliginde siklikla tercih edilmesine
ragmen hiicrelerin yiizeyine yapismasinda tek basina yeterli degildir. Bundan dolay1
doku iskelelerin sentezlenmesinde sentetik malzeme olan PHEMA’ya destek amach
dogal malzemeler olan kolajen, jelatin, fibronektin yapiya katilarak hiicrelerin daha iyi

tutunabilecegi ve canliliklari devam ettirebilecegi bir iskele ortami saglanmaktadir [56].
2.7. Jelatin

Kolajen, HDM yapisinda bol bulunan temel bir proteindir. Hiicre kiiltlirii ve doku
mihendisligi ¢aligmalarinda tek basmma veya farkli biyomalzemeler ile birlikte
kullanilabilmektedir. Kolajenin asit veya baz ile kontrollii hidrolizi sonucu kolajene
benzer kimyasal yapiya sahip denatiire bir protein olan jelatin agiga ¢ikmaktadir. Jelatin,
immiinojenik olmayan kolajenin yan iiriiniidiir ve denatiirasyon ile patojenlerin ortadan
kaldirilmasi saglanmistir [57, 58]. Jelatinin yiiksek biyouyumlu, kolay biyobozunabilir,
diisiik maliyetli olmas1 ve immiinojenisitesinin olmamasi sayesinde kozmetik, gida ve
doku miihendisligi ¢aligmalarinda iskeleye destek eleman olarak yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir [59]. Ayrica hiicre yapismasini arttiran arginin-glisin-aspartik (RGD)
dizilerini bol miktarda icermektedir. Jelatinin ¢esitli fonksiyonel gruplari icermesi
carpaz baglacilar ve hedef ligandlar i¢in kimyasal modifikasyonlar1 saglamaktadir,
boylelikle ilag ¢alismalarina olanak taniyabilir [60]. Jelatin yaygin olarak domuz, sigir
ve balik gibi hayvan kaynaklarinin deri, kemik ve beyaz bag dokularindan elde
edilmektedir [59, 61]. Amino asit icerigi elde edilen dokunun tipine gore degisebilse de
jelatin amino asit bakimindan zengin bir proteindir. Kolajenin hidroliz siirecine bagh
olarak iki farkli jelatin tipi elde edilmektedir. Kolajenin asitle islenen jelatin iiriiniine A

tipi jelatin, alkali ile islenen jelatin iiriiniine ise B tip jelatin denmektedir.
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Iki tip jelatin aym kolajen kaynagindan elde edilmelerine ragmen farkli yontem ile
tiretilmelerinden dolay1 farkli fiziko-kimyasal 6zellikler gosterirler ve farkli alanlarda
kullanilmaktadirlar [62]. Amino asitlerin dagilimi ve kimyasal bilesimleri jelatinin
dayanikliligimi etkilemektedir. Gly-X-Y ftigliisinde X ve Y’nin sirasiyla genellikle
prolin (Pro) ve hidroksiprolin (Hypro) amino asitleri oldugu bilinmektedir. Tip A jelatin
prolin ve glisin amino asitleri agisindan zengindir ve tip B jelatine gére daha dayanikli
bir yapiya sahiptir (Sekil 2.7). izoelektrik noktasi ise yaklasik olarak 8.0 ile 9.0
degerleri arasindadir. Tip B jelatinin yapisi tip A’ya gore daha kirilgandir ve izoelektrik
noktas1 yaklasik 4.8 ile 5.4 degerlerindedir [39, 60, 63]. Sekil 2.7°de kolajenin hidrolizi
ile jelatinin agiga c¢ikmasi ve tip A ile tip B jelatin eldesi verilmistir. Jelatinin
fonksiyonel 6zellikleri kimyasal 6zelliklerine baglidir. Amino asit bilesimleri jelatinin
viskozitesini, jel kuvvetini, dayanikliligin1 ve erime noktasini belirlemektedir. Prolin ve

hidroksiprolin jelatinin jellesmesini diizenlemektedir [58].
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Sekil 2.7. Tip A ve tip B jelatinin elde edilmesi [61].

HDM, hiicrelerin yapigsmasint saglayan proteinleri, sinyal molekiillerini, biiylime
faktorlerini iceren karmasik ve destek gorevi olan bir yapidir. Doku miihendisligi i¢in
protein igerigini, biiylime faktorlerini ve mekanik 6zellikler agisindan hiicrelerin mikro
cevresini iceren HDM’yi yansitabilecek 3B doku iskeleleri tasarlayabilmek onemlidir.
Literatlir arastirilmas1 sonucunda jelatinin olusturulan iskele yapisina katilmasi
hiicrelerin tutunmasini, yayilmasini, biiylimesini ve gogiinii arttirdigi goriilmektedir

[60]. Jelatin tek basina kullanilan bir protein olmakla birlikte farkli hiicre tiplerinin
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mikro ¢evresinin olusturulmasinda ve hiicrelerin in vivoya daha yakin bir ortamda
cogabilmesi icin HDM’yi yansitan diger protein, makromolekiiller vb. gibi yapilar da
jelatin ile birlikte kullanilmaktadir. Calismalar, jelatin ile birlikte kalsiyum fosfat
seramiklerinin ve sentetik polimerlerin kullanilmasinin olusturulan yapinin mekanik
Ozelliklerini iyilestirdigini gostermektedir [64]. Jelatinin tek basina ve g¢esitli
biyomalzemelerle kombinasyonunun ila¢ dagitim alanindaki ¢ok yonlii aktivitesinin
anlasilmasii saglamistir [60]. Jelatinin kriyojellestirilmesinde ve c¢apraz baglama
maddesi olarak gluteraldehitin kullanilmasi gézenekli bir kriyojel iskelesini iirettigi
bilinmektedir [57]. Tez galisma kapsaminda da jelatin i¢in gluteraldehit ¢capraz baglayici
olarak kullanilmistir. Gluteraldehitin hiicreler lizerinde diger ¢apraz baglayicilara gore
daha az toksik olmasi, ekonomik ve kolajen tiirevlerini etkili bir sekilde baglamasi

tercih edilme nedenlerini arttirmaktadir [39].
2.8. Folik Asit (FA)

Folik asit, viicudun yeni hiicrelerin olusturmasina yardimei olan, suda ¢oziinebilen B
vitamini ailesindendir. B9 vitamini, folat pteroilglutamik asit ve pteroilglutamik olarak
da adlandirilmaktadir. Folik asit 1941 yilinda 1spanaktan izole edilmistir. Yesil yaprakl
sebzelerde bol bulunan folik asit latincede yaprak anlamina gelen foliumdan
tiiretilmigtir. Folat dogal olarak viicutta sentezlenen bir vitamindir, folik asit ise
giiclendirilmis gidalarda ve takviyelerde folatin (B9 vitamini) sentetik olarak
degistirilmis formudur. Folat terimi, hem dogal folatin hem de folik asitin aktivitelerini
kapsayan temel bir terimdir. Folik asitin kimyasal formiilii CI9H19N706 seklindedir ve
Sekil 2.8’de verilmistir. Molekiil kiitlesi ise 441,4 g/mol’diir. Ispanak, pancar, brokoli,
briiksel lahanasi, bulgur, tahillar, somon, maydanoz, yumurta, fistik, alabalik, portakal
suyu, siit gibi besinlerin folat agisindan zengin oldugu bilinmektedir [65, 66]. Folat,
1stya dayanikli degildir ve besinler yiiksek isilara maruz kaldiginda folik asitin etkisi

yok olmaktadir [67].
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Sekil 2.8. Folik asitin kimyasal yapisi.

Besinlerde bulunan folatlar ince bagirsak epitelinde yer alan karboksipeptidaz enzimi
araciligiyla poliglutamil olarak pargcalanmaktadir ve serbest folat olarak ince bagirsagin
iist kismindan absorpsiyonu saglanmaktadir. Cogu karacigerde depolanmaktadir ve
metabolizmast mitokondri ve sitoplazmada gergeklesmektedir. Folik asit tiirevleri,
amino asitleri birbirine dontistiirmek, eritropoezi siirdiirmek, tRNA'y1 metillemek, piirin
ve timidilat niikleik asitleri sentezleyebilmek i¢in hiicreler arasinda reseptor aracili
endositoz ile tasinmaktadir. Folik asit, yiiksek homosistein seviyelerini metionin
sentetaz aracilifiyla metionine remetilasyonunu saglayarak diigiirmektedir. Folatin
serumda bulunan formu metiltetrahidrofolattir ve biyosentetik aktiviteler i¢cin kimyasal
olarak aktif formudur [65, 66, 68]. Folik asit, histidin, serin ve glisin, metionin ve piirin
gibi insan viicudundaki 6nemli biyokimyasal siireglerde yer almaktadir. Folik asit,
viicuttaki biyokimyasal siire¢lerin devamliligi icin O6nemli bir vitamindir. Hiicre
biiylimesi ve farklilasmasi gibi dnemli olaylara katilan folik asidin eksikliginde ciddi
saglik problemleri meydana gelmektedir [66]. Eksikliginde goriilen en yaygin hastalik
megaloblastik anemi ve dogum kusurlaridir [66]. Yetersiz beslenme, ¢evresel ve genetik
faktorler folat eksikligine sebep olmaktadir. Ayrica, gebelik, emzirme, hemolitik anemi,
inflamatuar hastaliklar, ergenlikte hizli biiyiime, diyaliz durumu gibi siireglerde folata
olan gereksinimler artmaktadir [67]. Hamilelikte, embriyonik ve fetal gelisimin dnemli
bir Ozelligi artan hiicre boliinmesidir ve buna bagli olarak biiyliyen bebegin kan
ihtiyaclart da artmaktadir. Bu durum hamilelikte folik asit gereksinimini arttirmaktadir.
Folatin, niikleik asit sentezinde merkezi bir rolii bulunmaktadir. Hamilelik siirecinde
kirmiz1 kan hiicrelerin artigiyla birlikte uterusun genislemesi, plasentanin olusmasi ve
fetiislin bitylimesi 6nemli siireglerdir. Hamileler i¢in folik asit alimi1 400 pg/giin olarak

Onerilmektedir.
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Folat eksikliginin gebelige bagli hipertansiyon, plasental ayrilma, preeklampsiye neden
oldugu ayrica maternal eritropoezi, uterus, meme bezi ve plasentanin biiylimesini
engelledigi bilinmektedir [69, 70]. Folik asit, DNA replikasyonu sirasinda amino asit
sentezi ve vitamin metabolizmasindaki enzimatik reaksiyonlar i¢in substrat olarak
gerekli temel bir besindir. Fetal gelisimde hiicre boliinmelerinde artis yaganmaktadir ve
hizl1 boliinen hiicrelerde folik asit eksikligi DNA sentezindeki diizensizliklere neden
olmaktadir [65]. Folik asit eksikliginde fetiislerde noral tiip defektleri (NTD'ler)
goriilmektedir [67]. Noral tiip defektlerinin (NTD'ler) gelisimi gevresel faktorler ve
yetersiz beslenme durumlariyla (diisiik folat alim1) da iliskilendirilmistir. Yapilan klinik
deneylerde, gebelik oncesi folik asit takviyesinin saglanmastyla NTD'lerin bir kisminin
onlenebildigini gostermektedir [71]. Ozellikle hamilelik siirecinde ve fetal gelisimde

onemli etkileri olan folik asitin takviyesi saglanmalidir.
2.9. Fibronektin (FN)

HDM, her hiicre tipinin kendi mikro ¢evresini olusturabildigi, damar sisteminin
gelismesi ve modellenmesi ve kok hiicre nislerinin diizenlenmesini saglayan bir
sistemdir. Biiylime, gelisme, yaslanma ve hastalik gibi siireclere uyum saglamaktadir
[24, 72]. HDM glikoproteinlerinden biri olan fibronektin (FN) vaskiiler gelisimle ilgili
caligmalarda en fazla yer alan proteindir. FN HDM proteini olarak kesfedilmesinden
once erken embriyonik damarlarin ¢evresinde eksprese edildigi bilinmektedir [24].
Hiicre kaynagmna bagli olarak % 4-9 karbonhidrat igermektedirler [73]. FN,
embriyogenez, doku ve yara onarimi, kan pihtilasmasi, hiicre gocii ve yapismast dahil
olmak {izere bir¢ok hiicresel siiregte HDM nin temel bileseni olarak yer almaktadir [74,
75]. Diizenli bir FN matriksinin olmamasi iyilesmeyen yaralara, dogum kusurlarina ve
fibrotik hastaliga neden olmaktadir [76]. Fibronektinin iki formu bulunmaktadir.
Bunlar; HDM’de baglayic1 gorevi olan ¢éziinmeyen glikoprotein dimeri fibriller olarak
ve plazmada c¢oziinlir bir sekilde disiilfid baglantili dimer olarak bulunmaktadir.
Cozinlir FN’nin HDM fibrillerine doniisiimii aktif ve hiicreye bagh bir siiregtir. FN,
hepatositler tarafindan sentezlenerek kan plazmasma salgilanmaktadir. 300-400
pg/ml’de ¢oziiniir ve inaktif sekilde dolasmaktadir. HDM’de ise FN’ler; kondrositler,
endotel hiicreler, makrofajlar, fibroblastlar ve baz1 epitel hiicreleri tarafindan

sentezlenmektedir [74, 75, 77].

28



FN, cubuk benzeri bir yapiya sahiptir. Tip I, II, III homologlarmin birbirlerini
tekrarlayan modiillerinden olusmaktadir. Ug modiiliin tekrarlanan diizenlenmesiyle
anahtar baglanma bdlgelerini gosteren FN proteini Sekil 2.9’da gosterilmistir. FN
molekiilleri genel olarak, bir c¢ift disiilfid bag1 ile karboksi terminallerinde kovalent
olarak baglanmis iki ayni alt birimden olusan yaklasik 500-600 kDa’dan olusan bir
dimer olarak bulunmaktadir. FN dizisi yaklasik % 90’11 olusturan on iki tip I modiil,
iki tip I modiil ve en bol bulunan hiicre tipine ve kosullara bagl olarak 15-17 tip 1l
modiilden olusmaktadir. Tip I modiil, karboksi ve amino-terminal boélgesini olusturur

ayrica kollajen ve fibrin baglanmasina katilmaktadir.

Yaklasik olarak 40 amino asit uzunlugunda olup iki disiilfid bag:1 icermektedir. Tip II
modiil, kollajen baglanmasinda etkili olup yaklasik 60 amino asit uzunlugu ve iki zincir
ici disiilfid bagi icermektedir. Tip III modiil ise integrin ve heparin baglanma bdlgelerini
icermektedir. Ayrica RGD reseptorii tanima dizisi tasimaktadir. 900 amino asit
uzunlugunda ve disiilfiild bag1 icermemektedir. FN yapisinda iki fibrin bolgesini de
(Fibrin I ve Fibrin I1) bulundurmaktadir. Hiicre yapismasi ve gogii igin fibrin ile
etkilesimleri 6nemli bulunmustur [73, 74]. FN bir¢cok baglanma noktasi igermesinden

dolay1 ¢esitli hiicresel islevlerde rol almaktadir.
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Sekil 2.9. Ug tip modiiliin tekrarlanan diizenlenmesiyle anahtar baglanma bdlgelerini

gosteren FN proteini [78].
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Fibronektin hamilelik siirecinde ve fetal gelisimde rol almaktadir. Anne tarafindan
tiretilen plasental FN ve fetiis tarafindan {iretilen fetal FN c¢esitleri bulunmaktadir.
Hamile bireylerde yasanmakta olan stres plazma kortizol seviyelerinde artisa neden
olarak FN’nin aktivitesini inhibe etmektedir ve bu durum erken dogum ve plasental
degismelere yol agabilmektedir [76]. Doku onarimi i¢in HDM fibronektini hiicresel
islevleri destekler ve diger HDM proteinlerinin organizasyonlarini diizenlemektedir
[75]. HDM proteini olan fibronektin doku iskeleleri tizerinde doku tipine ve mikro
ortamina bagli olarak eklenebilmektedir. Ortamda hiicreler i¢in mikro doku olusumunu
uyarir, iskelet kasinda wvaskiiler tonu diizenler, yeni damarlarin olusmasimni ve
birlesmesini destekler, hiicrelerin ortama yapigmasini, biiyiimesini ve go¢ilni

destekleyerek ¢esitli gorevlerde yer almaktadir [72].
2.10. Kolajen Tip IV (KOL Tip 1V)

HDM epitel ve fibroblast hiicrelerinden saglanan elastin, kolajen, glikoprotein ve
proteoglikanlar1 icermektektedir. Kolajen, hiicre davranislarini diizenlemede ve doku
biitiinltiglinli korumada hiicre dis1 matriksin yapisal proteini olarak yer alan énemli bir
bilesendir. Kemik, kan damarlari, deri, tendon ve kornea gibi farkli dokularda
bulunmaktadir. Kolajen molekiilii, ii¢c a polipeptit zincirinin birbiri lizerine sarmal bir
sekilde dolanmasiyla olusmaktadir. 300 nm uzunluk ve 1,4 nm genisliginde cubuk
seklinde bir yapidir. Bir a zinciri 1000 amino asit igermektedir. Kolajen yapisinda
karboksil (COOH) ve amino (NH2) ucu tasimaktadir. Kolajen proteinin farkli tipte
fibrilleri bulunmaktadir. Kolajen tip I, II, III, IV, V ve daha fazlas1 bulunmaktadir.
Fibriller (tip 1 ve III), ag olusturanlar (tip IV, VIII) veya boncuklu filamentler (tip VI)
seklinde bulunmaktadir. Kolajen tip I fibroblastlar, osteoblastlar, kas hiicreleri ve
odontoblastlar  tarafindan  sentezlenmektedir.  Gerilmeye karst  dayaniklilig
arttirmaktadir. Tip II, kondroblastlar tarafindan sentezlenmektedir ve kikirdakta
bulunurlar. Tip III, fibroblastlar tarafindan sentezlenen bu bilesikler bagirsak
duvarlarinda ve kan damarlarinda bulunmaktadir. Tip IV ise epitel ve endotel hiicreler
tarafindan sentezlenmektedir ve bazal laminanin 6zel bir bilesenidir [5, 79]. Kolajen tip
IV, bazal membranda bol bulunarak hiicrelerin yapismasi, biiylimesi, gogii, hayatta
kalmasi, doku yenilenmesi ve yara iyilesmesi silireglerinde aktif olarak gorev
almaktadir. Bazal membran bilesenleriyle etkilesime girerek ag olusturan kolajen tip IV

destek saglamaktadir.
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Epitel ve damar endotel hiicreleri tarafindan sentezlenen kolajen tip IV destek ile
birlikte filtrasyon islevini de saglamaktadir [79]. Omurgalilarda o zincirinin alt1 farkli
zinciri (al-06) ifade edilmektedir. Bu farkli o zincirleri alt1 farkli gen (COL4Al,
COL4A2, COL4A3, COL4A4, COL4A5 ve COL4A6) tarafindan kodlanmaktadir.
Kolajen tip IV’iin ag yapisi -tanima dizileri- {i¢ farkli heterotrimerik molekiil olan
aloala2(IV), a304a5(IV) ve aSa5a6(1V) ile olusmaktadir. alala2(IV) formu baskin bir
sekilde tiim bazal membranlarda bulunmakta ve embriyonik gelisimde rol almaktadir.
a3o4a5(IV) formu akciger alveolar, bobrek glomerulusu, testis ve goéz gibi gesitli
dokularin bazal membranlarinda bulunmaktadir. Embriyonik gelisim siirecinde yogun
olarak bulunan alala2(IV) gelisimsel donemde geciste 6zellikli dokular i¢in diger
formlara doniisebilmektedir, ancak fetal gelisimde alala2(IV) agmin fetal dagilimim
korumaktadir [80]. Ayrica, kolajen HDM de yer alan molekiilleri, proteinleri, biiylime
faktorlerini  baglayan  reseptorleri  sayesinde =~ HDM  hiicre  davranigini
diizenleyebilmektedir. Kolajenin farkli reseptorleri bulunmaktadir. Bunlardan; 16kosit
ile iligkili immiinoglobulin benzeri reseptorler (LAIR) trofoblastlar tarafindan ifade
edilmektedir. Kolajen tip IV’ilin trofoblast hiicreleri tarafindan salgilandigi, plasenta
dokusunda, fetal damar duvarinda, miyometriyumda giiclii bir sekilde ifade edildigi
yapilan ¢alismalarla gosterilmistir [5]. Kolajen ve tipleri dokulara mekanik ve fiziksel

destek ve biitiinliik saglamaktadir.
2.11. Antidepresan Ilaclarin Gebelikte Kullanilmasi

Sik goriilen bir ruh saglhigi problemi olan depresyon, bireylerin yasam kalitesini
diistirmektedir. Kadin, erkek, gen¢ ve yasl bireylerde yasam standartlarina, genetik,
cevresel ve hormonal faktorlere bagl olarak depresyon siklikla goriilmektedir.
Kadinlarda 18-45 yas araliginda daha sik goriilen hamilelik durumu, dogum ve
lohusalik gibi siireglerden dolayr depresyon yiiksek oranda goriilmektedir [2].
Hamileligin baglangicinda ve devaminda bir kadinin viicudu fiziksel ve hormonal olarak
degisimler yasamaktadir. Bu durum gebe bireylerin degisen kosullara adaptasyonu
sirasinda strese, kaygiya, endiseye neden olabilmektedir ve major depresif bozukluk
hamile kadinlarin yaklagik olarak % 4-7'sinde [81], depresyon ve depresif belirti
gosterme siklig ise % 12-36 arasinda degismektedir [2]. Gebelik depresyonu anne ve
fetiisti olumsuz olarak etkilemektedir. Preeklampsi, erken dogum, fetiis gelisimde

gerilik, diisiik dogum gibi olumsuz durumlara depresyonun etkisi bilinmektedir.
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Tedavi edilmemis gebelik depresyonu postpartum depresyonu igin biiyiikk bir risk
tagimaktadir. Postpartum depresyonu, anne ile bebek arasinda olusan bagin
engellemesine, davranigsal ve duygusal gelisimde sorunlara neden olabilmektedir [82].
Hamilelikten 6nce depresyon Oykiisii olan kadinlarin antidepresan tedavisi gérmemesi
ya da tedaviyi yarida kesmesi % 60-70'inde belirtilerin niiksetmesine yol agmaktadir
[83]. Gebelikte ila¢ kullanimi anne ve fetiisiin sagligin1 yakindan ilgilendirmektedir.
Alinan ilacin tipi, alinma sikligi, dozu, plasentadan geg¢isi, dagilimi, metabolizmasi,
fetlistin ilaca tepkisi, annenin beslenmesi gibi faktorler ilaglarin fetiis tlizerindeki
etkilerini belirlemektedir. Son yillarda antidepresanlarin ve antibiyotiklerin gebelikte en
sik kullanilan ilag gruplar1 oldugu anlagilmistir [84]. Son yillarda yapilan ¢alismalarda
gebelik  depresyonunda kullanilabilecek en giivenli ve en sik regete edilen
antidepresanlarin secici serotonin geri alim inhibitdrleri (SSRI) oldugu ileri siiriilmiistiir
[2, 85]. SSRI grubunda; Essitalopram, Fluvoksamin, Fluoksetin, Paroksetin, Sitalopram
ve Vortioksetin etken maddeli antidepresanlar bulunmaktadir. SSRI’lar serotonin (5-
HT) geri alim tasiyicisin1 (SERT) hedef alarak serotoninin geri alimii engellerler,

boylece sinaptik boslukta serotonin seviyelerini arttirmaktadirlar [86].

Plasenta anne ve fetiis arasinda kan dolagimi araciligi ile besinlerin ve atiklarin
tasinmasini saglamaktadir. Ayrica hamileligin devamini saglayan endokrin islevleri
bulunmaktadir [86]. Gebelikte kullanilan antidepresan ilaglarin plasentadan gegtigi
bilinmektedir [85]. SSRI'larin kordon kaninda ve amniyon sivisinda bulunmasi
plasentadan ge¢me yetenegine sahip oldugunu gostermistir. Embriyogenez ve
plasentasyon siireclerinde aktif olan trofoblast hiicrelerinin SSRI’lara maruz kalmasi
sonucunda trofoblastlarin endometriyuma invazyonu, anjiyogenez, trofoblastlarin
farklilasmas1 gibi siirecleri olumsuz yonde etkileyebilmektedir. Bu da diisiik dogum,
erken dogum, plasentadan besin ve oksijenin yetersiz tasinmasi, gerilemis fetal gelisim
ve preeklampsi durumlarina neden olabilmektedir [81]. Gebelikte kullanilan
antidepresanlarin plasenta araciligi ile fetiise ge¢cmesi ve olusturabilecegi risklerden
dolay1 bu konudaki ¢aligsmalara olan ihtiyac artmistir. Gebelikte kullanilan SSRI’larin

plasenta {izerindeki etkileri hala tam anlamiyla netlige kavugsmamustir.
2.12. Brintellix ve Etken Maddesi Vortioksetin

Major depresif bozukluk (MDD), diinya ¢apinda en yiiksek ikinci saglik sorunudur.

Diinya yetiskin niifusunun % 6’s1 kadarini etkilemektedir ve erkeklere oranla kadinlarda
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iki kat daha fazla goriilmektedir. Yeni nesil antidepresan olan Brintellix’in etken
maddesi Vortioksetin, yetiskinlerde major depresif bozuklugunun tedavisi i¢in ABD
Gida ve lag Dairesi (FDA) tarafindan Eyliil 2013 yilinda onaylanmustir [87, 88]. Yeni
nesil bir antidepresan olan Vortioksetin multimodal aktiviteye sahip bir ilagtir.
Serotonin agonistini ve antagonistini yapisinda bir arada bulunduran ilk karma
antidepresandir [88]. Vortioksetinin etki mekanizmasi, serotonin (5-HTT) geri alim
tastyicisinin engellemesini ve serotonin reseptor aktivitesinin modiilasyonunu bir araya
getirmektedir. 5-HT1A reseptor agonistidir, 5-HT1B reseptorii kismi agonisti; 5-HT3,
5-HT7 ve 5-HT1D reseptor ise antagonistir ve bir 5-HTT inhibitorii ilave edilerek ilaca
fonksiyon kazandirilmistir. flave serotonin reseptérleri ve hedefleri Vortioksetin’i diger
SSRI’lardan aymrarak etkinligini giliglendirmektedir. Vortioksetin ayni zamanda
asetilkolin, glutamat, dopamin, histamin, ve noradrenalin gibi biligsel diizenlemede
onemli olan ndrotransmitterleri modifiye edilerek hiicre dis1 konsantrasyonunu
arttirmaktadir [88, 89]. Bu ozellikleriyle major depresif bozuklugundaki duygu durum

degisikliklerini ve biligsel bozukluklar1 diizenlemektedir.

Vortioksetin, (1-[2-(2,4-dimetil-fenilsiilfanil)-fenil]-piperazin, hidrobromiir) kimyasal
yapist ile bis-aril-siilfanil amin sinifindadir. Molekiiler agirligi 379.36 g/mol, molekiil
formiile ise C18H22N2S-Hbr’diir ve Sekil 2.10’da kimyasal yapist verilmistir.
Vortioksetin yaklasik % 80-90 oraninda plazma proteinlerine baglanma gosterdigi i¢in
genis bir dagilima sahiptir. ilact aldiktan sonra plazma konsantrasyonuna yaklasik
olarak 3-16 saat araliginda ulagmaktadir ve terminal yarilanma omrii 60-70 saat
civarlarinda olabilmektedir. Vortioksetin farmakokinetiginin dogrusal ve dozla orantili
oldugu anlasilmaktadir [88]. Vortioksetinin ortalama mutlak biyoyararlanimi % 75
olarak bilinmektedir [87]. Metabolizmasinda basta sitokrom P450 (CYP450) ve 2D6
(CYP2D6) olmak iizere ¢coklu CYP450 izoformlar: bulunmaktadir. Vortioksetin, P450
enzimleri yoluyla oksidasyon ve sonrasinda iiridin difosfat glukuronosiltransferaz
yoluyla glukuronik konjugasyon tarafindan metabolize edilmektedir. Vortioksetinin ana
metaboliti Lu AA34443°tiir. Ancak S5-HTT reseptorlerine baglanmadigr igin
farmakolojik olarak inaktiftir. Mindr metabolit ise serotonin geri alim tasiyicisini
(SERT)'yi inhibe eden Lu AA39835°tir ve kan-beyin bariyerini ge¢medigi
diistiniilmektedir. Bundan dolayr farmakolojik olarak minimum bir etkiye sahiptir.

Vortioksetin farmakolojik aktivitesinden birincil olarak sorumludur [87].
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Antidepresan ilag gebelik kullanimi i¢in C kategorisinde yer almaktadir. Gebe
bireylerde etik sebeplerden dolayir c¢alismalar yapilamadigi igin ilacin etkisine dair
yeterli bilgiler bulunmamaktadir. Gebe sigan ve tavsanlar ile in vivo galismalarda,
organogenez doneminde 160 ve 60 mg/kg/giin oral dozlarda Vortioksetin verildiginde
teratojenik etkinin goriilmedigi gosterilmistir [89]. Ancak yapilan bu caligmalar
Vortioksetin etkisini tam olarak anlayabilmek i¢in yeterli degildir ve yeni ¢aligmalara
ihtiya¢ duyulmaktadir. /n vitro kosullarda olusturulacak plasenta modelleri ile

Vortioksetin sitotoksisitesinin olusturulan 3B modelde incelenmesi amag¢lanmaktadir.

HaC @ CHj,
S (\NH

NJ

Sekil 2.10. Vortioksetin etken maddesinin kimyasal yapisi [87].

2.13. Hiicre Karakterizasyon Testleri

Hiicre kiiltiir ¢aligmalarinda kullanilan hiicreler birbirlerinden farkli 6zelliklere sahiptir.
Hiicreler ile c¢alisilmaya baslanmadan O©nce hiicrelerin karakteristik o6zellikleri
bilinmelidir. Hangi hiicre soyuna ait olduklari, morfolojilerinin belirlenmesi, sonlu mu
sonsuz mu olduklari, malignant 6zellik tasiyip tasimadiklari, kiiltiir kabindaki ¢ogalma
yeteneklerine bagli olarak siispanse veya adherent olduklari, kontaminasyon olup
olmadigi, ikilenme zamanlar1 gibi hiicrelerin kimliginin ve 6zelliklerinin belirlenmesi

i¢in karakterizasyon testleri yapilmaktadir.
2.13.1. Sterilite Testleri

Hiicre Kkiiltiirii kosullarinda hiicreler bakteri, mikoplazma, mantar ve maya gibi
mikroorganizmalar tarafindan enfekte edilebilmektedir. Bu enfekte durumuna
kontaminasyon denmektedir. Olusan kontaminasyon mikroskobik veya makroskobik
olarak incelenebilmektedir. Kontaminasyon hiicre kiiltlir kosullarinda sik¢a karsilasilan

bir problemdir.
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Kontaminasyon kaynaklar1  laboratuvardaki islemlerden ve laboratuvardaki
ekipmanlardan dolay1 olusabilmektedir. Ayrica kiiltiir ortamlarinda ayni anda birden
fazla hiicre ile calisilmasi durumda ¢apraz kontaminasyonlar olusabilmektedir. Bu
durum hiicrelere zarar verebilmekte ve calismalarin sonuglarini etkileyebilmektedir.
Kiiltiir ortaminda olusabilecek kontaminasyonlar1 onleyebilmek igin aseptik teknik
kullanilmalidir. Sterilitesine glivenilen besiyeri ve serumlarin kullanilmasi, kullanilan
ekipmanlarin diizenli olarak otoklav veya i1sinlama (UV) ile steril edilmesi, yeni hiicre
hatlarii1 kiiltiir ortaminda kullanmadan once sterilite testlerinin yapilmasit ve
laboratuvar ¢alisanlarinin dikkatli ve temizlige 6zen gostererek ¢alismasi olusabilecek

olasi kontaminasyonlari 6nleyebilmektedir [90].

Makroskobik olarak gozlemlenen kontaminasyonlar besiyerindeki pH degisikliginden
kaynaklanan renk degisimleri veya besiyerinin bulaniklagsmasiyla anlasilabilmektedir.
Kiiltiir kabinin mikroskop altinda incelenmesiyle de bakteriyel kontaminasyonlar tespit
edilebilmektedir. Hiicre Kkiiltiirlerinin % 30’dan fazlasinin mikoplazma varligi ile
kontamine edildikleri bilinmektedir. Mikoplazmalar 0,3-0,8 pwm ¢aplar1 arasinda olup
memeli hiicrelerin endozomlarinda bulunan kiigiik, yuvarlak veya filamentli ve basit
prokaryot hiicrelerdir. Kiigiik boyutlarindan dolay filtreleme sistemlerinden kagmalari,
besiyerlerinde bulaniklik veya renk degisimine neden olmamalari hiicre kiiltiiriinde
yiiksek oranda biiyiimelerinin temel nedenidir. Cogu bakterinin aksine mikroskopta
goriinmeyen mikoplazmalarin sert bir hiicre duvarlar1 yoktur ve bu durum mikoplazma
hiicre duvarini hedefleyen penisilin ve tiirevlerine karsi direngli hale getirmektedir.
Enfekte ettikleri konak hiicrelerin arjinin amino asitlerini enerji kaynagi olarak
kullanarak konak hiicreyi bu amino asitten yoksun birakmaktadirlar. Bu durum niikleik
asit onciillerinin konak¢1 hiicrelerde biraraya gelmesinde aksakliklar yaratabilmektedir.
Mikoplazmal enfeksiyonlar hiicre fizyolojisini tehlikeye sokarlar ve ¢alismalarin hatali
sonuglar vermesine veya hiicre hatlarinin kaybina neden olmaktadirlar. Bundan dolay1
kiiltiir calismalarindan once hiicrelerin mikoplazma ile kontamine olup olmadig: tespit
edilmelidir. Hiicre kiiltiirlindeki mikoplazma kontaminasyonun tespit edilmesi igin
farkli yontemler kullanilmaktadir. Bunlar; floresan ile DNA’y1 boyanan 4', 6-diamidino-
2-fenilindol (DAPI) ve Hoechst 33258 boyama, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR),
mikrobiyolojik kiiltiir (agaroz ve broth Kkiiltlirli) ve enzime bagli immiinosorbent

analizleri (ELISA) ile belirlenebilmektedir.
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Mikoplazma kontaminasyon tespitinde pratik, kolay ve hizli bir analiz olmasindan
dolayr genellikle DAPI (4',6-diamidino-2 fenilindol) ¢ekirdek boyamasi tercih
edilmektedir. Enfekte olmus hiicrelerin boyanmasi ile ekstraniikleer boyamalar
gorinmektedir. Hiicrelerin biliylime ortamimni ele geciren mikoplazmalar ortami
tilkketerek hiicrelerin proliferasyonunu inhibe eder ve hiicreleri apoptoza siiriikleyebilir.
Mikoplazma varligi1 dogru yorumlamak icin iki farkli testin kullanilmasi

onerilmektedir ve deneylere baslamadan once ve ilerleyen pasajlarda diizenli olarak

kontrol edilmelidir [91, 92].
2.13.2. Ureme Egrisi

Kiiltiir kosullarinda kullanilacak hiicre hatlarinin tireme 6zelliklerini bilmek 6nemlidir.
Hiicreler lireme potansiyellerinde degisiklikler gdsterebilmektedir. Farkli karakterlere
ve Ozelliklere sahip olan hiicre hatlar i¢in kiiltiir kosullarinda kullanilan hiicre hattina
0zgii tireme egrisi olusturulmaktadir. Hiicrelerin iki katina ¢ikma siiresi (T2) bolinmeye
hazirlanan hiicrenin hiicre dongiisiinii tamamlamasi i¢in gegen ortalama siire olarak
belirlenmektedir. Ureme egrisinin olusumunda belirgin iireme fazlar1 vardir. Hiicreler
tripsinizasyon igleminden sonra biiylime ortamlarina birakildiklarn ilk siiregte lag
fazindadirlar. Bu asamada hiicreler boliinmezler ve ekildikleri kiiltlir flasklarina adapte
olurlar [93]. Lag faz1 genellikle 48 saat kadar siirmekte olup hiicrelerin tripsin
isleminden sonra toparlanmasi, hiicre iskelet elemanlarinin yeniden diizenlemesi,
hiicrelerin birbirleriyle baglanabilmesi i¢in matriksin salgilanmasi ve hiicresel protein
miktarinin artmasi i¢in gerekli bir siiregtir. Hiicreler normal metabolizmalarina
kavustuklarinda iissel faza (log fazi1) gegcmektedirler. Hiicreler bu asamada aktif olarak
cogalirlar ve tistel bir artig sergilerler. Log fazinda her hiicre hatt1 farkli bir ¢ogalma
yetenegi gostermektedir. Bundan dolayr popiilasyonun iki katina ¢ikma siiresi bu
asamada belirlenir ve “ikilenme zamani” olarak adlandirilir. Hiicrelerin log fazinda
hiicresel fonksiyonlar1 degerlendirilmektedir. Hiicre iiremesini inhibe eden veya
indiikleyen kimyasal maddeler, ilaclar veya sitotoksisite analizleri hiicreler log
fazindayken yapilmalidir. Hiicreler ge¢ log fazinda yani bulunduklar kiiltlir ortamin1 %
80-90 kadar kapladiklarinda pasajlanmaktadirlar. Pasajlanmanin gecikmesi sayilari
artan hiicrelerin ortami tiilketmesine ve hiicrelerin iist liste ¢ikmasina ve de apoptoza
neden olabilmektedir. Son asamada hiicrelerin kiiltiir flasklarii kaplama yogunlugunun
artmasiyla birlikte tireme hizlari sifira kadar diismektedir ve canliliklart hassas bir

stirece girmektedir.
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Besin ortaminin tilkenmesinden dolayr hiicreler duragan (plato) fazina gecerler.
Duragan fazdaki ortamin besiyeri tazelenmezse ya da hiicreler flasklardan tripsin ile
kaldirilarak sayilar1 azaltilmazsa hiicreler oliime gider ve canli hiicre sayisinda

azalmalar meydana gelir [94-96].

Hiicre canlilig ile birlikte genetik ve fenotipik stabilite i¢in hiicre hatlarinin log fazinda
korunmasi1 gerekmektedir. Bu asamanin korunmasi i¢in flasktaki hiicrelerin % 100
konfluente gelmeden Once diizenli olarak pasajlanarak alt kiltiire ayrilmalar

saglanmalidir.
2.14. Sitotoksisite Testleri

Kiiltir ortamindaki hiicrelerin canlilik seviyeleri ve c¢ogalma yetenekleri hiicre
kiiltiirtiniin saglikli oldugunu gostermektedir. Kiiltiirdeki kimyasal veya fiziksel ajanlar
hiicre zarinda bozulmalara ve protein sentezlenmesinde aksakliklara neden olarak
hiicrenin  temel fonksiyonlarin1  etkilemektedir.  Sitotoksisite  etkisi, hiicre
metabolizmalarinda degisikliklere yol acarak apoptoz veya nekroza neden olan sinyal
yolaklarimni indiikleyebilirler. In vitro hiicre canliligi ve sitotoksisite analizleri, ilag ve

kimyasallarin toksisitelerinin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir.

Bu testler ile toksik bilesik konsantrasyonu, hiicrelerin biiyiime aktiviteleri, koloni
boyutlarindaki degismeler tespit edilebilmektedir. Hiicre zarindaki hasar, mitokondriyal
veya lizozomal aktivitelerdeki bozulmalar, adenozin trifosfat (ATP) {iretimindeki
degisiklikler, protein ve enzim aktivitesi gibi hiicrelerin ¢esitli fonksiyonlari
sitotoksisite testleri ile belirlenebilmektedir. Sitotoksisite ve hiicre canliligini 6lgmek
i¢in birden fazla test kullanilmaktadir. Bu testler hiicre zar1 hasarlarinda 6lii hiicrelerin
boyandig1 tripan mavisi, kolorimetrik o6l¢iim ile mitokondriyal aktivitenin
belirlenmesinde  3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum  bromiir (MTT),
lizozomal aktivitenin belirlenmesinde ise laktat dehidrojenaz (LDH) enzim analizi,
florometrik Olgimlerde alamar Blue (AB) testi, ATP miktarinin belirlenmesi ve
liminometrik testler olabilmektedir [96-100]. Hiicre canliligi bu analizlere yanit olarak
renk gelistirir ve renk degisimleri spektrofotometre araciligiyla dlciilmektedir. Olgiimler
sonucunda elde edilen absorbans degerleri ile hiicre canliigi ve kimyasallarin

sitotoksisitesi belirlenmektedir.
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2.14.1. MTT Hiicre Canhilik Testi

Kolorimetrik testler hiicrelerin metabolik aktivitelerini O6lgmek i¢in biyokimyasal
reaktiflerin kullanilmas1 esasina dayanmaktadir. Bu testler metabolik aktivitenin
Ol¢timiine bagli olarak hiicre 6liimiinii veya proliferasyonunu belirlemektedir. 3-(4,5-
dimetiltiyazol2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum-bromiir (MTT) hiicre canlilig1 ve sitotoksisite

degerlendirmelerinde sikga tercih edilen kolorimetrik testlerden biridir.

MTT sadece in vitro ortamda sadece hiicre ile degil doku Kkiiltiirlerinde de
kullanilmaktadir. MTT testi hiicrelerin mitokondriyal aktivitesini dlgerek hiicrelerdeki
mitokondriyal fonksiyonu ve hiicre canliligini belirleyen giivenilir, hassas ve hizli bir
yontemdir. Suda ¢6ziinebilen sar1 renkli olan MTT bir tetrazolyum tuzudur. Canli
hiicrelerin artan proliferasyonlar1 ile mitokondriyal dehidrogenaz enzimlerinin
aktiviteside artarak tetrazolyum tuzlarmi suda ¢6ziinmeyen formazan tuzlarina
doniistiirmektedir. Olusan formazan kristalleri hiicre canlilifina bagh olarak agik veya
koyu mor renkte degisim gostermektedir. Tetrazolyum tuzu ile yapilan sitotoksisite
analizinde ilk olarak hiicreler toksik bir maddeye belirli bir siire maruz birakilirlar.
Sonrasinda toksik madde hiicrelerden uzaklastilir ve tetrazolyum bilesigi eklenerek
karanlikta 1-4 saat boyunca 37 °C etiivde inkiibasyona birakilir. Bu asamada canli
hiicreler tetrazolyum tuzlarini indirgeyerek formazana doniistiiriir ve renk degisimi
meydana gelir. Formazan kristalleri mor renkte olup suda ¢ézlinmezler. Bundan dolay1
uygun bir ¢dzilicii olan dimetil siilfoksit (DMSO)/Amonyak (% 95 DMSO, % 5
Amonyak) c¢ozeltisi ile olusan formazan kristalleri ¢ozdiiriilir. Son olarak renk
degisimleri spektrofotometrik yontem (ELISA) ile olcililerek canli/6lii hiicre sayisi
belirlenmektedir. MTT testi sematik olarak Sekil 2.11°de gosterilmistir [98, 100, 101].
Hiicre canlilig1 ve sitotoksisite calismalarinin Sl¢lim sonuglar hiicre tipine, sayisina,
metabolik aktivitesine, ortamin pH degerine, biiylime flasklar1 gibi kosullara gore

degisiklik gosterebilmektedir [101].
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Hiicreler ekilir (5000, 10000
veya 20000 hiicre/plak)

24 saat

Medyum aspire edilir. MTT
gozeltisi eklenir.

Mitokondriyel
rediktaz 3 saat
MTT Formazan

Olusan formazan kristalleri
DMSO'da géziiniir.

\ Absorbans 570 nm’de okunur.

Hiicre canliligi kontrole gore
yiizde olarak hesaplanir.

il

Sekil 2.11. MTT hiicre canlilik testinin sematik gosterimi [101].
2.15. insan Koryonik Gonadotropin Hormonu (B-hCG)

Embriyonun implantasyonundan itibaren sinsityotrofoblast hiicrelerine farklilasan
trofoblast hiicreleri tarafindan gebelik hormonu olarak bilinen insan koryonik
gonadotropin (hCG) hormonu iiretilmektedir. hCG, kovalent olmayan iyonik ve
hidrofobik etkilesimlerle bir arada tutulan 237 aminoasitlik glikoprotein yapisindaki iki
farkli a (14 kDa) ve B (23.5 kDa) alt biriminden olusan bir hormonudur.

hCG hormonun molekiiler agirhg yaklagik olarak 37.5 kDa'dir. Insan koryonik
gonadotropinin, korpus luteal hiicrelerini uyararak progesteron salgilanmasini tegvik
etmesi bu hormonun ana islevi olarak varsayillmistir. hCG, implantasyon sonrasi 3-4
hafta boyunca aktif bir sekilde progesteron iiretimini tesvik etmektedir. Yapilan son
yillardaki caligmalarda, hCG'nin hamilelikte 6nemli olan plasental, uterus ve fetal
islevlerde de yer aldigi bilinmektedir. hCG, hamilelikte uterus damar sisteminde
anjiyogenez ve vaskiilojenezi tesvik ederek plasentaya yiiksek diizeyde kan gecisini ve
fetlisiin  optimal beslenmesini saglamaktadir. hCG hormonunun, sitotrofoblast
hiicrelerinin farklilasmasi, gobek kordonu biiyiimesi ve gelismesindeki islevi, fetal
bliylimeye bagli olarak rahim ve uterus biiylimesi, fetal organlarin farklilasmasi ve
gelisimi, utero-plasental bagisiklik tepkisi ve makrofaj fagositozunu inhibe etmesi
bilinen islevlerindendir. Idrar ve serum hCG diizeylerinde artisin saptanmasi gebelik

tanisi i¢in kullanilmaktadir [102-106].

39



2.16. Matriks Metalloproteinaz-2 (MMP-2)

Hamileligin olusmasiyla birlikte uterus endometriyumunda yapisal olarak bazi
degisikliklerin meydana gelmesi gerekmektedir. Implantasyon ve plasentasyon,
trofoblast hiicrelerinin endometriyumu istila ederek hiicre dist matriksin (HDM)
bozulmas1 ve yeniden sekillenmesiyle hiicre hareketliginin aktif oldugu bir siiregtir.
Matriks metalloproteinaz (MMP) enzimleri, plasentasyon sirasinda trofoblast
hiicrelerinin penetrasyonundan sorumludur. Uterusun trofoblast hiicreleri ve vaskiiler
hiicreler MMP'lerin ana kaynaklaridir. MMP ailesinin bir iiyesi olan MMP-2, HDM ve
bazal membranin bazi bilesenlerini parcalayabilen ve aktif bolgelerinde c¢inko
barindiran bir endopeptidazdir. MMP-2, 27 kb uzunluguna sahip, kromozom 16
tizerinde 12.2 konumunda yer alan bir gen tarafindan kodlanan enzimdir [107-109].
Insanlarda MMP-2 geni tarafindan kodlanir. Hiicre i¢i MMP-2 sitozolde, ¢ekirdek ve
mitokondri dahil organellerde de bulunmaktadir. MMP-2, hamileligin baslangicinda ve
devaminda Onemlidir. Embriyonik gelisimde meydana gelen vaskiilogenez ve
anjiyogenez icin temel bir proteindir. MMP-2 aktivitesi ¢esitli viicut fonksiyonlarinda
menstrilasyon sirasinda endometriyal dokunun parcalanmasi ve onarilmasinda fayda
saglamaktadir. MMP-2’ler bazal membranda bol bulunan tip IV kollajeni
parcalayabilirler. Bazal membran, doku biitiinliigiinii siirdiirmek, hiicre sinyallesmesini
hiicrelere destek saglamak agisindan onemlidir. Bazal membran degradasyonu ise ¢ogu
kanserin metastatik ilerlemesinde ©nemlidir. MMP-2'nin tiimorlerdeki ekspresyonu
bilinmektedir. Hamilelikte trofoblast hiicreler ve desidual dokulardan iiretilen matriks
metalloproteinazlarin doku inhibitorleri (TIMP'ler), aktif MMP'nin ¢inko bolgesine
baglanarak MMP'lerin aktivitesini inhibe etmektedir. Boylelikle asir1 trofoblast istilasi
sinirlandirilarak HDM  parcalanmas: dengede tutulmaktadir. MMP-2’ler istila ve
yeniden sekillenme siireglerindeki biiyiik bir 6neme sahiptirler [110-112].

2.17. Matriks Metalloproteinaz-9 (MMP-9)

Embriyo implantasyonu, blastosistin trofoblast hiicreleri yardimiyla endometriuma
yapismasina ve bdlgeyi istila etmesine dayanmaktadir. Hamileligin baglangicinda,
devaminda ve plasentasyonunda trofoblast hiicrelerinin endometriuma istilasinin siire¢
boyunca diizenli bir sekilde devam etmesi gerekmektedir [113]. Trofoblast hiicreleri,
sitokinler ve sinyal yolaklari tarafindan proliferasyona ugrayarak sayilarini arttirirlar ve

trofoblast tiplerine farklilasarak endometriuma yerlesirler.
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Proliferasyon ve farklilasmada hormonlar, hiicre adezyon molekiilleri, hiicre dist
pargalayict matriks proteinazlari ve bagisiklik hiicreleri ile birlikte parakrin ve otokrin
faktorlerle hiicresel olaylar1 igeren bir siiregtir. HDM bilesenlerini pargalayan matriks
metalloproteinaz ailesinden matriks metalloproteinaz 9 (MMP-9), dokunun yeniden
sekillenmesinde ve onarilmasinda gorev yapan ¢inko bagimli endopeptidazdir. MMP-9
yogun olarak blastokistlerden salgilanmaktadir ve ekspresyonu blastokistlerin istilasinin
yaklasik olarak 6.glinlinde baslamaktadir [114]. Matriks metalloproteinaz 9, jelatinaz B
veya 92 kDa jelatinaz ve 92 kDa tip IV kollajenaz olarak da bilinmektedir [115]. MMP-
2 ve MMP-9, Kkatalitik alanlarinda fibronektin tipi II’'nin tekrarina sahiptirler. Bu
tekrarlarin kolajen ve jelatinlerle etkilesime girdigi bilinmektedir [116]. Yapisinda O-
glikanlar1 ve N-glikanlari icermektedir [117]. Embriyonik gelisim, endometriyal dongii,
anjiyogenez, yara iyilesmesi, kemigin sekillenmesi gibi normal biyolojik siirecler
MMP-9’larin goérevleri arasindadir [113]. MMP-9'un epitelyal rejenerasyon siirecinde
onemli bir rolii oldugu bilinmektedir. Artan MMP-9 ekspresyonu, fetal ve bazal
membranlarinin HDM yapisinin bozulmasina sebep olabilir ve bu durum sonucunda

fizyolojik ve patolojik olarak hasarlar meydana gelebilmektedir [114, 116, 118-121].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Kullanilan Madde ve Malzemeler

Hiicre kiiltiir calismalarinda kullanilan 25 cm? (Greiner Bio-One, 690175) ve 75 cm?
(Greiner Bio-One, 658175) filtreli flasklar, hiicrelerin yiizeyden kaldirilmasinda
kullanilan Tripsin/EDTA (% 0,25) (Thermo Fisher, 25200056), hiicre sayimi igin
Tripan mavisi (Biochrome, 1.6323), 6 gozli (Greiner Bio-One, 657160), 48 gozlii
(Greiner Bio-One, 677180), 24 gozlii (Greiner Bio-One, 662160) ve 96 gozlii (Greiner
Bio-One, 655180) hiicre kiiltiir plaklari, fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) (Thermo
Fisher, 003002), sterilite analizinde kullanilan DAPI (Sigma, D9542) ve DAPI'I
Mounting Medium (Abcam, Ab104139), glasyal asetik asit (Carlo Erba, 64-19-7),
metanol (Sigma, M10609), toksisitesi incelenen Vortioksetin-hidrobromid (Cayman,
23695), canlilik analizinde kullanilan 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]difenilterazolyum bromiir
(MTT) (Acros organics, 158990010), Dimetil Siilfoksit (DMSO) (Applichem,
01A3672, 0100), Amonyak (Merck, K13391922) firmalarindan temin edilmistir.

Kriyojel sentezlenmesinde ve analizlerinde kullanilan 2-hidroksietilmetakrilat (HEMA)
(Sigma, 477028), poli (etilen glikol) diakrilat (PEGDA) (Sigma, 475629), amonyum
persiilfat (APS) (Sigma, A9164), N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamin (TEMED) (Sigma,
T9281), jelatin (domuz derisinden, Tip A) (Sigma, G2500), gluteraldehit (% 25’lik)
(Merck, 820.603), kriyojellere HDM elemanlar1 olarak baglanan fibronektin (FN)
(Sigma, ECMO001), folik asit (FA) (Sigma, F8758) ve kolajen tip IV (KOL Tip V)
(Sigma, C7521), SEM analizerinde kullanilan ethanol alkol (Merck, 1.00983.2511),
hekzametildisilazan (HMDS) (Merck, 8.04324.0250) temin edilmistir.

ELISA analizlerinde kullanilan Human Folic Acid ELISA Kiti (Bioassay Technology
Laboratory, EA0051Hu, China), MycoAlert™ Mycoplasma Detection Kit (Lonza,
LTO07-118), Human (Chorionic Gonadotropin) (-hCG) ELISA Kit (Elabscience, E-EL-
H0175), Human MMP-2 (Matriks Metalloproteinaz-2) ELISA Kit (Elabscience, E-EL-
H1445) ve Human MMP-9 (Matriks Metalloproteinaz-9) ELISA Kit (Elabscience, E-
EL-H6075) temin edilmistir.
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3.2. Hiicre Kiiltiir Kosullar:

Hiicre kiiltiir calismalarinda kullanilmak {izere insan plasenta koryokarsinom hiicre hatti
Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu’'ndan (BeWo, CCL-98™, ATCC®, Manassas,
Virgina Eyaleti, Amerika Birlesik Devletleri) temin edildi. Insan gébek kordonu ven
endotel hiicreleri ise (HUVEC, CRL-1730, ATCC®) laboratuvarimizda mevcut olup
deneylerde kullanmak iizere hiicre stoklar1 hazirlanmistir. Bu calismada ikilenme
stireleri farkli olan iki hiicre ile ortak kiiltiir olusturulmustur. BeWo hiicreleri 25-30,

HUVEC hiicreleri ise 15-20 pasaj araliginda kullanildu.
3.2.1. BeWo ve HUVEC Hiicrelerinin Pasajlanmasi

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

streptomisin antibiyotik (Capricorn, Scientific) ile tiretilmistir.

Hiicrelerin ortak kiiltiir edildikleri besiyerinin hazirlanmasinda bazal ortamlarin besin
icerikleri degerlendirildi. DMEM F-12 bazal ortami besin igerigi acisindan daha
zengindir. Ortak kiiltiir ¢alismalar1 6ncesinde HUVEC hiicresi DMEM F-12 besiyerinde
iretilerek ortama uyumu saglanmistir. HUVEC hiicrelerinin BeWo ile aymi besi
ortaminda tiretilerek ortak kiiltiirleri yapilmistir. Hiicreler flasklarda % 80-90 kapasiteye
ulastiklarinda tripsinizasyon islemi ger¢eklestirilmistir. Hiicrelerin i¢inde bulunduklari
flasklardan atik besiyeri aspire edildi. Kalan besiyerini ortamdan uzaklastirmak igin 3
mL fosfat tamponlu salin (PBS) ile ortam yikandi. Hiicrelere adherent 6zellik gostererek
yapistiklar1 yiizeyden ve birbirlerinden ayirmak icin Tripsin/EDTA uygulandi. 75
cm?lik flasklarda iiretilen BeWo ve HUVEC hiicreleri icin 2 mL Tripsin/EDTA ile 2
kere yikama islemi yapilmistir. Flask igerisinde siispanse hale gelen hiicrelerin iizerine
onceden 37°C’lik su banyosunda 1sitilmis besi ortamlar1 eklenmistir ve pipetaj islemi
yapilmistir. Hiicre siispansiyonlari yeni flasklara boliinerek taze besi ortamlart ilave
edilmistir. Hiicrelerin deneylerde kullanilmak iizere iiretimi % 5 CO, nem kosullarinda

ve 37°C sicakliktaki etiivde gerceklestirildi.
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3.2.2. BeWo ve HUVEC Hiicrelerinin Dondurulmasi ve Cozdiiriilmesi

Hiicre stoklarinin depolanabilmesi ve ayni pasaj numarasina ait hiicrelerin deneysel
caligmalarda kullanilabilmesi i¢in dondurma islemi gergeklestirilmektedir. Uzun siireli
depolama islemi i¢in sivi azot tanklar1 (-196°C) tercih edilmektedir. Hiicrelere mekanik
olarak zarar vermeden dondurarak saklayabilmek igin kriyoprotektan maddeler
kullanilmaktadir. Kriyoprotektan maddeler hiicre i¢i buz kristallerinin olusumunu
engelleyerek hiicreyi mekanik hasardan korurlar ve hiicre membranini stabillize
etmektedirler. Hiicreleri dondurmak i¢in dondurma wvasati adi verilen soliisyon
kullanilmaktadir. Dondurma soliisyonun igerigi kriyoprotektan bir madde olan DMSO
ve FSS olusmaktadir

Hiicre kiiltiirleri logaritmik (log) fazda bulunduklar1 evredeyken dondurulmalidir.
Hiicreler bulunduklar1 kiiltiir kabin1 % 80-90 kadar kapladiklarinda dondurma islemi
gerceklestirilmektedir. Tripsinizasyon islemi ile hiicreler yapisik olduklar1 flask
yiizeyinden kaldirilmigtir. Stispanse hale getirilen hiicreler santrifiij tiipiine aktarilarak 5
dakika 800 rpm hizda (Eppendorf Centrifuge, 5810R) santrifiij edilmistir. Santrifiij
sonrast siipernatant uzaklastirilmistir. Elde edilen hiicre peleti 6nceden hazirlanmis olan
dondurma vasati (% 90 FSS, % 10 DMSO) ile bir araya getirilerek pipetaji yapilmistir
ve 1 mL olacak sekilde kriyotiiplere paylastinlmistir. Hiicre ile ilgili bilgiler
kriyotiiplerin {izerine yazilmigtir. Hiicrelerin kademeli dondurulmasi i¢in kriyotiipler ilk

olarak -80°C’de tutulmustur. 1-2 giin sonra kriyotiipler sivi azot tankina aktarilmistir.

Deneysel calismalarda kullanabilmek icin -196°C sivi azot tankindan cikarilan
hiicrelerin 37°C’lik su banyosunda 2-3 dakika ¢6ziilmesi saglanmistir. Coziinen
hiicreler 5 dakika 800 rpm hizda santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi siipernatant
uzaklastirilarak elde edilen hiicre peletinin iizerine dnceden su banyosunda 1sitilmis olan
besi ortami eklenmistir ve pipetaj yapilmistir. Hiicreler igerisinde besi ortami bulunan
75cm?’lik kiiltiir flasklarina aktarilarak % 5 COz ve 37°C sicakliktaki etiive (Sanyo,
MCO18AC) kaldirilmistir. Hiicrelerin besi ortami 2 gilinde bir degistirilmistir.

3.3. Mikoplazma Testi

Bu tez kapsaminda kullanilacak BeWo ve HUVEC hiicrelerinin kiiltiirlerinde
kontaminasyon olup olmadigini belirleyebilmek amaciyla mikoplazma testi yapilmistir.
BeWo hiicresi mikoplazmanin test edilmesi i¢in 3 pasaj antibiyotiksiz besiyeri ile

pasajlanmstir.
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BeWo hiicrelerinin sayis1 1x10° hiicre/kuyu olacak sekilde 6 gozlii hiicre kiiltiir
plakalarina ekilmistir ve 48 saat boyunca % 5 CO2 ve 37°C’de inkiibasyona

birakilmistir.

Inkiibasyon sonrasi besiyeri ortamdan aspire edilerek uzaklastirilmistir ve
kuyucuk bagina 2 mL Carnoy’s fiksatifi (asetik asit/metanol; 1/3) eklenerek
hiicreler 3 dakika oda sicakliginda fikse edilmistir.

Carnoy’s fiksatifi aspire edilmistir. Hiicreler 2 mL PBS ile 2 dakika bekletilerek

yikanmustir.

Hiicrelere 300 nM DAPI boyasi eklenerek karanlikta 15 dakika inkiibasyona

birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi hiicreler PBS ile 3 kere yikanmustir.

Yikama sonrasi hiicrelerin iizerine DAPI’li Mounting Medium damlatilarak

kapanma islemi gerceklestirilmistir.

BeWo hiicrelerindeki mikoplazma varligi floresan mikroskopta (Olympus

CKX41, Japan) incelenmistir.

HUVEC hiicrelerinin mikoplazma testi i¢in hizmet alimi yapilmistir. MycoAlert™

Mycoplasma Detection Kit (Lonza, LTO7-118) kullanilarak iireticinin belirtmis oldugu

protokol uygulanmigtir.

HUVEC hiicresi 25 cm?’lik kiiltiir flasklara ekilmistir ve iizerine 5 mL besiyeri

eklenmistir. Besiyerinin rengi sartya doniinceye kadar ortam degistirilmemistir.

Besiyerinin rengi sartya dondiikten sonra ortamdan 2 mL almarak santrifiij
tiipline aktarilmistir. Kiiltlir slipernatantit 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij

edilmistir.

Santrifiij sonrasi silipernatantin 100 pL liminometre kuyucuguna aktarilarak
tizerine 100 ul MycoAlert™ Reaktifi eklenmis ve 5 dakika oda sicakliginda
bekletilmistir. Kuyucuk luminometreye yerlestirilmis ve program baslatilmistir

(Okuma A).

Kuyucuga 100 ul MycoAlert™ Substrat eklenmis ve 10 dakika bekletilmistir.

Kuyucuk luminometreye yerlestirilmis ve program baslatilmistir (Okuma B).

Okuma Biotek Synergy H1 cihazinda yapilmistir. B/ A orani ile hesaplanmustir.
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3.4. Hiicrelerin ikilenme Zamanlarinin Hesaplanmasi

BeWo ve HUVEC hiicrelerinin iireme karakterlerini belirleyebilmek icin mono

kiltlirlerde tireme egrisi olusturulmustur ve ikilenme siireleri hesaplanmustir.

e BeWo ve HUVEC hiicreleri igin hiicre sayis1 5x10* hiicre/mL olarak
belirlenmistir ve 6 gozlii hiicre kiiltiir plaklarina kuyucuk bast 2 mL hiicre
siispansiyonu gelecek sekilde ekilmistir. Hiicreler % 5 CO2 ve 37°C sicakliktaki
etlivde inkiibasyona birakilmistir. Hiicre sayimina 10 giin boyunca 2 tekrarl

olarak devam edildi.

e ilk giindeki hiicre sayimi icin t0 (0.giin) kabul edilerek 2 kuyucugun 4 saat

etlivde inkiibe edilmesinden sonra hiicre sayimi yapilmistir.

e Besiyeri aspire edilerek ortamdan uzaklastirilmistir ve kuyucuk basina 1 mL
Tripsin/EDTA  eklenerek hiicrelerin yiizeyden kaldirilmas: saglanmistir.
Stispanse hale gelen hiicrelerin {izerine besiyeri eklenmistir. Hiicre
Ssiispansiyonuna sayim i¢in tripan mavisi eklenerek Biirker laminda hiicre sayimi
gerceklestirilmistir. 2 kuyucukta sayilan hiicrelerin ortalamasi t0 olarak kabul

edilmistir.

e Kalan hiicrelerin 2 giinde bir besiyerleri degistirilmis ve 10 giin boyunca her giin

ayni saatte sayim islemi ayn1 yontem ile gerceklestirilmistir.
3.5. Vortioksetin Stok Cozeltisinin Hazirlanmasi

Calismada kullanmak {izere liyofilize halindeki etken madde olan 5 mg’lik Vortioksetin
(Cayman, Amerika) 1 mL DMSO igerisinde ¢oziilerek ana stok ¢ozeltisi (13100 uM)
elde edilmistir. Yapilan 6n ¢alismalar ile elde edilen sonuglara gore Vortioksetinin 2, 4
ve 7.glinler i¢in sec¢ilen dozlar1 ana stoktan hazirlanan ara stok ¢ozeltisinden serumsuz
besiyeri ile diliie edilerek hazirlanmistir. Calismada kullanilacak dozlar1 belirlemek igin
on caligsmalar yapilmistir ve uygulamada kullanilacak dozlar 30 uM ve 60 uM olarak
secilmigtir. Vortioksetinin ¢oziiclisii olarak kullanilan DMSO’nun besiyerindeki son

konsantrasyonu en fazla % 0,1 olacak sekilde seyreltilmistir.
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3.6. Fibronektin/Kolajen Tip IV’iin Yapiya Katilarak PHEMA Temelli
Kriyojellerin Sentezlenmesi ve Folik Asit Baglanmasi

3.6.1. PHEMA Kriyojel Sentezi

PHEMA temelli kriyojellerin sentezi i¢in monomer olarak 1,5 mL HEMA ve ¢apraz
baglayict olan 0,5 mL Poli etilen glikol diakrilat (PEGDA) 10 mL ultra saf su igerisine
eklenerek manyetik karistirici yardimiyla ¢ozdiiriilmiistiir. Cozeltinin buz banyosu
icerisinde sogutulmasi saglanmistir. Daha sonra karisima polimerizasyon baglaticilari
olan 20 mg amonyum per siilfat (APS) ve 25 ul N,N,N',N'-tetrametilen diamin
(TEMED) ilave edildi ve polimer ¢ozeltisi dnceden sogultulmus olan 2,5 mm ¢apindaki
cam kolonlara dokiildii. Kolonlar hizlica -18°C’ye kaldirilarak 24 saat boyunca
polimerizasyona birakildi. Bu asamada polimer ¢ozelti igerisindeki ¢oziicli olan su
donarak buz kristalleri olusturmustur. Kolonlar 24 saatin sonunda oda sicakligina
cikartildi ve buz kristallerinin erime asamasi gercgeklestirildi. Polimer ¢ozeltisinde
¢oziicii olarak kullanilan suyun erimesiyle birbirleriyle baglantili makro gozenekler
olusturuldu. Kriyojeller, yapiya girmeyen polimer Onciillerini ortamdan uzaklagtirmak
icin distile su ile birka¢ kez yikandi. Jeller 12 mm capinda 24 gozli hiicre kiiltiir
plakalarima uygun olacak sekilde kesilmistir ve kesilme isleminden kaynakli olarak
kriyojellerin yiizeyinde kalan pargaciklarin uzaklastirilmasi i¢in birkac kez distile su ile

yikanmuistir.

Bu tez kapsaminda PHEMA ile birlikte jelatin iceren (PHEMAGEL) kriyojeller de
hazirlanmigtir. PHEMAGEL sentezi i¢in yukarida verilen yontem izlenmistir.
Polimerizasyon islemine baslamadan 6nce 0,2 g jelatin 10 mL 1lik ultra saf su igerisinde
manyetik karistiric1 yardimiyla ¢ozdiiriildii. Jelatin iceren kriyojellerin sentezinden dnce
cozelti oda sicakliginda sogutulduktan sonra ¢ozeltiye ¢apraz baglayicilar, monomerler
ve polimerizasyon baslatict malzemeler eklenmistir. Jelatin i¢in capraz baglayici olan %
25’1ik gluteraldehit 20 pl ¢ozeltiye eklenmistir. Asagida verilen Sekil 3.1°de
kriyojellerin sentezlenme asamalari, Sekil 3.2’de ise PHEMA ve PHEMAGEL

kriyojellerin kesilmis goriintiisii verilmistir.
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Sekil 3.1. A. Polimer ¢ozeltisinin 6nceden sogutulmus iki cam kolon arasina dokiilmesi,
B. 24 saat sonra buz kristallerinin erimesi i¢in oda sicakligina ¢ikartilan kesilmemis
PHEMAGEL kriyojel, C. PHEMAGEL kriyojelin 9 nolu kesici ile disk seklinde

kesilmesi gosterilmistir.

PHEMA PHEMAGEL

Sekil 3.2. PHEMA (beyaz) ve PHEMAGEL (sar1) kriyojellerin kesilmis disk goriintiisii.

3.6.2. Fibronektin/Kolajen Tip IV’iin Kriyojel Yapisina Katilmasi1 ve Folik Asit

Baglanmasi

PHEMA ve PHEMAGEL olarak iki farkli kriyojel grubu sentezlenmistir. Bu
kriyojellerden PHEMAGEL’in yapisina folik asit ile fibronektin (FA-FN) ve PHEMA
jelin yapisina ise folik asit ile birlikte kolajen tip IV (FA-KOL tip IV) baglanmustir.
Boylece toplamda birbirinden farkli 8 kriyojel grubu olusturulmustur. PHEMA ve
PHEMAGEL kriyojellerin yapisina katilacak olan protein molekiilleri FN ve KOL Tip

IV kriyojellerin polimerizasyon ¢ozeltisine eklenmistir.

48



Bu sayede protein molekiillerinin direkt jel yapisina katilmalari saglanmistir. FA ise
kriyojellerin sentezlenmesi sonrasinda kesilen diskler folik asit ¢ozeltisinde 24 saat

boyunca g¢alkalayici tizerinde baglanmaya birakilmistir.

PHEMA kriyojelin yapisina KOL tip IV proteinini baglayabilmek i¢in 10 mL ultra saf
su igerisine monomer olarak 1,5 mL HEMA ve ¢apraz baglayici olarak 0,5 mL PEGDA
buz banyosu icerisinde manyetik karistirict yardimiyla ¢ozdiiriilmiistiir. Karigima KOL
Tip IV (Sigma, Amerika) ekleyebilmek igin liyofilize halindeki kolajen 0,5 M asetik
asit (1 mg/mL) igerisinde ¢ozdiriilmiistiir ve 100 pL kolajen 20 pL gluteraldehit (%
25°1ik) ile birlikte polimerizasyon ¢ozeltisine eklenmistir. Coziinen karigimin igerisine
polimerizasyon baglaticilart 20 mg APS ve 25 pL TEMED eklenmistir. Polimer
cozeltisi iki cam kolon arasina dokiilerek -18°C sicaklikta 24 saat boyunca
polimerizasyona  birakildi. Sonrasinda oda sicakliginda erimeye birakilan
PHEMA+KOL Tip IV kriyojeller birkac defa distile su ile yikanmistir. PHEMA+KOL
Tip 1V kriyojelin sentezi yukarida belirtildigi sekilde basariyla gergeklestirildi [34].

PHEMAGEL kriyojelin yapisina fibronektin proteinini baglayabilmek i¢in dncelikle 10
mL 1lik ultra saf su icerisinde 0,2 g jelatin ¢ozdiiriilmiistiir. Cozelti oda sicakliginda
sogutulduktan sonra monomer olarak 1,5 mL HEMA ve ¢apraz baglayici olarak 0,5 mL
PEGDA eklenmistir ve manyetik karistirict yardimiyla ¢ozdiriilmistiir. Liyofilize
halinde olan 200 pg fibronektin (Sigma, Amerika) 1 mL ultra saf su ile ¢ozdiiriilerek
¢oziinen polimerizasyon karigimi igerisine 125 pL fibronektin ve ¢apraz baglayici olan
20 uL gluteraldehit (% 25°lik) ilave edilmistir. Devaminda polimer c¢ozeltisine
polimerizasyon baslaticilari olan 20 mg APS ve 25 pnLL TEMED eklenmistir ve polimer
¢ozeltisi iki cam kolon arasma dokiilerek -18°C sicaklikta 24 saat polimerizasyona
birakilmigtir.  Polimerizasyon sonrasinda oda sicakliginda erimeye birakilan
PHEMAGEL+FN kriyojeller birka¢c kez distile su ile yikandi. Bdylece yapiya
katilamayan bilesenlerin uzaklastirilmasi saglandi. Kriyojellere folik asit baglanmasinin
hiicreler agisindan daha etkili ve uyumlu olabilmesi i¢in PBS ile baglanma yontemi
kullanildi. Farkli  Ozellikler ile sentezlenmis olan PHEMA, PHEMAGEL,
PHEMA+KOL tip IV, PHEMAGEL+FN kriyojeller 24 gozIii hiicre kiiltiir plakalarina
uygun olacak sekilde 9 nolu kesici yardimiyla disk seklinde kesildi.

49



Oncelikle kriyojel diski basma 11,6 mg folik asit 20 mL 1X PBS tamponu igerisinde 2
saat boyunca ¢ozdiiriildii. Sonrasinda kriyojel diskler distile su ile yikandi ve folik asit
¢ozeltisi icerisine aktarildi. 150 rpm hiz ile ¢alisan calkalayicida (Heidolph, Rotamax
120) 24 saat boyunca adsorpsiyona birakildi.

Adsorpsiyon sonrast kriyojeller folik asit kalintilarin1 uzaklastirmak icin PBS ile
yikandi. Bdylece dort farkli kriyojel grubu (PHEMA-+FA, PHEMAGEL+FA,
PHEMAGEL+FA+FN ve PHEMA+FA+KOL tip IV) elde edilmistir. Daha sonra
kriyojel diskler 1’er saat arayla iki kere 7,5 mL ultra saf su ile yikandi. Ayrica, kriyojel
disklere baglanmis olan FA molekiiliiniin miktarin1 baglanma 6ncesi ve sonrast ELISA
ile ayr1 ayn Olciip belirleyebilmek i¢in 6rnekler alindi. Farkli 6zellikler ile hazirlanmis
olan kriyojel gruplarimin igeriklerinin daha iyi bir sekilde anlasilabilmesi icin

kriyojellerin igerikleri Cizelge 3.1’de dzetlenmistir.

Cizelge 3.1. Tez kapsaminda sentezlenen kriyojel gruplarinin igerikleri.

FA: Folik Asit FN: Fibronektin KOL Tip IV: Kolajen Tip IV GEL.: Jelatin

50



3.7. Sentezlenen Kriyojellerin Karakterizasyon Calismalar:

Farkli ozellikler ile sentezlenmis olan PHEMA, PHEMA+KOL IV, PHEMAGEL ve
PHEMAGEL+FN kriyojellerin karakterizasyon ¢alismalari i¢in sisme deneyleri, fourier
doniisimlii kizilotesi (FTIR) analizi, mikro bilgisayarli tomografi (Mikro-CT) ve
taramal1 elektron mikroskop (SEM) analizi yapilmistir.

3.7.1. Sisme Testleri
3.7.1.1. Makro gozeneklilik derecesi

Kriyojellerin makro gozeneklilik derecesini hesaplayabilmek igin jellerin sismis ve
sikistirtlmig agirliklart Slgiilmistiir. Sismis jel agirligi i¢in kriyojeller su igerisinde
bekletilmistir ve daha sonra (Msismis jet) tartilmistir. Sikistirilmig jel agirhigint 6lgebilmek
icin kriyojellerin yapisindaki su uzaklastirilmistir ve (Mskums jel) tartilmistir.

Makrogozenek miktarini (%) hesaplamak i¢in Esitlik 1 kullanilmigtir [39].
Makrog6zenek miktart (%) = (Mgismis jel — Msikitms jet) / Mgismis jet X 100
3.7.1.2. Jellesme verimi

Kriyojellerin jellesme verimini anlayabilmek igin sismis olan kriyojeller 50°C’deki
etivde kurutulmustur ve kuru agirligt (Mkuu jer) tartilmistir. Jellesme verimini

hesaplamak igin Esitlik 2 kullanilmistir [39].
Jellesme verimi (%)= (Mkurujer / Mt) X 100

Ek olarak bu esitlikteki m¢; polimer ¢ozeltisinde toplam monomer kiitlesini ifade

etmektedir.
3.7.1.3. Sisme oram

Kriyojellerin sisme oranini hesaplayabilmek i¢in sismis ve kuru agirliklar: 6l¢tilmiistiir.
Sismis agirligi 6lgmek icin kriyojeller su igerisinde bekletilmis ve (Mgismis je1) agirligi
tartilmigtir. Kuru agirlik igin kriyojeller 50°C etiivde kurutulmus ve (Mkuru jel)
tartilmigtir. Sigsme oranini hesaplamak i¢in Esitlik 3 kullanilmigtir [39].

Sisme oran1 (%) = (Msismis jet — Mkuru jet) / Miuru jet X 100

3.7.1.4. Sisme derecesi

Kriyojellerin sisme derecesinin hesaplanabilmesi icin jellerin 1slak ve kuru agrliklar
Olciilmiistiir. Deiyonize su ile kriyojellerin sismesi saglanmis ve yiizeyinde kalan fazla

su uzaklastirilarak (mysiak je1) tartilmastir.
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Kuru agirlik igin kriyojeller 50°C etiivde kurutulmus ve (Mkuru jer) tartilmistir. Sigsme
derecesini hesaplamak i¢in Esitlik 4 kullanilmistir [39].

Sisme derecesi (S)= (Mislak jel — Mkuru jet) / Mkuru jel
3.7.2. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi (FTIR) Spektrometresi ile Yap1 Analizi

PHEMA temelli kriyojellerin yapisinin jelatin, KOL Tip IV ve FN ile
zenginlestirilmesinin basaris1 FTIR-ATR (Thermo Fisher Scientific, Nicolet is50,
Waltham, MA, ABD) ile incelenmisti. PHEMAGEL’in yapisina jelatinin,
PHEMA+KOL Tip IV ve PHEMAGEL+FN kriyojellerin yapisina ise Kol tip IV ve
FN’nin katilip katilmadiginin belirlenebilmesi igin infrared spektrumlart alinmistir.
Kriyojeller analiz 6ncesi oda sicakliginda kurutuldu ve jellerin spektrumu 650-4000 cm-
1 dalga sayisi arahiginda alindi. FTIR analizi i¢gin HUNITEK’ten hizmet alim
yapilmistir.

3.7.3. Mikro Bilgisayarh Tomografi (Mikro-CT)

Farkl1 6zelliklerle sentezlenmis olan kriyojellerin gézenek boyutlarini, dagilimlarini ve
porlar arast baglantilari inceleyebilmek amaciyla PHEMA, jelatin igeren PHEMAGEL,
jellerin yapisina katilan KOL tip IV iceren PHEMA+KOL tip IV ve FN iceren
PHEMAGEL+FN gruplar1 i¢in Mikro-CT taramasi (16 MP Bruker Skyscan 1272,
ABD) yapilmistir. Kriyojeller analiz i¢in silindirik olarak sentezlenmistir ve analiz
oncesi liyofilizatér (LyoQuest, Telstar) ile dondurularak kurutulmustur. Mikro-CT
taramasi i¢in jeller X-151n1 kaynagi oniinde 360° dondiiriildii. Kriyojellerin 3 boyutlu
morfolojik analizleri elde edildi. HUNITEK ten hizmet alimi yapilarak mikro-CT

analizleri gergeklestirilmistir.
3.8. Folik Asit (FA) Miktarmin ELISA ile Ol¢iilmesi

ELISA ile spektrofotometrik 6l¢lim yontemi FA’ nin in vitro salim davranislarim
belirleyebilmek i¢in uygulanmistir. Farkli 6zellikler ile sentezlenmis olan PHEMA,
PHEMA+KOL tip IV, PHEMAGEL ve PHEMAGEL+FN kriyojel gruplarina baglanan
FA molekiiliiniin miktarin1 saptayabilmek amaciyla hazirlanan FA c¢ozeltisinden
kriyojellere baglanmadan once ve 24 saat’lik baglanmadan sonra ornekler eppendorf
tiiplerine alinmistir. FA salim analizi i¢in alinan 6rnekler Human Folic Acid ELISA Kiti
(Katalog No EAO0051Hu, Bioassay Technology Laboratory, China) kullanilarak
ireticinin talimatlar1 izlenmistir ve mikroplak okuyucuda (BIOTEK, pQuant)

spektrofotometrik dlgiimleri yapilmistir.
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Kriyojellere baglanan FA baglanma sonrasi analizi i¢in serumlu DMEM F-12

besiyerindeki salimlarina bakilmistir.

Literatiir arastirmalar1 sonucunda salim analizleri i¢in 4, 10, 24 ve 48 saat belirlenmistir.
Sterilizasyonu saglanan kriyojeller in vitro salim analizi i¢in hazirlanmistir. FA salim
analizi i¢cin PHEMA+FA, PHEMA+KOL Tip IV+FA, PHEMAGEL+FA ve
PHEMAGEL+FN+FA olmak iizere dort kriyojel grubuna bakilmistir. Kriyojeller 24
gozlu steril plakalara yerlestirilmistir. Plakaya yerlestirilen kriyojellerin tizerine 1 mL
DMEM F-12 besi ortam1 eklenmistir. Daha sonra % 5 CO2 nem kosullarinda ve 37°C
sicaklikta inkiibasyona birakilmistir. Belirlenen siirelerde besi ortamindan Ornekler
almarak eppendorf tiiplere aktarilmistir ve alinan miktar kadar besi ortami geri
eklenmigtir. Plaka tekrar inkiibasyona birakilarak son salim siiresine kadar alinan
ornekler 4°C’de saklanmistir. 48. saat Ornekleri de alindiktan sonra biitiin 6rnekler bir
araya getirilmistir ve calisilmadan 6nce 30 dakika oda sicakliginda bekletilmistir.
Toplanan 6rnekler iireticinin belirtmis oldugu protokol izlenerek 450 nm’de (BIOTEK,

pQuant) okunarak analiz edilmistir.
3.9. Kriyojeller ile In vitro Hiicre Kiiltiir Calismalari

Bu calisma kullanilacak kriyojellerin kalinligin1 ve boyutunu belirleyebilmek amaciyla
24 ve 48 gozli hiicre kiltiir plaklarina uygun iki farkli boyutta kriyojeller
sentezlenmistir. Kriyojellere BeWo, HUVEC ve 3:1 hiicre orani ile hiicre ekimi
gerceklestirilmistir ve sonrasinda 24 géze uygun jel boyutu ile deneylere devam
edilmistir. Farkli ozellikler ile hazirlanmis olan 8 Kkriyojelin biyouyumlu olup
olmadigimi inceleyebilmek ve hiicrelerin kriyojellerdeki proliferasyon yeteneklerini
anlayabilmek icin jellere BeWo, HUVEC ve ortak kiiltiirler (3 BeWo, 1 HUVEC orani)
ekilmistir. Hiicre canliligin1 belirleyebilmek icin 2, 4 ve 7.giin inkiibasyonlarda MTT

canlilik analiz testi uygulanmigtir.
3.9.1. Sterilizasyon

Kriyojeller hiicre kiiltiir calismalarinda kullanilmadan once sterilize edilmistir. Ilk
olarak % 70’lik alkol (v/v) igerisinde 60 dakika boyunca li¢ kez calkalayici iizerinde
yikanmistir. Sonrasinda ise ayni sekilde streil ultra saf su ile {i¢ kez jellerin yikanmasi
saglanmistir. Hiicrelerin kiiltiir plak tabanina tutunmasini engelleyen parafilmler,

plakanin taban boyutunda kesilerek % 70’lik (v/v) alkol igerisinde 20 dakika bekletildi.
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Parafilmler steril PBS’ten geg¢ilerek kiiltiir plaka tabanlarina yerlestirildi ve sterilizasyon
icin 45 dakika mor 6tesi (UV) 1sim1 altinda birakildi. Kriyojeller ise parafilm kapl
plakalara yerlestirildi ve 45 dakika mor otesi (UV) 1511 altinda birakildi. Bu sekilde
kriyojellerin sterilizasyonu saglanarak hiicre kiiltiir c¢alismalarina uygun hale

getirilmistir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. A. Parafilm ile tabami kaplanmis 24 gozIli hiicre kiiltiir plagi, B.

Sterilizasyonu yapilan kriyojel gruplarmin UV 1sin1 altinda bekletilmesi.
3.9.2. Kriyojel Doku Iskelesindeki Hiicrelerin MTT Canhlik Analizleri

Farkli ozellikler ile hazirlanan kriyojellerin doku iskelesi olarak kullanilabilirligi
ikilenme siireleri farkli olan BeWo ve HUVEC hiicrelerinin mono kiiltiirii ve 3:1
(BeWo-HUVEC) hiicre oranmin ortak kiiltliri ile incelenmistir (Sekil 3.4).
Sterilizasyonu saglanan kriyojellere hiicre ekimi yapilmadan 6nce kriyojeller hiicrelerin
tireme kosullarina uygun besiyeri ile kosullandirilmistir. Kriyojeller, % 10’luk FSS ve
% 1’lik penisilin ve streptomisin iceren DMEM F-12 besi ortami igerisinde 2 saat

boyunca inkiibe edilmistir.
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Sekil 3.4. Kriyojellere ekilecek hiicrelerin santrifiij sonrasi hiicre peletleri, B. Hiicre

peletinin kriyojel gruplarina ekilmesi gosterilmistir.
3.9.2.1. Kriyojel Doku iskelelerinde Mono ve Ortak Kiiltiir Gruplar

Farkli 6zellikler ile hazirlanmig olan kriyojel doku iskelelerinin sito-uyumlulugunu ve
hiicrelerin kriyojellerdeki proliferasyon yeteneklerini anlayabilmek igin ikilenme
zamanlar1 farkli olan BeWo ve HUVEC hiicrelerinin mono kiiltiirii ve 3:1 (BeWo-
HUVEQC) hiicre oraninda ortak kiiltiirii ger¢eklestirilmistir (Sekil 3.5). Farkl igeriklere
sahip 8 kriyojel grubu 24 gozlii plaka boyutuna uygun olacak sekilde sentezlenmistir.
BeWo ve HUVEC hiicreleri jellere tek asamada, 3:1 hiicre oran grubu ise iki agsamada
ekilmistir. Hiicre ekilmesi yukarida belirtildigi sekilde aymi islemler uygulanarak
gerceklestirilmistir. Kriyojel basina BeWo hiicreleri i¢in 1x10° hiicre/jel, HUVEC
hiicreleri i¢in 2,5x10° hiicre/jel ve ortak kiiltiir 3:1 oraninda ise totalde 1x10° hiicre/jel
gelecek sekilde Tripsin/EDTA ile 75 cm?’lik flask yiizeyinden kaldirilan hiicreler 2, 4
ve 7 giin i¢in ii¢ tane santrifiij tlipline aktarilmistir ve 5 dakika 800 rpm'de santrifiij
edilmistir. Santriflij sonras: elde edilen hiicre peletleri kriyojel gruplarna ekildi (Sekil
3.5). Kriyojeller besi ortam icermeden 1 saat % 5 CO2 nem kosullarinda ve 37°C
sicaklikta inkiibasyona birakildi. Daha sonra kriyojel gruplarinin mono kiiltiirlerine 1
mL % 10’luk FSS ve % 1’lik penisilin ve streptomisin igeren DMEM F-12 besi ortamt1
eklendi. 3:1 oran grubunu igeren kriyojel gruplarma ise HUVEC hiicresinin ekimi ayni
islemler uygulanarak yapilmistir. 3:1 ortak kiiltiir kriyojel gruplari besi ortami
icermeden 1 saat inkiibe edildikten sonra jel basina 1 mL besiyeri eklenmistir.
Kriyojellerdeki besiyerinin % 50’si 2 giinde bir degistirilmistir. Hiicrelerin canliliklar

2,4, ve 7 giin boyunca MTT canlilik analizi ile degerlendirildi.
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Sekil 3.5. A. Farkli 6zelliklerle sentezlenen 8 farkli kriyojelin sito-uyumluluk analizi
i¢in hiicre kiiltlir plaklarina yerlestirilmesi, B. Kriyojellere hiicre ekimi dncesi besiyeri

ile inkiibasyonu gosterilmistir.

3.9.2.2. Kriyojel Doku Iskelesindeki Mono ve Ortak Kiiltir Gruplarina

Vortioksetin Uygulamasi

Tiim kriyojel gruplarma ekilen BeWo, HUVEC ve 3:1 hiicre oraninin MTT canlilik
analizlerinden sonra Vortioksetin uygulamasinin yapilacagt kriyojel gruplari
belirlenmistir. PHEMA, PHEMA-+KOL Tip IV+FA, PHEMAGEL,
PHEMAGEL+FN+FA kriyojel doku iskelelerine BeWo, HUVEC ve 3:1 hiicre orani
ekilerek Vortioksetin doz uygulamasi yapilmistir. Cizelge 3.2’de deney gruplari
verilmigtir. Kriyojellere hiicre ekimi yukarida belirtildigi sekilde ayni islemler
uygulanarak yapilmistir. Hiicre ekimi gerceklesen kriyojel gruplari % 5 CO2 nem
kosullarinda ve 37°C sicaklikta inkiibasyona birakilmistir. Vortioksetin doz uygulamasi
HUVEC hiicreleri i¢in hiicre ekiminden 24 saat sonra, BeWo ve 3:1 hiicre oran gruplari
icin ise 48 saat sonra gerceklestirilmistir. inkiibasyon sonrasi kriyojellerdeki besiyeri
aspire edilerek ortamdan uzaklastirilmistir ve jel basima 1 mL PBS eklenerek jeller
yikanmistir. Doz uygulamast i¢in serumsuz DMEM F-12 besiyerinde hazirlanan 30 uM
ve 60 uM Vortioksetin ¢ozeltileri kriyojel basina 1 mL gelecek sekilde uygulanmaistir.
Kontrol grubuna ise jel basina 1 mL serumsuz DMEM F-12 besiyeri eklenmistir.
Kriyojeller 37°C ve % 5 COz iceren nem kosullarinda inkiibasyona birakilmistir. Doz

uygulamasinin 2, 4 ve 7 giin boyunca MTT canlilik analizleri degerlendirilmistir.
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Cizelge 3.2. Vortioksetin uygulamasi igin belirlenen Kriyojel gruplari.

Mono ve Ortak PHEMA PHEMAGEL
Kiiltiir LG Y ar PHEMAGEL + Vortioksetin
KOL TiP IV + FA FN+FA
BeWo - + T + 78
HUVEC - L i 4 i
BeWo + HUVEC + + . . "

3.9.2.3. MTT Canlilik Analizi

MTT (Sigma, Amerika) canlilik analizi kriyojellere ekilen hiicrelerin canlilik
oranlarinin belirlenmesi i¢in kullanilmistir. Kriyojellerdeki hiicrelerin canlilik analizleri
icin 2, 4 ve 7 giin inkiibasyon siireleri literatiire gére belirlenmistir. Her inkiibasyon i¢in
aym1 islemler uygulanmustir. inkiibasyon siireleri sonunda biyouyumluluk analizleri igin
kriyojellerdeki DMEM F-12 besiyeri ve doz uygulanan kriyojel gruplarindaki
Vortioksetin ¢dzeltisi ortamdan aspire edilerek uzaklastirilmistir ve jel basina 1 mL PBS

ile kriyojel gruplar1 yikanmustir.

24 g6zIu hiicre kiiltiir plaklarindaki kriyojeller i¢in jel basina 1 mL serumsuz DMEM F-
12 besiyeri ve iizerine 100 pL MTT soliisyonu eklenerek karanlikta 3 saat 37°C ve % 5
CO: igeren nem kosullarinda inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda olusan
formazan kristallerini ¢dzebilmek i¢in hazirlanan DMSO/Amonyak (% 95 DMSO, % 5
Amonyak) ¢ozeltisi jel bagina 600 uL gelecek sekilde jellere eklenmistir ve 15 dakika
shakerda calkalanmistir. Mor renge doniisen ¢ozeltiden 100 pl ¢ekilerek tekrarli bir
sekilde 96 gozlii plakaya aktarilmistir ve 550 nm’de mikroplak okuyucuda (BIOTEK,
pQuant) spektrofotometrik dl¢iimii yapilmistir. A¢iga ¢cikan OD (optik dansite) degerleri

ile kriyojellere ekilen hiicrelerin % canlilig1 hesaplanmistir.
3.10. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) ile Yiizey Morfolojisinin incelenmesi

3:1 hiicre oraninin ¢esitli igeriklerle hazirlanmis olan farkli 6zelliklerdeki kriyojel
gruplarina yapilan canlilik analizleri sonucunda en iyi yiizde hiicre canlilik sonuglarini
veren kriyojel gruplarma (PHEMA ve PHEMA+KOL Tip IV) SEM goriintilemesi
yapilmistir. PHEMA ve PHEMA+KOL Tip IV+FA kriyojeller ile etkilesimlerini,
hiicrelerin kriyojel yiizeyine tutunup tutunmadigini ve hiicrelerin farkli jellerideki
proliferasyon yeteneklerini anlayabilmek amaciyla hiicre ekiminden 7 giin sonra SEM
(ZEISS, EVO 50) analizi ile kriyojellerin doku iskelesi olarak kullanilabilirligi

incelenmistir.
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Kriyojellerin gozeneklerini ve yiizey yapilarini inceleyebilmek i¢in hiicre ekimi
yapilmamis bos PHEMA ve kriyojellere KOL tip IV baglanmasinin gbzenek boyutlari,
gozenek duvarlari, yiizey ve yigin yapilart lizerine olan etkisini incelemek ve
karsilastirmak amaciyla PHEMA+KOL tip IV kriyojelin de SEM goériintiileri alinmustir.
Hiucreleri kriyojel gruplarmin SEM  gorintileri Jeoloji Miihendisligi Boliimiinde

bulunan Elektron Mikroskopi Laboratuvarinda yapilmistir.

e Hiicre iceren kriyojel gruplarinin SEM analizi i¢in 3:1 hiicre orani i¢in totalde

1x108 hiicre/jel (BeWo 75x10* hiicre/jel, HUVEC 25x10* hiicre/jel) olacak

sekilde kriyojellere hiicre ekimi yukarida belirtilen islemler uygulanarak
gerceklestirilmistir. 7 giin boyunca inkiibasyona birakilan kriyojellerin 2 giinde
bir besiyerin % 50’si degistirilmistir.

e Inkiibasyon sonrasi fiksasyon islemi i¢in dncelikle besiyeri kriyojellerden aspire

edilerek uzaklagtirilmistir ve jeller PBS ile yikanmistir.

e Kiriyojel bagina 1 mL % 2,5’luk (v/v) hazirlanan gluteraldehit fiksatifi jellerin
tizerine eklendi ve jelleri +4°C’de karanlikta 30 dakika boyunda fiksasyona
birakildi. Fiksatif kriyojellerden aspire edilerek uzaklastirildi ve jeller PBS ile
yikandi.

e Dechidrasyon islemi i¢in kriyojeller sirasi1 ile % 30, % 50, % 70 ve % 100 alkol
serilerinde 5 dakika bekletilmistir. Kriyojel basma 600 pl hekzametildisilazan
(HMDS) soliisyonu eklenerek 10 dakika bekletilmistir. Sonrasinda ise jeller
HMDS igerisinden ¢ikartilarak oda sicakliginda kurutulup altin-paladyum
EMS550X cihaz modeli ile kaplanmistir ve SEM goriintiileri alinmustir.

e Hiicre igermeyen kriyojel gruplarinin SEM analizi i¢in, Kkriyojeller 40°C

sicakliktaki etiiv igerisinde kurutulmustur ve altin-paladyum ile kaplanarak SEM
goriintiileri alinmistir. Hiicresiz kriyojellerin SEM (JEOL, JEM 1200 EX,
Tokyo, Japonya) goriintiileri icin HUNITEK ten hizmet alim1 yapilmistir.
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3.11. p -hCG Hormon Seviyesinin ELISA ile Belirlenmesi

B-hCG hormon miktarmin ELISA ile dlgiilmesi icin PHEMA ve PHEMA+KOL Tip
IV+FA kriyojel gruplarina BeWo ve 3:1 oran grubunun hiicre ekimi yapilmistir. BeWo
hiicreleri i¢in kriyojel basina 1x10° jel/hiicre, 3:1 oranda ise totalde 1x10° jel/hiicre
olacak sekilde BeWo icin 75x10% jel/hiicre, HUVEC igin ise 25x10* jel/hiicre pelet
halinde jellere ekilmistir. BeWo ve 3:1 oran1 2 giin 37°C’de inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasi jeller PBS ile yikanmistir ve sonrasinda 30 pM ve 60 uM

Vortioksetin uygulamasi yapilmistir.

Kriyojel gruplarindan kontrol, 30 uM ve 60 uM Vortioksetin ile 2, 4 ve 7 giinliikk
inklibasyon sonunda kiiltiir ortamlar1 alinmistir. Alinan siipernatantlar -20°C’de

saklanmustir.

B-hCG hormon kiti i¢in {reticinin talimatlar1 izlenerek standart egri grafigi
olusturulmustur. Siipernatantlardaki hormon miktarinin 6l¢iimii i¢in asagida yer alan

tireticinin belirtmis oldugu protokol uygulanmistir.

e Siipernatantlar ve kit soliisyonlar1 kullanilmadan 30 dakika 6nce oda sicakligina

cikartilmistir.

e Ornekler 4°C 1000 X g’de 20 dakika santrifiij edilmistir (Hettich, Mikro 22R,
Zentrifiyjgen, Almanya).

e 100 pL ornek kit igerisindeki antijen kapli 96 kuyucuklu ELISA plakalarina
eklenmistir ve 37°C’de 90 dakika inkiibe edilmistir.

e Inkiibasyon sonunda kuyulardaki sivi aspire edilerek uzaklastirilmistir. Yikama
yapilmadan kuyulara 100 pL biyotinlenmis tespit ¢alisma soliisyonu eklenmistir

ve 37°C’de 60 dakika inkiibe edilmistir.

e Kuyular bosaltilmigtir ve her kuyu 350 pL yikama soliisyonu ile 3 kere

yikanmistir.

e Her kuyuya 100 puL konsantre horse radish peroksidaz (HRP) konjugat ¢alisma
soliisyonu eklenmistir ve 37°C’de 30 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonrast kuyular bosaltilmistir ve her kuyu 350 pL yikama soliisyonu ile 5 kere

yikanmuistir.
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e Kuyulara 90 pL substrat soliisyonu karanlikta eklenerek 37°C’de 15 dakika
inkiibasyon birakilmistir. Sonrasinda ise her kuyuya reaksiyonu durdurmak i¢in

50 pL durdurma soliisyonu eklenmistir.
e Orneklerin OD okumasi1 450 nm’de ELISA cihazinda yapilmustir.

Standart egri grafigindeki absorbans-konsantrasyon (OD) degerleri igin 4-parametreli
lojistik egri grafigi secilmistir.
3.12. MMP-2 ve MMP-9 Protein Seviyelerinin ELISA ile Belirlenmesi

MMP-2 ve MMP-9 protein miktarinin ELISA ile o6l¢iilmesi i¢in PHEMA ve
PHEMA+KOL Tip IV+FA kriyojel gruplarina BeWo ve 3:1 oraninda hiicre ekimi
yapilmistir. BeWo hiicreleri igin 1x108 jel/hiicre, 3:1 oraninda ise 1x10° jel/hiicre olacak
sekilde BeWo igin 75x10% jel/hiicre, HUVEC igin ise 25x10* jel/hiicre pelet halinde
jellere ekilmistir. BeWo ve 3:1 orani DMEM-F12 besiyerinde 2 giin 37°C’de inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrast jeller PBS ile yikanmustir ve sonrasinda 30 pM ve 60 pM

Vortioksetin uygulamasi yapilmistir.

Kriyojel gruplarindan kontrol, 30 pM ve 60 pM Vortioksetin dozlarmin 2, 4 ve 7 giinliik
inkiibasyonlar1 sonunda kiiltiir ortamlari alinmigtir. Alinan siipernatantlar -20°C’de

saklanmugtir.

MMP-2 ve MMP-9 protein kitleri igin iireticinin talimatlari izlenerek standart egri
grafigi olusturulmugstur. Siipernatantlardaki protein miktarmin 6l¢iimii i¢in asagida yer

alan {ireticinin belirtmis oldugu protokol uygulanmistir.

e Siipernatantlar ve kit soliisyonlar1 kullanilmadan 30 dakika 6nce oda sicakligina

cikartilmistir.

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

e 100 pL ornek kit igerisindeki antijen kapli 96 kuyucuklu ELISA plakalarina
eklenmistir ve 37°C’de 90 dakika inkiibe edilmistir.

e Inkiibasyon sonunda kuyulardaki siv1 aspire edilerek uzaklastirilmistir. Yikama
yapilmadan kuyulara 100 pL biyotinlenmis tespit ¢alisma soliisyonu eklenmistir
ve 37°C’de 60 dakika inkiibe edilmistir.
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e Kuyular bosaltilmigtir ve her kuyu 350 pL yikama soliisyonu ile 3 kere

yikanmuistir.

e Her kuyuya 100 puL konsantre HRP konjugat ¢alisma soliisyonu eklenmistir ve
37°C’de 30 dakika inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi kuyular bosaltilmistir
ve her kuyu 350 pL yikama soliisyonu ile 5 kere yikanmuistir.

e Kuyulara 90 pL substrat soliisyonu karanlikta eklenerek 37°C’de 15 dakika
inkiibasyon birakilmistir. Sonrasinda ise her kuyuya reaksiyonu durdurmak igin

50 pL durdurma soliisyonu eklenmistir.
e Orneklerin OD okumasi 450 nm’de ELISA cihazinda yapilmustir.

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

lojistik egri grafigi secilmistir.
Sekil 3.6’da deneylerin akis semasi verilmistir.
3.13. Istatistiksel Analizler

Calisma kapsaminda elde edilen verilerin istatistigi IBM SPSS Statistics 23
programinda incelenmistir. Analizler yapilmadan 6nce verilerin homojen olup olmadigi
Levene analizi ile degerlendirilmistir. Kriyojellerin boyutunun belirlenmesi igin T-testi
(birbirinden bagimsiz iki 6rneklem testi) kullanilmistir. Kriyojellere baglanan folik
asitin salim analizi, kriyojel gruplarma uygulanan MTT hiicre canlilik analizi,
Vortioksetin doz uygulamasi, B-hCG hormon analizi, MMP-2 ve MMP-9 protein
analizleri verilerin homojen oldugu durumda ANOVA, verilerin homojen olmadigi
durumlarda ise Welch testi ile incelenmistir. Gruplar arasindaki farkliliklarin
belirlenmesinde post hoc test olarak ANOVA i¢in Tukey, Welch igin ise Games
Howells analizleri yapilmistir. Tiim analizler i¢in 6nemlilik diizeyi p<0,05 kabul

edilmistir.
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Sekil 3.6. Deneysel akis semast.

62



4. SONUCLAR

4.1. Sterilite Testleri

BeWo hiicrelerinde ¢ekirdek DAPI ile boyanarak mikoplazma varlig1 test edilmistir.
Boyama sonucu cekirdeklerde 1sima goriilmemistir (Sekil 4.1.). HUVEC hiicresinin
mikoplazma varlig1 hizmet alimi1 yapilarak ELISA kiti ile incelemistir. Yapilan test
sonucuna gore mikoplazma sonucu negatif c¢ikmustir. Sterilite testleri sonucunda

hiicrelerin saglikli oldugu goriilmiistiir ve deneylere devam edilmistir.

Sekil 4.1. BeWo hiicresinin DAPI ile boyanmis ¢ekirdeklerinin floresan mikroskop

goruntust.
4.2. Ureme Egrisi

Bewo ve HUVEC hiicrelerinin iireme karakterinin anlasilmasi i¢in yapilan 10 giinliik
hiicre sayim sonuglarinin grafikleri asagida verilmistir. Sayim sonuglarina gore
hiicrelerin ikilenme zamanlar1 hesaplanmustir. ikilenme zamanlarinin belirlenebilmesi
icin logaritmik grafik verileri kullanilmistir. BeWo hiicresinin hiicre sayisindaki artist
t3’ten baglayarak t7’ye kadar devam etmistir. BeWo hiicresinin iireme egrisi Sekil
4.2°de verilmistir ve ikilenme siiresi PDT=53 saat olarak belirlenmistir. HUVEC
hiicresinin hiicre sayisindaki artis1 en yiiksek t5’te gortilmistir. HUVEC hiicresinin

tireme egrisi Sekil 4.3’te verilmistir ve ikilenme siiresi PDT=28 saat bulunmustur.
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Sekil 4.2. BeWo hiicresinin iireme egrisi grafigi.
HUVEC Hiicresinin Ureme Egrisi
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Sekil 4.3. HUVEC hiicresinin iireme egrisi grafigi.
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4.3. Hiicrelerin Morfolojik Goriintiileri

BeWo ve HUVEC hiicrelerinin 151k mikroskobu altinda morfolojileri incelenmistir
(Sekil 4.4.). BeWo hiicreleri epitelyal tipte olup ve ylizeyde kiimeli olarak ¢ogalirken,
HUVEC hiicreleri endotelyal tipte hiicrelerdir ve tek tabakali bir sekilde

cogalmaktadirlar. Her iki hiicre tipi ylizeye bagli adherent olarak iiremektedirler.

Sekil 4.4. BeWo ve HUVEC hiicrelerinin 151k mikroskobu goriintiileri. A. BeWo hiicresi
(200 uM olgek), B. HUVEC hiicresi (100 uM 6lgek).

4.4, PHEMA Temelli Jelatin ve Protein iceren Siipermakrogozenekli Kriyojellerin

Karakterizasyon Sonuclari

Tez kapsamindaki PHEMA temelli kriyojellerin polimerizasyonu 24 saat boyunca -
18°C’de gerceklestirilmistir. Polimerizasyon sonrasinda oda sicakligina ¢ikartilan
kriyojellerin yapisindaki buz kristallerinin erimesi saglanmistir. Polimerizasyon
sirasinda olugan buz kristallerinin erimesiyle birbirleriyle baglantili makrogdzenekler

olusmustur.

PHEMA temelli kriyojelin yapisina jelatin, KOL Tip IV ve FN ile fonksiyon
kazandirilarak dort farkli o6zellige sahip kriyojellerin sentezlenmesi saglanmigtir.
PHEMA kriyojellerin yapisina jelatin ve hiicre dist elemanlarin katilmasiyla
kriyojellerde meydana gelen degisimler incelenmistir. Hazirlanan PHEMA,
PHEMA+KOL Tip IV, PHEMAGEL, PHEMAGEL+FN kriyojellerin saglam, esnek ve

stingerimsi yapida olduklari morfolojik olarak gézlenmistir.
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Sentezlenen dort farkli 6zellikteki kriyojeller Sekil 4.5’te verilmistir. PHEMAGEL ve
PHEMAGEL+FN; PHEMA ve PHEMA+KOL Tip IV kriyojele oranla igeriginde
bulunan jelatinden dolayr yap1 olarak daha sikidir. Kolajen ve fibronektinin
PHEMA+KOL Tip IV ve PHEMAGEL+FN kriyojellerin yapisina katilmasi
kriyojellerin fiziksel yapisinin daha esnek ve daha saglam olmasini saglamistir. Jelatin
iceren PHEMAGEL ve PHEMAGEL+FN kriyojellerin jelatin igermeyen PHEMA
kriyojel gruplarina gore renklerinin daha koyu oldugu gézlenmistir. Farkli 6zellikler ile
hazirlanmis olan kriyojellere 24 saat boyunca calkalayici igerisinde folik asitin
adsorpsiyonu saglanmigtir. Adsorpsiyon sonrasi olusan PHEMA+FA, PHEMA+KOL
Tip IV+FA, PHEMAGEL+FA, PHEMAGEL+FN+FA kriyojellerin morfolojik
incelemesinde jelatin bagli olan gruplarin daha siki ve saglam oldugu gozlenmistir.
Sekil 4.6’da folik asit baglanmasi ile olusan tiim kriyojel gruplar1 verilmistir. Folik asit

ile fonksiyon kazandirilan kriyojel gruplarinin sar1 renkte oldugu goriilmiistiir.

PHEMA+KOL PHEMAGEL
PHEMA iy [v+FA PHEMAGEL 4 prN+FA

Sekil 4.5. PHEMA temelli sentezlenen kriyojel gruplarinin kesilmis disk goriintiileri.

PHEMA+KOI PHEMA+KOI PHH\1~\( EL PHEMAGEL
Tip IV Tip IV+FA +FN+FA

PHEMA PHEMA+ PHEMAGEL PHH\!\(H

Sekil 4.6. PHEMA temelli sentezlenen kriyojellere folik asit baglanmasiyla olusan sekiz
farkli kriyojel grubunun kesilmis disk goriintiileri (folik asit bagli kriyojeller sari

renkte).
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4.4.1. Kriyojellerin Sisme Ozellikleri

Tez ¢aligsmasi kapsaminda sentezlenen PHEMA temelli kriyojellerin yukarida belirtilen
ozelliklerinden dolay1 sisme Ozelliklerinin degerlendirilmesi 6nem kazanmustir.
Asagidaki  grafiklerde @ PHEMA, PHEMA+KOL Tip IV, PHEMAGEL,
PHEMAGEL+FN kriyojellerin sisme deneyleri sonucu verilmistir. Sekil 4.7°de
kriyojellerin 1slak ve kuru goriintiileri verilmistir. Kriyojellerin sismis ve kurutulmus
halleri arasinda farklilik bulunmaktadir. Jelatin igeren kurutulmus kriyojel gruplarinin

daha fazla biizlistiigii g6zlenmistir.

PHEMA PHEMA+KOL Tip PHEMAGEL PHEMAGEL+FN
IV+FA +FA

Sekil 4.7. PHEMA temelli sentezlenen kriyojellerin sismis (iist sirada) ve kuru (alt

sirada) goriintiileri.

Makrogdzeneklilik derecesi, kriyojellerin sahip oldugu genis gézenekler hakkinda bilgi
vermektedir. Gozeneklerin boyut ve baglantilar1 atik maddelerin atilmasi, gazlarin ve
besinlerin daha rahat tasinabilmesi agisindan onemlidir. Gézenek boyutu hiicrelerin
kriyojel doku iskelesine tutunabilmesini ve c¢ogalabilmesini etkilemektedir. Sekil
4.8’deki makrogdzeneklilik sonucuna bakarak jelatin iceren PHEMAGEL ve
PHEMAGEL+FN kriyojellere gore PHEMA ve PHEMA+KOL Tip IV kriyojellerin
makrogozenek derecesinin daha yiiksek oldugu gorilmiistiir. Jelatin iceren kriyojel
gruplarinin  makrogdzeneklilik derecesinde diisiis gozlenmistir. Jelatinin yapiya
katilmasi i¢in ¢apraz baglayici olarak kullanilan gluteraldehit monomer ¢ozeltisinde yer
alan serbest amin gruplara baglanmaktadir. Monomer olan HEMA’ ’nin serbest amin

gruplarina baglanmasindan dolay1r makrogozeneklilik derecesinde azalma goériilmiistiir.
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Sekil 4.8. PHEMA temelli kriyojellerin makrogozeneklilik dereceleri.

Jellesme verimi sentezlenen kriyojellerin capraz baglanma etkinligi hakkinda bilgi
vermektedir. Jellerin sentezinde kullanilan monomerlerin polimerlere doniistimiinii
gostermektedir. Tez kapsaminda sentezlenen PHEMA kriyojelde capraz baglayici
olarak PEGDA ve PHEMAGEL, PHEMA+KOL Tip IV, PHEMAGEL+FN
kriyojellerde ¢apraz baglayict olarak PEGDA ve gluteraldehit kullanilmistir.
Kriyojellerin jellesme verimleri Sekil 4.9’da verilmistir. PHEMA ve PHEMAGEL
kriyojellerin, PHEMA+KOL Tip IV ve PHEMAGEL+FN kriyojellere gore jellesme
verimlerinin biraz daha yliksek oldugu goriilmiistiir. Hazirlanan kriyojellerin jellesme

verimleri % 70-80 arasinda olup etkin bir sekilde jellestikleri goriilmiistiir.
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JELLESME VERIMI (%)

PHEMA PHEMA+KOL PHEMAGEL PHEMAGEL+FN
Tip IV
Kriyojel Gruplar

Sekil 4.9. PHEMA temelli kriyojellerin jellesme verimleri.

PHEMA, PHEMA+KOL Tip IV, PHEMAGEL ve PHEMAGEL+FN kriyojellerin
sisme oranlar1 Sekil 4.10’da verilmistir. Hazirlanan kriyojellerin sisme oranlari
incelendiginde hazirlanan tiim kriyojellerin yiiksek sisme oranlarina ve yiliksek su
tutabilme kapasitelerine sahip olduklar1 goriilmistiir. Sigsme oranlarinin % 83-86
arasinda olmas1 ile hazirlanan kriyojellerin benzer sisme davranisi gosterdigi

anlasilmstir.

SISME ORANI (%)
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PHEMA PHEMA+KOL PHEMAGEL PHEMAGEL+FN
Tip IV
Kriyojel Gruplari

Sekil 4.10. PHEMA temelli kriyojellerin sisme oranlari.
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Sekil 4.11°de verilen sisme dereceleri incelendiginde jelatin iceren PHEMAGEL ve
PHEMAGEL+FN kriyojellerin sisme derecelerinde PHEMA ve PHEMA+KOL Tip IV
kriyojellere oranla biraz diisiis oldugu goriilmistiir. Jelatinin yapida bulunmasi
PHEMAGEL ve PHEMAGEL+FN kriyojellerde PHEMA ve PHEMA+KOL Tip IV
kriyojellere oranla daha az siingerimsi bir yapi olusturmus ve sisme derecesini bir

miktar azaltmistir.
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Sekil 4.11. PHEMA temelli kriyojellerin sisme dereceleri.

4.4.2. FTIR Analizi

PHEMA temelli hazirlanan kriyojellere fonksiyon kazandirilmasi igin jelatin, Kol Tip
IV ve FN jellerin yapisina eklenmistir ve PHEMAGEL, PHEMA+KOL Tip IV ve
PHEMAGEL+FN kriyojeller sentezlenmistir. Kriyojellerin yapisina jelatin, Kol Tip IV
ve FN’nin katilip katilmadigini gosterebilmek igin jellerin infrared spektrumlari
alimmistir. Spektrumlara diizglinlestirme ve otomatik zemin diizeltme islemleri

uygulanmstir.

PHEMA kriyojelin infrared spektrumu Sekil 4.12°de verilmistir. PHEMA kriyojelin
spektrumlar incelendiginde 3420 cm-1°da (O-H gerilme bandi), 2927 c¢cm-1’da (C-H
gerilme bandi), 1724 cm-1’de (C=0O bandi) ve 1150 cm-1’da (C-O gerilme bandi)
goriilmiistiir. Bu bantlar monomer olan HEMA igin karakteristik bantlardir [117].
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Sekil 4.12. PHEMA kriyojelin FTIR/ATR spektrumu.

PHEMA+KOL Tip IV kriyojelin infrared spektrumu Sekil 4.13’te verilmistir.
PHEMA+KOL Tip IV kriyojelin infrared spektrumu incelendiginde kolajenden
kaynakli amid I band1 1658 cm-1 ve amid II bandi 1545 cm-1 goriilmiistiir.
PHEMA nin yapisinda olmayan kolajene 6zgii olan amid I ve II bantlarinin goriilmesi
kolajenin PHEMA+KOL Tip IV kriyojele yapisina basarili bir sekilde katildigini
gostermektedir [122].
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Sekil 4.13. PHEMA+KOL Tip IV kriyojelin FTIR/ATR spektrumu.

PHEMAGEL kriyojelin infrared spektrumu Sekil 4.14’te verilmistir. Jelatinin
yapisindan kaynakli 1640 cm-1’da amid I band1 (C=0 gerilme), 1556 cm-1’de amid II
band1 (N-H ve C-N gerilme) ve 1277 cm-1’de amid III bandi (C-N ve N-H ¢ift gerilme)
goriilmektedir. Amid I, II ve III bantlarinin varlig1 jelatinin PHEMAGEL kriyojel
yapisina basaril bir sekilde katildigini gostermektedir [123].
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Sekil 4.14. PHEMAGEL kriyojelin FTIR/ATR spektrumu.
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PHEMAGEL+FN kriyojellerin infrared spektrumu ise Sekil 4.15’te verilmistir.
PHEMAGEL+FN kriyojelin infrared spektrumu incelendiginde jelatinden kaynakli
amid I ve amid II bantlar1 sirasiyla 1631 cm-1’de (C=0 gerilme) ve 1560 cm-1’da (N-H
ve C-N gerilme) goriilmiistiir. Ayrica amid I ve amid II bantlar1 fibronektin ve jelatinin

yapisindan kaynakli ortak banttir [124].
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Sekil 4.15. PHEMAGEL+FN kriyojelin FTIR/ATR spektrumu.
4.4.3. Mikro-CT Analizi

Caligma kapsaminda hazirlanan kriyojellerin gozenek boyutlarini ve gdzenek
boyutlarmin ylizde dagilimlarini degerlendirebilmek icin PHEMA, PHEMA+KOL Tip
IV, PHEMAGEL ve PHEMAGEL+FN kriyojellere Mikro-CT analizi yapilmustir.
Gozenek boyutu, hiicrelerin jellere tutunabilmesinde ve ¢ogalmasinda dogrudan bir
etkiye sahiptir. Sekil 4.16’da PHEMA, Sekil 4.17°de PHEMA+KOL Tip IV, Sekil
4.18°de PHEMAGEL ve Sekil 4.19°da PHEMAGEL+FN kriyojellerin gdzenek
boyutlarinin yiizde dagilim grafikleri verilmistir. Sekil 4.20°de ise A ve A1’de PHEMA,
B ve Bl’de PHEMA+KOL Tip IV, C ve Cl’de PHEMAGEL ve D ve DI1’de
PHEMAGEL+FN kriyojellerin 3 boyutlu Mikro-CT goriintiileri verilmistir. Kriyojeller
bir X-1sin1 kaynagi oniinde 360° dondirilmiistir ve ti¢ boyutlu gorintiiler elde

edilmistir.
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Analiz i¢in kriyojeller 21 mm uzunlukta ve ¢apt 6 mm olacak sekilde hazirlanmistir.
Mikro-CT o6rnekleri analiz oncesinde 24 saat liyofilizatorde kurutulmustur. Analiz
sonucunda PHEMA kriyojelin gézenek yiizdesi 57.2, PHEMA+KOL Tip IV kriyojelin
38.3, PHEMAGEL 44.1, PHEMAGEL+FN kriyojelin 28.76 olarak bulunmustur. Sekil
4.16°da PHEMA kriyojelin gézenek boyutunun yiizde olarak dagilimi verilmistir ve
PHEMA kriyojelin gozenek boyutlart 15-135 pm arasinda degismektedir.
PHEMA+KOL Tip IV kriyojelin gbzenek dagilimi Sekil 4.17’de verilmistir ve
PHEMA+KOL Tip IV kriyojelin gézenek boyutlar1 15-165 um arasinda degismektedir.
PHEMA+KOL Tip IV kriyojelin gdzenek boyutunun PHEMA kriyojelden farkli olarak
165 um’ye ulastigi goriilmektedir. PHEMAGEL kriyojelin gozenek dagilimi Sekil
4.18’de verilmistir ve PHEMAGEL kriyojelin gozenek boyutlarmin  dagilimi
PHEMA+KOL Tip IV kriyojele benzer yiizdelerde ve 15-165 um arasinda degistigi
goriilmistir. PHEMAGELAFN kriyojelin gozenek dagilimi Sekil 4.19°da verilmis ve
PHEMAGEL+FN kriyojelin gézenek boyutlarinin dagilimi diger kriyojellerden fakli
olarak 15-255 pum arasinda degistigi gorilmistiir. Kriyojellerin bu farkli gozenek
boyutu dagiliminin hiicrelerin tutunmasinda ve ¢ogalmasina ortam saglayarak hiicre

canliliginda artis saglamasi beklenmektedir.
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Sekil 4.16. PHEMA kriyojelin Mikro-CT analiz sonuglarmin gézenek boyutuna gore
gozenek ylizdesi dagilim grafigi.
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PHEMA+KOL Tip IV
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Sekil 4.17. PHEMA+KOL Tip IV kriyojelin Mikro-CT analiz sonuglariin gozenek
boyutuna gore gozenek yiizdesi dagilim grafigi.
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Sekil 4.18. PHEMAGEL kriyojelin Mikro-CT analiz sonuglarinin gézenek boyutuna
gore gozenek yiizdesi dagilim grafigi.
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PHEMAGEL+FN
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Sekil 4.19. PHEMAGEL+FN kriyojelin  Mikro-CT analiz sonuglarinin gézenek
boyutuna gore gozenek yiizdesi dagilim grafigi.
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Sekil 4.20. A ve Al. PHEMA, B ve B1. PHEMA+KOL Tip IV, C ve C1. PHEMAGEL,
D ve D1. PHEMAGEL+FN kriyojellerin ti¢ boyutlu Mikro-CT goriintiileri.
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4.5. Folik Asit Miktarmin ELISA Ol¢iim Sonuglar

PHEMA temelli sentezlenmis olan PHEMA+KOL Tip IV, PHEMAGEL ve
PHEMAGEL+FN kriyojel gruplarina gebelikte alinmas1 gerekli bir vitamin olan folik
asit analizlerden Oonce baglanmistir. Kriyojel diskler hazirlanan folik asit ¢ozeltisi
icerisinde 24 saat boyunca baglanmaya birakilmistir. Baglanma oncesi folik asit
cOzeltisinden ve 24 saatlik baglanmadan sonra kriyojel gruplarmmin folik asit
¢ozeltilerinden ornekler alinmistir ve folik asitin salim davranisi incelenmistir. Sekil
4.21’de PHEMA temelli hazirlanmis olan kriyojel gruplarina baglanan folik asitin salim
grafigi verilmistir. Salim sonuglar1 degerlendirildiginde baglanmadan 6nceki folik asit
cozeltisine kiyasla 24 saatlik baglanmadan sonraki tiim kriyojel gruplarindaki folik asit
salimlarinin istatistiksel olarak anlamli derecede az oldugu gozlenmistir (50-60
nmol/L). PHEMA+KOL Tip IV+FA ve PHEMAGEL+FA kriyojel gruplarindaki folik
asit salimlarinin ayni degerlerde oldugu goriilmektedir. PHEMAGEL+FN+FA kriyojel
grubundaki folik asit salimi ise % 50 oranindadir ve diger kriyojel gruplarina gore daha
az folik asit salim1 oldugu tespit edilmistir. Folik asitin kriyojel gruplarina basarili bir
sekilde baglandig1 goriilmiistiir.

Folik Asit Salim Analizi

120
3
= 100
£ g0 * * *
C T TI L
S, 60 i x
@ o [ aatn,
S a0 e T e s e
@ bt ! Pl el s
2 20 bl A .'.":'.'.:'.
§ biteitel 1 : 1 : 1 : :':'I':':':'.

0 e ™ o N N N P Tl

XQ?* & g \)XQY” @@*
W o~ § <
& S \y &
< & > Q
& \a
& R @@
QQ” Soliisyon Gruplar ‘?:2”

Sekil 4.21. PHEMA temelli hazirlanmis kriyojel gruplarma baglanan FA

soliisyonlarinin salim grafigi.

*; Folik asit ¢ozelti grubundan istatistiksel olarak anlamli derecede farkli (p<0,05).
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Farkli Ozellikler ile hazirlanmig olan kriyojel gruplarina hiicre ekimi serumlu
besiyerinde yapilacagindan folik asitin in vitro salim davranisini belirleyebilmek igin
folik asit baglanan kriyojel gruplarinin serumlu besiyerindeki salimlar1 incelenmistir.
Kriyojel gruplarmmin FA in vitro salim analizi igin, kriyojeller serumlu besiyeri
icerisinde 4, 10, 24 ve 48 saat bekletilmistir salim sonuglar1 degerlendirilmistir.
PHEMA+FA, PHEMA+KOL IV+FA, PHEMAGEL+FA ve PHEMAGEL+FN+FA
kriyojel gruplarmin in vitro folik asit salimlari incelenmistir. Sekil 4.22’de kriyojel
gruplarinin artan inkiibasyon siirelerine bagli olarak folik asit salim grafigi verilmistir.
Hiicreler i¢in kullanilan DMEM-F12 besiyeri igerisinde FA bulunmaktadir. Bu deger
blank olarak kabul edilip tiim degerlerden ¢ikartilmistir. Kriyojel gruplarinin folik asit
salim1 incelendiginde PHEMA+KOL Tip IV+FA kriyojelin 4.saatte % 25-30 arasinda
oldugu 10.saatte ise % 25’e distigli gozlenmistir. 48.saatte ise % 25’in altina
dismiistiir. PHEMAGEL+FA jelin folik asit salimmin 4.saatte % 26, 10.saatte ise %
20’ye distiigii gozlenmistir. 24.saatte anlamli olmayan bir artis olmustur. 48.saatte ise
% 20’ye distiigi goriilmiistir. PHEMA+FA jelin folik asit salimi 4.saatte % 24 iken
artan inkiibasyon saatlerine bagli olarak folik asit saliminda azalma gostermistir.
PHEMAGEL+FN+FA kriyojelin ise 4.saatte % 20, 10.saatte % 23 folik asit salimi
incelenmistir. 48.saatte % 20’ye azaldigi goriilmistiir. Folik asitin in vitro saliminda
artan inkiibasyon siireleri i¢in tiim kriyojel gruplarmin belirli bir seviyede oldugu
gozlenmistir. Tiim kriyojel gruplarinin 48.saatteki folik asit saliminda azalma oldugu
gorilmistiir. Kriyojel gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur. Folik
asitin kriyojel gruplarina basarili bir sekilde baglandigi ve kriyojellerin folik asiti jel

yapisinda korudugu goriilmiistiir.
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Folik Asit Salim Analizi
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Sekil 4.22. Kriyojel gruplarinin serumlu besiyeri icerisindeki FA salim grafigi.
4.6. Kriyojel Sisteminde MTT Hiicre Canlilik Sonuclari

Uc boyutlu hiicre kiiltiir ortaminda yeni nesil plasental model olusturmak amaciyla
farkli Ozellikler ile hazirlanmis olan kriyojel iskeleler kullamilmistir. Kriyojeller,
hiicrelerin tutunmasini ve g¢ogalmasini saglayabilecek birbirleriyle baglantili makro
gozeneklerden olugsmaktadirlar. Mekanik olarak dayanikli ve saglam yapida olmalari,
biyouyumlu ve hidrofilik 6zellikte olmalar1 olusturulacak plasental model ig¢in
kriyojellerin bu calismada tercih edilmelerini saglamistir. Uygun ii¢ boyutlu por
yapisina sahip biyouyumlu PHEMA kriyojellere jelatin, fibronektin veya kolajen tip IV
ile birlikte folik asit baglanarak fonksiyon kazandirilmistir. Farkli o6zelliklerle
hazirlanmis olan kriyojel gruplarina BeWo ve HUVEC hiicreleriyle mono ve ortak-
kiiltiir sistemleri olusturulmustur. Bu c¢alismada, hazirlanan farkli 6zelliklerdeki
kriyojellerin hiicre canlilign tizerindeki etkileri MTT hiicre canlilik analizi ile
degerlenmistir. Sonrasinda ise olusturulan {i¢ boyutlu plasental kriyojel sistemlerine

Vortioksetin uygulamasi yapilarak hiicre canliligt MTT analizi ile degerlendirilmistir.
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4.6.1. Mono ve Ortak Kiiltiir Gruplarinin Canlhilik Analizi

PHEMA temelli sentezlenen kriyojellerin yapisina hiicrelerin daha iyi tutunabilmesi ve
cogalabilmesi i¢in jelatin, fibronektin veya kolajen tip IV eklenerek jellere fonksiyon
kazandirilmigtir. Hazirlanan dort farkli kriyojelin polimerizasyon ¢dzeltilerinde ¢apraz
baglayicilar kullanilarak PHEMA, PHEMA+KOL Tip 1V, PHEMAGEL ve
PHEMAGEL+FN kriyojeller sentezlenmistir. Bu dort farkli kriyojel grubuna 24 saat
boyunca calkalayict iizerinde folik asit baglanmasi gerceklestirilmistir. Baglanma
sonrasi PHEMA+FA, PHEMA+KOL Tip IV+FA, PHEMAGEL+FA ve
PHEMAGEL+FN+FA ile birlikte totalde sekiz farkli kriyojel doku iskeleleri
sentezlenmistir. Farkli igerikler ile hazirlanmis olan kriyojel doku iskelelerinin
biyouyumlulugunu ve hiicrelerin farkli kriyojellerdeki proliferasyon yeteneklerini
anlayabilmek i¢in ikilenme zamanlar1 farkli olan BeWo ve HUVEC hiicrelerinin mono
kiiltiirti ve 3:1 (BeWo-HUVEC) hiicre oraninin ortak kiiltiirii 2, 4 ve 7.giin MTT canlilik
analiz ile incelenmistir. Analizlerde PHEMA kriyojel kontrol grubu olarak seg¢ilmistir
ve fonksiyon kazandirilan PHEMA+KOL Tip IV, PHEMAGEL, PHEMAGEL+FN
PHEMA+FA, PHEMA+KOL Tip IV+FA, PHEMAGEL+FA ve PHEMAGEL+FN+FA
kriyojel gruplari ile karsilastirilmigtir.

Farkli igerikler ile hazirlanmis olan kriyojel gruplarina ekilen BeWo hiicresinin kontrol
grubuna kiyasla 2, 4 ve 7.giinlerdeki ylizde hiicre canlilik sonuglari Sekil 4.23’de
verilmistir. BeWo hiicresinin MTT analiz sonuglarina gore jelatin, fibronektin, kolajen
tip IV ve folik asit ile fonksiyon kazandirilmis kriyojel gruplari kontrol grubu olan
PHEMA kriyojel ile karsilastirildiginda 6zellikle 7.glin i¢in tim kriyojellerde hiicre
canlilik yiizdelerinin PHEMA kriyojelin ¢ok fazla {izerinde oldugu goriilmustiir.
PHEMA+KOL Tip IV, PHEMA+FA, PHEMA+KOL Tip IV+FA, PHEMAGEL,
PHEMAGEL+FN, PHEMAGEL+FA ve PHEMAGEL+FN+FA kriyojel gruplarinin
7.glindeki hiicre canliliklart PHEMA kriyojele kiyasla istatistiksel olarak O6nemli
derecede artiglar gostermistir. PHEMA+KOL Tip IV, PHEMA+FA ve ozellikle
PHEMA+KOL Tip IV+FA jel gruplarinin hiicre canliliklar jelatin iceren PHEMAGEL,
PHEMAGEL+FN, PHEMAGEL+FA ve PHEMAGEL+FN+FA kriyojel gruplarma
kiyasla 7.giinde onemli artiglar gdstermistir. Kolajen tip IV’iin ve folik asitin hiicre

tutunmasini ve ¢ogalmasini arttirdig1 gézlenmistir.
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PHEMA+KOL Tip IV, PHEMA+FA ve PHEMA+KOL Tip IV+FA kriyojellerin hiicre
canliliklart incelendiginde 2.giinde PHEMA+KOL Tip IV+FA kriyojel kontrol
grubundan, PHEMA+KOL Tip IV ve PHEMA+FA jel gruplarindan istatistiksel olarak
anlaml derece artis gostermistir. 4.glinde ise PHEMA+KOL Tip IV ve PHEMA+FA jel
gruplarma kiyasla PHEMA+KOL Tip IV+FA kriyojelin hiicre canliliginda artis
goriilmiistiir. PHEMA+KOL Tip IV ve PHEMA+FA kriyojelin 2. ve 4.giindeki hiicre
canliliklarinda istatistiksel olarak anlamli bir artis goriilmemistir. Ancak 7.giindeki
hiicre canlilik yiizdesinde istatistiksel olarak anlamli bir artis goriilmektedir. Jelatin
iceren PHEMAGEL, PHEMAGEL+FN, PHEMAGEL+FA ve PHEMAGEL+FN+FA
kriyojel gruplarinin ylizde hiicre canliliklar1 degerlendirildiginde 2.giin hiicre
canliliginm  PHEMAGEL+FA kriyojelde diger kriyojellere gore yiiksek oldugu
gozlenmistir. 4.gliinde ise PHEMAGEL ve PHEMAGEL+FA kriyojeller hiicre
canliliklarinda artis gostermistir. Jelatin iceren kriyojel gruplari 7.giinde kontrol
grubuna kiyasla hiicre canliliginda istatistiksel olarak anlamli derecede artis
gostermistir. PHEMAGEL ve PHEMAGEL+FN+FA kriyojel gruplarindaki yiizde hiicre

canlilig1 inkiibasyon siiresine bagli olarak dogrusal bir artis gostermektedir.

BeWo hiicresinin kolajen tip IV ve folik asit ile fonksiyon kazandirilan PHEMA
kriyojelindeki (PHEMA+KOL Tip IV+FA) hiicre canliligi diger jellere kiyasla
inkiibasyon siirelerine bagli olarak en yiiksek yiizdeyi vermistir. Elde edilen sonuglara
gore hiicre tutunmasinda ve ¢ogalmasinda en uygun igerige sahip PHEMA+KOL Tip
IV+FA kriyojel bulunmusgtur.
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Kriyojel BeWo Canlilik Analizi
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Sekil 4.23. Kriyojel gruplarindaki BeWo hiicresinin 2. 4. ve 7.giin canlilik yiizdeleri.
a; PHEMA kriyojel grubundan istatistiksel olarak anlamli derecede farkli (p<0,05).

Kriyojel gruplarina ekilen HUVEC hiicresinin 2, 4 ve 7.giinlerdeki yiizde hiicre canlilik
MTT sonuglar1 Sekil 4.24’te verilmistir. Hiicre canlilig1 inkiibasyon siiresine bagl
olarak ozellikle 7.giinde jelatin, fibronektin, kolajen tip IV ve folik asit ile fonksiyon
kazandirilmis kriyojel gruplarinda kontrol grubu olan PHEMA kriyojele kiyasla 6nemli
artis  gostermistir. PHEMA+KOL Tip IV, PHEMA+KOL Tip IV+FA,
PHEMAGEL+FN, PHEMAGEL+FA ve PHEMAGEL+FN+FA kriyojel gruplarinin

7.giin hiicre canliliklarinda istatistiksel olarak 6nemli derecede artiglar gézlenmistir.

PHEMA+KOL Tip IV, PHEMA+FA ve PHEMA+KOL Tip IV+FA kriyojellerin MTT
analizi sonuclart degerlendirildiginde 2.giin hiicre canliliklarindaki azalma istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir. Kontrol grubu PHEMA kriyojele gore PHEMA+KOL
Tip IV kriyojelin 4.glin hiicre canliliginda istatistiksel olarak anlamli bir azalma
goriilmiistir. PHEMA+KOL Tip IV+FA kriyojelin 4.giin hiicre canliligi ise kontrol
grubu kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir atis géstermistir. PHEMA+KOL Tip IV ve
PHEMA+KOL Tip IV+FA kriyojel gruplarinin yiizde hiicre canlilig1 kontrol grubu ve
PHEMA+FA kriyojele gore 7.giinde istatistiksel olarak ©Onemli derecede artis

gostermektedir.
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Jelatin igeren PHEMAGEL, PHEMAGEL+FN, PHEMAGEL+FA ve
PHEMAGEL+FN+FA kriyojel gruplarinin yiizde hiicre canliliklar1 degerlendirildiginde
2.gin PHEMAGEL ve PHEMAGEL+FN+FA kriyojellerin hiicre canliliklarinda
PHEMA kriyojele gore istatistiksel olarak anlamli azalma gOstermistir.
PHEMAGEL+FA kriyojel 2.giin hiicre canlilifinda azalma gostermistir ancak
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. PHEMAGEL+FN kriyojel ise 2.giin hiicre
canliliginda kontrol grubuna, PHEMAGEL, PHEMAGEL+FA, PHEMAGEL+FN+FA
kriyojel gruplarina ve jelatin igermeyen kriyojel gruplarmma (PHEMA+KOL Tip 1V,
PHEMA+FA ve PHEMA+KOL Tip IV+FA) gore istatistiksel olarak anlamli derecede
artis gostermektedir. 4.giinde PHEMAGEL+FA kriyojel grubu hiicre canliliginda
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak artig gostermistir. Jelatin igeren PHEMAGEL,
PHEMAGEL+FN, PHEMAGEL+FA ve PHEMAGEL+FN+FA kriyojel gruplariin
7.glin hiicre canliliklart PHEMA’ya gore istatistiksel olarak onemli derece artis
gosterdigi belirlenmistir. PHEMA+KOL IV+FA ve PHEMAGEL+FN+FA kriyojel
gruplarinda inkiibasyon siirelerine bagli olarak dogrusal bir artigs ve 7.glin hiicre
canliliklarinin diger jellere kiyasla anlamli olarak daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.
HUVEC hiicresinin fibronektin, kolajen tip IV ve folik asit ile fonksiyon kazandirilarak

sentezlenen kriyojel gruplarinda hiicre canliligini korudugu ve ¢ogaldigi goriilmiistiir.
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Sekil 4.24. Kriyojel gruplarindaki HUVEC hiicresinin 2. 4. ve 7.giin canlilik yiizdeleri.

a; PHEMA kriyojel grubundan istatistiksel olarak anlamli derecede farkli (p<0,05).
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Hazirlanan kriyojel gruplarina ekilen 3:1 (BeWo-HUVEC) hiicre oranin 2, 4 ve
7.giinlerdeki yiizde hiicre canlilik MTT analiz sonuglart Sekil 4.25°te verilmistir. Hiicre
canlilig1 inkiibasyon siiresine bagli olarak 6zellikle 7.glinde jelatin, fibronektin, kolajen
tip IV ve folik asit ile fonksiyon kazandirilmis kriyojel gruplarinda kontrol grubu olan
PHEMA kriyojele kiyasla oOnemli artis gostermistir. PHEMA+KOL Tip 1V,
PHEMA+FA, PHEMA+KOL Tip IV+FA, PHEMAGEL, PHEMAGEL+FA ve
PHEMAGEL+FN+FA kriyojel gruplarinin 7.giin hiicre canliliklarinda istatistiksel
olarak 6nemli derecede artislar gézlenmistir. Jelatin icermeyen PHEMA+KOL Tip 1V,
PHEMA+FA ve PHEMA+KOL Tip IV+FA kriyojel gruplarinin MTT analizi yiizde
hiicre canlilik sonuglar1 degerlendirildiginde kriyojel gruplarimin 2.giin hiicre
canliliklarinda artis goriinse de istatistiksel olarak anlamli  bulunmamustir.
PHEMA+KOL Tip IV+FA kriyojel grubunun 4.giin hiicre canlilifinda kontrol grubu,
PHEMA+KOL Tip IV ve PHEMA+FA kriyojellere kiyasla istatistiksel olarak anlamli
derecede artig goriilmiistiir. 7.giin hiicre canliligt PHEMA+KOL Tip IV, PHEMA+FA
ve PHEMA+KOL Tip IV+FA kriyojellerde PHEMA kriyojele gore istatistiksel olarak
onemli derecede artmistir. PHEMA+KOL Tip IV+FA kriyojelin 3:1 hiicre oraninda
hiicre canlilig1 inkiibasyon siiresine bagli olarak dogrusal bir artis gostermistir. Kolajen
tip IV ve folik asitin hiicre tutunmasi ve ¢ogalmasi tizerinde arttirict etkisi oldugu
gbzlenmistir. Jelatin iceren PHEMAGEL, PHEMAGEL+FN, PHEMAGEL+FA ve
PHEMAGEL+FN+FA kriyojel gruplarmin yiizde hiicre canliliklar1 incelendiginde
2.giin hiicre canlilig1 kontrol grubuna gére PHEMAGEL ve PHEMAGEL+FA kriyojel
gruplarinda artma, PHEMAGEL+FN ve PHEMAGEL+FN+FA kriyojellerde ise azalma
gostermistir  ancak  sonuclar istatistiksel olarak  anlamli  bulunmamustir.
PHEMAGEL+FN+FA kriyojelin 4.glin hiicre canliliginda kontrole gore istatistiksel
olarak anlamli derecede artis gozlenmistir. 7.glin hiicre canliigt PHEMAGEL,
PHEMAGEL+FA ve PHEMAGEL+FN+FA kriyojel gruplarinda PHEMA’ya kiyasla
istatistiksel olarak énemli derecede artis gdstermistir. Ozellikle PHEMA+KOL Tip IV,
PHEMA+KOL Tip IV+FA ve PHEMAGEL+FN+FA kriyojel gruplari 7.giinde en
yiiksek hiicre canlilik yiizdelerini vermistir. Plasental hiicreler kullanilarak 3:1 (BeWo-
HUVEC) hiicre oran1 ile fibronektin, kolajen tip IV ve folik asitle fonksiyon
kazandirilarak sentezlenen kriyojel gruplari ile olusturulan plasental modellerin in
vivoya daha yakin sistemler olmalari beklenmistir. Kriyojel gruplarindaki hiicre

canliliginin 7.gline kadar korundugu ve ¢ogaldig goriilmiistiir.
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Kriyojel 3:1 Canhihk Analizi
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Sekil 4.25. Kriyojel gruplarindaki 3:1 hiicre oraninin 2. 4. ve 7.gilin canlilik yiizdeleri.
a; PHEMA kriyojel grubundan istatistiksel olarak anlamli derecede farkli (p<0,05).

4.6.2. Mono ve Ortak Kiiltiir Gruplarina Vortioksetin Uygulamasinin Canhhk
Analizi

Cesitli ozellikler ile olusturan sekiz farkli kriyojel grubunun MTT hiicre canlilik
sonuglar1 degerlendirildiginde hiicre canliliginin inkiibasyon siiresine bagli olarak
korundugu ve artisin oldugu gruplar (PHEMA, PHEMA+KOL Tip IV+FA,
PHEMAGEL, PHEMAGEL+FN+FA) secilerek  Vortioksetin  uygulamasinin
yapilmasina karar verilmistir. Vortioksetin PHEMA, PHEMA+KOL Tip IV+FA,
PHEMAGEL ve PHEMAGEL+FN+FA kriyojel gruplarina BeWo ve HUVEC
hiicresinin mono ve 3:1 hiicre oranimin ortak kiiltiirii ile Vortioksetin uygulamasinin
hiicre canlilig: tizerine etkileri MTT hiicre canlilik analizi ile ilk kez bu tez kapsaminda

incelenmistir.

Vortioksetin uygulanan mono ve ortak kiiltiirdeki hiicrelerin kriyojel gruplarindaki
yiizde hiicre canlilik grafikleri ayri bir sekilde verilmistir. Kontrol PHEMA ve DMSO
gruplarmin 2, 4 ve 7.glin sonundaki hiicre canliliklar1 incelenmistir ve istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik bulunmadigr ic¢in grafiklerde DMSO grubuna yer
verilmemistir. Farkli 6zellikler ile hazirlanmis olan kriyojel gruplarina ekilen BeWo
hiicresine Vortioksetin uygulamasi sonras1 2, 4 ve 7.gilinlerdeki ylizde hiicre canlilik

sonuglar1 Sekil 4.26’da verilmistir.

86



PHEMA kriyojel grubu incelendiginde, 30 pM Vortioksetin doz grubunun kontrol
grubuna gore 2, 4 ve 7.giin BeWo hiicresindeki canlilik yiizdesinde istatistiksel olarak
bir azalma goriilmemistir. 60 uM Vortioksetin doz grubunun 2.giin BeWo hiicresindeki
canlilik yiizdesi kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir azalma
gostermistir. 60 uM Vortioksetin doz grubu 4. ve 7.giinlerde 2.gline kiyasla hiicre
canliliginda artig géstermistir ancak anlamli bulunmamistir. PHEMA+KOL Tip IV+FA
kriyojel grubunun Vortioksetin dozlar1 incelendiginde 2.gin 30 uM ve 60 uM
Vortioksetin doz gruplarindaki azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir. 4.giin
30 uM ve 60 uM Vortioksetin doz gruplarinda kontrol grubuna kiyasla azalma
goriilmustiir. Ancak 4.giin 60 uM Vortioksetin doz grubunun kontrole kiyasla olan

hiicre canliligindaki azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmugtur.

7.giin 60 uM Vortioksetin doz grubunun hiicre canlilig1 kontrol grubuna ve 30 uM doza
gore  azalmistir. PHEMAGEL  kriyojel = grubundaki  hiicre  canliliklar
degerlendirildiginde 2.giin 60 uM Vortioksetin doz grubunda kontrol grubuna kiyasla
hiicre canliliginda istatistiksel olarak anlamli derece azalma goriilmiistiir. 4.giin 30 uM
ve 60 uM Vortioksetin doz gruplarindaki hiicre canliligi kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli derece azalma gostermistir. 60 puM Vortioksetin doz
grubunun 7.glin hiicre canliligi kontrole gore istatistiksel olarak anlamli derecede
azalmistir. PHEMAGEL+FN+FA kriyojel grubunun BeWo hiicresinin yilizde canlilig
incelendiginde 30 uM ve 60 uM Vortioksetin doz gruplarinin 2. ve 4.giin hiicre canlilig1
kontrol grubuna gore azalmistir. Ancak istatistiksel olarak anlamli bir azalma
gostermemistir. 7.giin 60 uM Vortioksetin doz grubunun hiicre canlilig1 kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli derecede azalma gdstermistir. Kriyojel gruplarindaki
BeWo hiicresinin hiicre canlilig1 doza ve inkiibasyon siirelerine bagli olarak anlamli bir

azalma gostermemistir. Hiicre canliligi % 20 kadar azalmistir.
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Sekil 4.26. A. PHEMA, B. PHEMA+KOL Tip IV+FA, C. PHEMAGEL, D.

PHEMAGEL+FN+FA  kriyojel BeWo Vortioksetin

gruplarindaki hiicresine

uygulamasinin 2. 4. ve 7.giin sonrast hiicre canlilik ylizdeleri.

a; Kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli derecede farkli (p<0,05), b; 30 uM Vortioksetin doz
grubundan istatistiksel olarak anlamli derecede farkli (p<0,05), c; 60 uM Vortioksetin doz grubundan

istatistiksel olarak anlamli derecede farkli (p<0,05).

Farkli ozellikler ile hazirlanmis olan kriyojel gruplarina ekilen HUVEC hiicresine
Vortioksetin uygulamasi sonrast 2, 4 ve 7.giinlerdeki ylizde hiicre canlilik sonuglar
Sekil 4.27°de verilmistir. PHEMA kriyojeldeki HUVEC hiicresinin yiizde canlilii
incelendiginde 2.giin 30 uM Vortioksetin doz grubundaki hiicre canlilig1 kontrol ve 60
uM Vortioksetin doz gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli derecede azalma
gostermistir. 2.giin 60 pM Vortioksetin doz grubundaki hiicre canlilifi kontrol ve 30
uM Vortioksetin doz gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli derecede azalma
gostermistir. 30 uM ve 60 uM Vortioksetin doz gruplarinin 4.giin hiicre canliliginda
artis gozlenmistir. 7.giin 30 uM Vortioksetin doz grubundaki hiicre canliligi kontrol ve
60 uM Vortioksetin doz gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli derecede azalma
gostermistir. 7.glin 60 pM Vortioksetin doz grubundaki hiicre canlilif1 kontrol ve 30

uM Vortioksetin doz gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli derecede azalmstir.
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PHEMA+KOL Tip IV+FA kriyojel grubunun Vortioksetin dozlar1 incelendiginde 2. ve
4.gtin 30 uM ve 60 uM Vortioksetin doz gruplarindaki hiicre canlilifi azalma
gostermistir ancak istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. 30 uM ve 60 pM
Vortioksetin doz gruplarinin 7.glin hiicre canliliklarindaki azalma kontrol grubuna
kiyasla istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. PHEMAGEL kriyojel grubundaki
hiicre canliliklar1 degerlendirildiginde 2.giin 60 uM Vortioksetin doz grubundaki hiicre
canlilig1 kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede azalmistir. 30 uM ve
60 uM Vortioksetin doz gruplarinin kontrol grubuna kiyasla 4.giin hiicre
canliliklarindaki azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. 7.giin 30 uM
Vortioksetin doz grubundaki hiicre canliligi kontrol ve 60 pM Vortioksetin doz
gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli derecede farkli bulunmustur. 7.giin 60 uM
Vortioksetin doz grubundaki hiicre canliligi kontrol ve 30 pM Vortioksetin doz
gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli derecede azalmistir. PHEMAGEL+FN+FA
kriyojel grubunun HUVEC hiicresinin yiizde canlilig1 incelendiginde 30 uM ve 60 pM
Vortioksetin doz gruplarinin 2.giin hiicre canlilig1 kontrol grubuna gére azalmistir ancak
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. 4.glin 60 uM Vortioksetin doz grubundaki
hiicre canlilig1 kontrol ve 30 uM Vortioksetin doz gruplarina gore istatistiksel olarak
anlamli derecede azalmistir. 4.glin 30 uM Vortioksetin doz grubundaki hiicre canlilig
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede azalmistir. 7.gliin 60 uM
Vortioksetin doz grubundaki hiicre canliligi kontrol ve 30 puM Vortioksetin doz
gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli derecede azalma goOstermistir. Kriyojel

gruplarindaki HUVEC hiicresinin hiicre canliligi % 40 kadar azalmgtir.
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PHEMA-HUVEC MTT Analizi PHEMA+KOL Tip IV+FA-HUVEC
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Sekil 4.27. A. PHEMA, B. PHEMA+KOL Tip IV+FA, C. PHEMAGEL, D.
PHEMAGEL+FN+FA  kriyojel gruplarindaki HUVEC hiicresine  Vortioksetin

uygulamasinin 2. 4. ve 7.giin sonrasi hiicre canlilik ylizdeleri.

a; Kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli derecede farkli (p<0,05), b; 30 uM Vortioksetin doz
grubundan istatistiksel olarak anlamli derecede farkli (p<0,05), c; 60 uM Vortioksetin doz grubundan
istatistiksel olarak anlamli derecede farkli (p<0,05).

Hazirlanmis olan kriyojel gruplarina ekilen 3:1 hiicre oranina Vortioksetin uygulamasi
sonras1 2, 4 ve 7.glinlerdeki ylizde hiicre canlilik sonuglar1 Sekil 4.28°de verilmistir.
PHEMA kriyojeldeki 3:1 hiicre oraninin yiizde canlilig1 incelendiginde 2.giin 30 pM ve
60 pM Vortioksetin doz gruplarindaki hiicre canlilifi azalma gostermistir ancak
istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir. 4.giin 30 uM ve 60 uM Vortioksetin doz
gruplarindaki hiicre canliligi kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlaml
derecede azalma gostermistir. 7.giin 30 uM ve 60 uM Vortioksetin doz gruplarindaki
hiicre canlilig1 2. ve 4.giine gore artis gostermistir. PHEMA+KOL Tip IV+FA kriyojel
grubunun Vortioksetin dozlar1 incelendiginde 2, 4 ve 7.giin 30 uM ve 60 pM
Vortioksetin doz gruplarindaki hiicre canliligi azalma gostermistir ancak istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir. PHEMAGEL kriyojel grubundaki hiicre canliliklart
degerlendirildiginde 2.giin 30 uM ve 60 uM Vortioksetin doz grubundaki hiicre canliligi

kontrol grubuna gore azalmistir ancak istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.
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4.glin 30 uM ve 60 uM Vortioksetin doz grubundaki hiicre canliligt kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli derecede azalma gostermistir. 7.giin 30 uM ve 60 uM
Vortioksetin doz grubundaki hiicre canliligi 4.gline gore artis, kontrole gore azalma
gostermistir. Ancak istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. PHEMAGEL+FN+FA
kriyojel grubunun 3:1 hiicre oraninin yiizde canliligi incelendiginde 2.giin 30 pM
Vortioksetin doz grubu kontrol grubuna gore 60 uM Vortioksetin doz grubu ise kontrol
ve 30 uM Vortioksetin doz grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede azalma
gostermistir. 4.glin 30 uM ve 60 uM Vortioksetin doz grubundaki hiicre canlilig
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede azalma gostermistir. 60 M
Vortioksetin doz grubu 7.giinde kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma
gostermistir. Kriyojel gruplarindaki 3:1 hiicre oranmimn hiicre canliligin % 20 kadar

azalma gostermistir.
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Sekil 4.28. A. PHEMA, B. PHEMA+KOL Tip IV+FA, C. PHEMAGEL, D.
PHEMAGEL+FN+FA kriyojel gruplarindaki 3:1 hiicre oranina Vortioksetin

uygulamasinin 2. 4. ve 7.giin sonrast hiicre canlilik ytizdeleri.

a; Kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli derecede farkli (p<0,05), b; 30 uM Vortioksetin doz
grubundan istatistiksel olarak anlamli derecede farkli (p<0,05), c; 60 uM Vortioksetin doz grubundan
istatistiksel olarak anlamli derecede farkli (p<0,05).
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Kriyojel doku iskelelerine ekilen BeWo ve HUVEC hiicreleriyle olusturulan plasenta
modellerine Vortioksetin uygulamast sonrasi mono ve ortak kiiltiirlerin hiicre
canliliklar1 incelenmistir. Analiz sonuglar1 degerlendirildiginde PHEMA+KOL Tip
IV+FA kriyojel grubundaki BeWo ve 3:1 hiicre oraninin yiizde canlilik degisimlerinde
doza bagli olarak onemli azalmalar goriilmemistir. Hiicrelerin canliliklarini korudugu
gozlenmistir. Bu durum tez kapsaminda sentezlenmis olan farkli 6zellikteki kriyojel
gruplar1 arasindan PHEMA+KOL Tip IV+FA kriyojelin plasental model olarak en ideal
kriyojel grubu oldugunu gostermistir.

4.7. B-hCG Hormon Seviyelerinin Sonugclar:

Hamileligin temel hormonu olan B-hCG hormonu trofoblast hiicrelerden
salgilanmaktadir. Tez kapsaminda kullanilan BeWo (trofoblast) hiicresinin mono kiiltiir
ve 3:1 (BeWo-HUVEC) hiicre orani ile ortak kiiltiiriindeki B-hCG hormonu iiretimi
PHEMA ve PHEMA+KOL Tip IV+FA kriyojellerde incelenmistir.

Vortioksetin dozlar1 uygulanan BeWo ve 3:1 hiicre oraninin PHEMA ve PHEMA+KOL
Tip IV4+FA kriyojel gruplarindaki B-hCG hormon seviyeleri Sekil 4.29°de verilmistir.
BeWo hiicresinin PHEMA kriyojeldeki f-hCG hormon miktar1 60 uM Vortioksetin doz
grubunun 2.glin hormon miktar1 kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli bir
azalma gostermistir. 4.giin 60 uM Vortioksetin doz grubu 30 uM doz grubundan
istatistiksel olarak anlamli bir azalma gostermistir. 7.glin 30 pM ve 60 pM’lik
Vortioksetin dozlar1 kontrol grubuna goére artis gostermistir ancak istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir. 7.glinde kontrol ve doz gruplar arasinda fark goriilmemistir.
BeWo hiicresinin PHEMA+KOL Tip IV+FA kriyojeldeki hormon miktarlart
incelendiginde 2.giin 30 uM Vortioksetin dozu kontrol grubu ve 60 uM Vortioksetin
dozuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede azalma gostermistir. 60 uM
Vortioksetin dozu ise 30 uM Vortioksetin dozuna kiyasla hormon miktarinda anlamli
artis gostermistir. 4. ve 7.giinde kontrol ve doz gruplar1 arasinda istatistiksel olarak

anlaml bir fark goriilmemistir.
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3:1 hiicre oraninin PHEMA kriyojeldeki -hCG hormon miktar1 kontrol ve doz gruplari
arasinda 2.giin i¢in istatistiksel olarak fark goriilmemistir. 4.giinde 30 uM Vortioksetin
dozu kontrol grubuna, 60 uM Vortioksetin dozu ise kontrol ve 30 uM Vortioksetin
dozuna istatistiksel olarak anlamli derecede azalma gostermistir. 60 uM Vortioksetin
dozunun 7.giiniinde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma
goriilmektedir. 30 uM Vortioksetin dozunda da kontrol grubunda azalma goriilmiistiir
ancak istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Sekil 29°da 3:1 hiicre oraninin
PHEMA-+KOL Tip IV+FA kriyojeldeki B-hCG hormon miktari 2.giinde kontrol ve doz
gruplart arasinda istatistiksel olarak fark gostermemistir. 4.giin 60 uM ve 30 uM
Vortioksetin dozlar1 kontrol grubuna gore anlamli bir azalma gostermistir. 7.giin 60 pM

Vortioksetin dozu 30 pM Vortioksetin dozuna gére anlamli bir azalma gostermistir.
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Sekil 4.29. A. PHEMA ve B. PHEMA+KOL Tip IV+FA kriyojel gruplarinda BeWo,
C. PHEMA ve D. PHEMA+KOL Tip IV+FA kriyojel gruplarina ise 3:1 ortak kiiltiir
grubunun 2. 4. ve 7. giin Vortioksetin uygulamasi sonrasi 3-hCG hormon seviyelerinin
Ol¢timii.

a; Kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli derecede farkli (p<0,05), b; 30 uM Vortioksetin doz

grubundan istatistiksel olarak anlamli derecede farkli (p<0,05), c; 60 uM Vortioksetin doz grubundan

istatistiksel olarak anlamli derecede farkli (p<0,05).
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4.8. MMP-2 ve MMP-9 Protein Seviyelerinin Belirlenmesi

Hamileligin baslangicinda ve devaminda temel olan MMP-2 ve MMP-9 proteinleri
trofoblast ve vaskiiler endotel hiicreler tarafindan salgilanmaktadir. Tez kapsaminda
kullanilan BeWo (trofoblast) hiicresinin mono kiiltiirii ve 3:1 (BeWo-HUVEC) hiicre
orani ile ortak Kkiiltiirindeki MMP-2 ve MMP-9 protein seviyeleri PHEMA ve
PHEMA+KOL Tip IV+FA kriyojellerde incelenmistir.

Vortioksetin dozlar1 uygulanan BeWo ve 3:1 hiicre oraninin PHEMA ve PHEMA+KOL
Tip IV+FA kriyojel gruplarindaki MMP-2 protein seviyeleri Sekil 4.30’te verilmistir.
BeWo hiicresinin PHEMA ve PHEMA+KOL Tip IV+FA kriyojel gruplarindaki MMP-
2 protein miktarlar kontrol gruplari ve 30 uM ile 60 uM Vortioksetin dozlar1 arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamustir.

3:1 hiicre oraninin PHEMA kriyojeldeki MMP-2 protein miktar1 2.giin 60 pM
Vortioksetin doz grubu kontrol ve 30 uM Vortioksetin doz grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli derecede artis gostermistir. 4.glin 60 pM Vortioksetin doz grubunda
kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede azalma goriilmiistiir.
7.glinde kontrol ve doz gruplar1 arasinda anlamli bir fark bulunmamistir. 3:1 hiicre
oraninin PHEMA+KOL Tip IV+FA kriyojeldeki MMP-2 protein miktar1 2. ve 4.glinde
gruplar arasinda anlaml bir fark yoktur. 7.glinde ise 30 uM Vortioksetin doz grubu

kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir artis gdstermistir.
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PHEMA-BeWo MMP-2 Protein Ol¢iimii
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Sekil 4.30. A. PHEMA ve B. PHEMA+KOL Tip IV+FA kriyojel gruplarinda BeWo,
C. PHEMA ve D. PHEMA+KOL Tip IV+FA kriyojel gruplarina ise 3:1 ortak kiiltiir
grubunun 2. 4. ve 7. giin Vortioksetin uygulamasi sonras1t MMP-2 protein seviyelerinin
ol¢timii.

a; Kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli derecede farkli (p<0,05), b; 30 uM Vortioksetin doz

grubundan istatistiksel olarak anlamli derecede farkli (p<0,05), c; 60 uM Vortioksetin doz grubundan
istatistiksel olarak anlaml derecede farkli (p<0,05).

Vortioksetin dozlar1 uygulanan BeWo ve 3:1 hiicre oraninin PHEMA ve PHEMA+KOL
Tip IV+FA kriyojel gruplarindaki MMP-9 protein seviyeleri Sekil 4.31°te verilmistir.
BeWo hiicresinin PHEMA kriyojeldeki MMP-9 protein miktar1 60 pM Vortioksetin doz
grubunun 2.giin protein miktar1 kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli bir azalma
gostermistir. 4. ve 7.giin MMP-9 protein seviyesinde kontrol ve doz gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak fark goriilmemistir. BeWo hiicresinin PHEMA+KOL Tip IV+FA
kriyojeldeki protein miktarlart incelendiginde 2.giinde gruplar arasinda fark
gorilmemistir. 4.giin 30 uM Vortioksetin dozu kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli derecede artis gdstermistir. 7.giin MMP-9 protein seviyesinde kontrol ve doz

gruplar1 arasinda istatistiksel olarak fark goriilmemistir.
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3:1 hiicre oraninin PHEMA kriyojeldeki MMP-9 protein miktarlar1 kontrol gruplart ve
30 uM ile 60 uM Vortioksetin dozlar1 arasinda inkiibasyona bagli olarak anlamli bir
fark bulunmamustir. 3:1 hiicre oraninin PHEMA+KOL Tip IV+FA kriyojeldeki MMP-9
protein miktar1 2.giin 30 uM ve 60 uM Vortioksetin dozlarinda kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli bir azalma goriilmektedir. 60 pM Vortioksetin dozu 4.glinde
30 uM Vortioksetin dozuna gore anlamli bir artis gostermistir. 7.giin 30 puM
Vortioksetin dozu kontrol grubuna gore artis, 60 uM Vortioksetin dozu ise 30 uM

Vortioksetin dozuna gore istatistiksel olarak azalma gostermistir.

PHEMA-BeWo MMP-9 Protein Ol¢iimii PHEMA+KOL Tip IV+FA-BeWo
3 014 ,_E) 0.14 - MMP-9 Protein Ollcumu
E 02 _ = 0,12 =
£ ol - : S 01
£ 008 5008
= 006 Z 0,06 {—
= 0,04 - E 0,04 4
0,02 - 0,02 -
S o0 : 5 0 -
= Kontrol 30um 60um = Kontrol 30um 60um
Vortioksetin Gruplari A Vortioksetin Gruplar B
O2.gin W4.giin @7.gin O2.giin W4 gin @7.giin
PHEMA-3:1 MMP-9 Protein Olgiimii PHEMA+KOL Tip IV+FA-3:1 MMP-9
g 0,12 g 0.16 Protein OlguTu
®0,115 0,14 - —
< on | 2o =
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g 0105 i g 0,08 -
= | Z 006
=3 0,04
& “095 | 2 002
= 0,09 EEE ; .
= Kontrol SOp.m GOpm = Kontrol 30pm 60pm
Vortioksetin Gruplari I Vortioksetin Gruplan D
D2.giin W4.glin @7.gin DO2.giin_ ®W4.giin B7.giin

Sekil 4.31. A. PHEMA ve B. PHEMA+KOL Tip IV+FA kriyojel gruplarinda BeWo,
C. PHEMA ve D. PHEMA+KOL Tip IV+FA kriyojel gruplarina ise 3:1 ortak kiiltiir
grubunun 2. 4. ve 7. giin Vortioksetin uygulamasi sonrast MMP-9 protein seviyelerinin
Ol¢limii.

a; Kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli derecede farkli (p<0,05), b; 30 uM Vortioksetin doz

grubundan istatistiksel olarak anlamli derecede farkli (p<0,05), c; 60 uM Vortioksetin doz grubundan

istatistiksel olarak anlamli derecede farkli (p<0,05).
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4.9. SEM Goriintiileri

Hazirlanan kriyojellerin, ylizey yapilarini, gozenek boyutlarini ve dagilimlarini
incelemek amaciyla karakterizasyon ¢aligmasi dahilinde taramali elektron mikroskobu
(SEM) ile goriintiileri almmistir. Hiicre ekimi yapilan kriyojellerin ise hiicre
dagilimlarini, gozeneklere tutunmalarini ve biiylimelerini inceleyebilmek i¢in SEM
gorlntiileri alinmistir. Hiicre ekimi yapilmamis (hiicresiz) ve hiicre ekimi yapilmis

(hiicreli) kriyojel gruplart bir arada verilerek karsilastirmalar1 yapilmistir.

PHEMA kriyojelin hiicresiz ve hiicreli SEM goriintiileri Sekil 4.32°de verilmistir.
Hiicresiz PHEMA kriyojel incelendiginde gozenek duvarlarindan ve ylizey yapisindan
anlasildig1 tizere kriyojelin sentezi basarili bir sekilde gerceklestirilmistir. Hiicreli
PHEMA kriyojelde ise 3:1 (BeWo ve HUVEC) hiicre oranin bir araya gelerek hiicre
kiimeleri olusturdugu ve PHEMA kriyojelin gozeneklerine, gbzenek duvarlarina basarili
bir sekilde tutundugu goriilmiistir. PHEMA kriyojellerin polimerizasyonunda yer alan
PEDGA’nin biyouyumlu olmasindan dolayr hiicre tutunmasini kolaylastirdigi
bilinmektedir [39].

/ /
. /[
J EHT = 15.00 kv Signal A = SE1 Date :1 Jan 2002
Hivac Det: SE pealn GAIA3 TESCAN| WO =100 mm Mag= 202X Time :043:21 Al

View fleld: 415 ym BI: 5.00 100 ym
SEM MAG: 500 x WD: 2.62 mm HUNITEK |

Sekil 4.32. PHEMA kriyojelin A. hiicresiz ve Al. hiicreli 7 giin i¢in SEM goriintiileri;
A) 500 X, bar 100 um, A1) 282 X, bar 20um ( 3:1 (BeWo:HUVEC) ortak kiiltiir

hiicreleri).
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PHEMA+KOL Tip IV+FA kriyojelin hiicresiz ve hiicreli SEM goriintiileri Sekil 4.33°de
verilmigtir. Hiicresiz PHEMA+KOL Tip IV+FA kriyojel incelendiginde goézenek
boyutlarinin  birbirleriyle baglantili ve iyi oldugu gorilmektedir. Gozeneklerin
dagilimindan ve ylizey yapisindan anlasildig1 tizere kriyojelin sentezi basarili bir sekilde
gergeklestirilmistir. MTT canlilik analizinin en yliksek hiicre canliligint veren
PHEMA+KOL Tip IV+FA kriyojelin hiicreli goriintiileri incelendiginde 3:1 oraninin
hiicre kiimeleri olusturarak yiizeye tutunduklari goriilmektedir. PHEMA+KOL Tip
IV+FA kriyojel iskelesinde PHEMA kriyojele gore daha fazla hiicre kiimeleri oldugu

goriilmektedir.

Yapilan analizler sonucunda, plasental bariyer modeli i¢in doku iskelesi olarak KOL
Tip IV ve FA ile fonksiyon kazandirilan PHEMA+KOL Tip IV+FA kriyojelin en uygun

bilesenlere ve 0zelliklere sahip oldugu goriilmiistiir.

- | 20 pm EHT = 1500 kv Signal A = SE1 Date :1 Jan 2002
HiVac Det: SE GAIA3 TESCAN| WD =105mm Mag= 446X Time :1:03:28 Bl

View field: 415 pm BI: 5.00
SEM MAG: 500 x WD: 3.00 mm HUNITEK | 1]

Sekil 4.33. PHEMA+KOL Tip IV+FA kriyojelin B. hiicresiz ve B1. hiicreli 7 giin i¢in
SEM goriintiileri; B) 500 X, bar 100 um, B1) 446 X, bar 20um ( 3:1 (3 BeWo, 1
HUVEQC) ortak kiiltiir hiicreleri).
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5. TARTISMA

Gebeligin baglamasiyla birlikte kadinlarda fiziksel ve ruhsal olarak degisimler meydana
gelmektedir. Fertilizasyon ile birlikte embriyo endometriyuma tutunarak fetal ve
plasental gelisimin baslangicini olusturmaktadir. Gebelik boyunca anne ile bebek
arasindaki baglantiy1 ve aligverisi saglayan plasenta dokusunun segici gegirgen bir
bariyer gorevi bulunmaktadir. Plasenta, temel olarak alinmasi gereken (folik asit, laktat,
vitamin, mineral, su) besinlerin, oksijenin ge¢isini, fetiisten olusan atik maddelerin
uzaklastirilmasini saglayan, gebeligin devamliligi i¢in Onemli olan hormonlarin
salgilanmasini gergeklestiren ¢cok yonlii bir dokudur. Plasentadan pasif difiizyon veya
tagiyict proteinler araciligiyla besin maddelerinin ge¢mesiyle birlikte ilaglar da
gecmektedir. Antibiyotikler ve antidepresanlar hamilelikte kullanimi fazla olan
ilaglardir. Hamilelik ile birlikte kadinlarda meydana gelen fiziksel, sosyal ve ruhsal
degisimler kadimnlar1 depresyona siiriikleyebilmektedir. Gebelikte ilag kullaniminin
giivenligi hakkinda net veriler olmamasina ragmen hamilelik bilinmeden 6nce veya
hamilelik ile birlikte ortaya c¢ikan depresyon gibi ruhsal bozukluk durumunun
diizeltilmesi i¢in antidepresanlar regete edilmektedir [125]. Selektif serotonin geri alim
inhibitorlerinin (SSRI) diger antidepresanlara kiyasla daha giivenli ve etkili oldugu
diistintildiigi i¢in hamilelikte recete edilmesi gereken antidepresanlar olarak kabul
edilmektedir [126]. Plasenta bariyerinden gectigi bilinen bu antidepresanlarin fetiis
tizerindeki etkileri merak konusu olmaktadir. Ancak insan gebelerin plasenta dokusu
tizerinde etik kisitlamalardan dolayr calismalar yapilamamaktadir. Gebe hayvanlar
tizerinde yapilan caligmalar, insan ile hayvanlar arasindaki farkliliklardan dolay:
kullanilan ilaglarin etkinliklerini karsilastirmada kesin sonuglar vermemektedir.
Hayvanlarda (fare ve sican) yapilan talidomid ilag testinin negatif oldugu ancak
insanlarda teratojenik etki yarattigi ya da hayvanlarda teratojenik olan diflunisalin
insanlarda olmadig1 6rnekler bulunmaktadir [127, 128]. Insanlar ve hayvanlar arasinda
molekiiler diizeyde gen ve protein ifadelerinde farkliliklar olmasi translasyonel
mekanizmalarin karsilagtirmalarini sinirlamaktadir [14]. Gebelikte kullanilan ilaglarin
fetal gelisime olan zararini en aza indirebilmek amaciyla arastirmalar yapilmaktadir.
Insan plasenta bariyerinin daha iyi anlasilabilmesi icin alternatif yaklagimlar
gelistirilmektedir. /n vitro galigmalar ilaglarin ve kimyasallarin hiicresel veya dokudaki
etkilerini degerlendirme son yillarda siklikla tercih edilmektedir. Plasenta dokusu

karmasik ve ¢ok katmanli bir yapiya sahiptir [13]. In vitro kosullarda 2B ve 3B hiicre
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kiiltiir ¢aligsmalar1 uygulama alanina uygun olacak sekilde tercih edilmektedir. 3B hiicre
kiltirleri 2B kiiltire gore in vivo ortami daha iyi taklit edebilmesi sayesinde
arastirmalarda siklikla tercih edilmektedir. Kok hiicre arastirmalar1 ve farklilasmalari,
ilag kesfi ve farmakolojik uygulamalari, kanser biyolojisi ve tiimor modellemeleri, gen
ve protein ekspresyonlari, hiicre biyolojisini ve fizyolojisini anlamaya yonelik hiicre
proliferasyon ve hiicre dongiisii, hiicre iskeleti, apoptoz, mikrogevre olusturma, ortak
kiiltiir ve toksisite ¢alismalarinda 3B hiicre kiiltiirleri uygulanmaktadir [33]. 3B hiicre
kilttirleri, hiicrelerin  bulunduklar1 dokulara 6zgii olan mikro c¢evrelerini
olusturabilecekleri bir ortam saglamaktadir. Plasenta dokusunun in vivoyu en iyi sekilde
yansitabilmesi i¢in 3B ortamda modellemeleri yapilmaktadir. Giiniimiizde plasenta
bariyerinin modellenmesi kimyasal maddelerin, ilaclarin, ksenobiyotiklerin fetiise
gecisini belirlemeye yonelik aktif bir arastirma alan1 olmustur [14]. Plasental trofoblast
biyolojisinde hiicre-hiicre ve hiicre-HDM etkilesimleri yeterince iyi anlagilamamaistir.
Bu tez calismasinda olusturulan plasenta modeliyle kriyojel sistem iizerinde BeWo ve
HUVEC ortak hiicre kiiltiirlerinin kullanildigi benzer bir ¢aligmaya literatiirde
rastlanmamistir. Bu calisma kapsaminda, HDM’yi temsilen fibronektin, folik asit ve
kolajen iceren kriyojeller sentezlenmis ve karakterizasyon ¢alismalar1 yapilmistir. Hiicre
proliferasyonunu en iyi destekleyen kriyojel kalinlig1 secilerek hiicresel caligmalara
gecilmis, BeWo ve HUVEC hiicrelerinin ortak kiiltiirli yapilarak plasental bariyer
modeli olusturmasindaki katkilar1 canlilik analizi, hormon ve enzim seviyeleri ol¢iilerek

degerlendirilmistir.

Tez kapsaminda hazirlanan PHEMA kriyojellerin birbirleriyle baglantili makro veya
stiper makro gozeneklerden olusmalar1 diger jellere gore kullanimini avantajl
kilmaktadir. PHEMA kriyojellerin mekanik olarak saglam olmalari, genis ve baglantili
gozeneklere sahip olmalar1 sayesinde oksijen gecirgenligini saglamalar1 ve hidrofilik
ozellikte olmalar1 yapilarinda canli dokular gibi yiiksek miktarda su bulundurmalarini
saglamaktadir [129]. Bu olumlu &zelliklerine ragmen PHEMA temelli kriyojelleri
hiicrelerin tutunabilecegi daha uygun bir yiizey haline getirebilmek ve in vivo plasenta
dokusunu yansitabilmek i¢in polimerizasyon asamasinda plasenta HDM bilesenleri olan
FN, KOL Tip IV ve jelatin yapiya katilmistir. Erken embriyonik damarlarin etrafinda
ifade edildigi bilinen FN embriyogenez, doku onarimi, hiicre yapigsmasi ve gog¢
stireglerinde yer almaktadir ve yapiya katilmistir [24, 74]. KOL Tip IV’iin trofoblast

hiicreleri tarafindan salgilanarak embriyonik ve plasental gelisime katki sagladigi
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bilinmektedir [5]. Kolajenden {iretilen jelatin ise iskele yapisina katilarak hiicrelerin
tutunmasini, biiylimesini ve goclinii arttirmasi saglanmaktadir [60]. Calismamiz
kapsaminda bu 3 HDM bileseni kriyojel yapisina katilarak PHEMA kriyojele
fonksiyonellik kazandirilmistir. Boylece farkli igeriklere sahip kriyojel gruplar
sentezlenmistir. Bu kriyojeller PHEMA, PHEMA+KOL Tip IV, PHEMAGEL ve
PHEMAGEL+FN olarak isimlendirilmistir. PHEMA kriyojelin yapisina HDM
bilesenlerinin eklenerek fonksiyonellik kazandirilmasi polimerizasyon asamasinda
yapildigr i¢in ayr1 ligand baglama basamaklar1 gerceklestirilmemis ve toksik

kimyasallarin kullanilmasi gerekmemistir [39].

Hazirlanan kriyojellerin karakterizasyon analizleri i¢in sisme testleri, mikro-CT, FTIR
ve SEM analizleri yapilmistir. PHEMA temelli kriyojellerin sentezlenmesinde
kullanilan monomer HEMA ve c¢apraz baglayicisi PEGDA’nin toksik olmamasi ve
hidrofilik o6zellikte olmasi PHEMA, PHEMA+KOL Tip IV, PHEMAGEL ve
PHEMAGEL+FN kriyojellerin sisme oranlarinin (% 86-83) yiiksek olmasini
saglamaktadir. PHEMA temelli kriyojelin sisme orani yapilan bir ¢alismadaki oranlara
benzer sonuglar vermistir [39]. PHEMA+KOL Tip IV kriyojel ise en yiiksek
PHEMAGEL kriyojel ise diger jellere kiyasla daha diisiik sisme derecesi gdstermistir.
Bu durum jelatinin sisme 6zellikleri tizerindeki etkisi olabilecegini diisiindiirmektedir.
Makrogozeneklilik derecesi PHEMA ve PHEMA+KOL Tip IV kriyojelde % 80 iken
PHEMAGEL ve PHEMAGEL+FN kriyojellerde % 70’e diismiistiir. PHEMA+KOL Tip
IV kriyojelin yiliksek makrogdzeneklilik derecesi canlilik analizleriyle orantili sonuglar
vermistir. Gozenek boyutunun hiicrelerin tutunabilmesi, c¢ogalabilmesi ve oksijen
aligverisinin saglanabilmesi genis yapida olmasini gerekmektedir. Polimerlesme
sicaklig, siiresi, kullanilan ¢6ziicli madde ve capraz baglayicilar gézenek boyutunu
etkileyen faktorlerdir. Jelatinin c¢apraz baglayici olarak kullanilan gluteraldehitin
polimer cozelti icerisindeki serbest amin gruplarina baglanmasi gozenek boyutunun

olusmasinda etkilidir.

PHEMA temelli kriyojelin yapisina fonksiyon kazandirmak amaciyla dogal HDM
elemanlar jelatin, KOL Tip IV ve FN polimerizasyon asamasinda ¢6zeltiye eklenmistir.
PHEMA, PHEMA+KOL Tip IV, PHEMAGEL ve PHEMAGEL+FN kriyojellerinin
FTIR analizi ile HDM elemanlarinin yapiya katilip katilmadigi degerlendirilmistir.
FTIR sonuglart KOL Tip IV’iin PHEMA+KOL Tip IV yapisina, jelatinin yapisina ve
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FN’nin PHEMAGELAFN kriyojelin yapisina basarili bir sekilde katildigini gostermistir
[43, 122, 124].

Gozenek boyutlarinin mikro-CT analiz sonuclar literatiir bilgilerini desteklemektedir
[130]. PHEMA ve PHEMA+KOL Tip IV kriyojellerin gézenek boyutlarimi ve ylizey
Ozelliklerini gorebilmek amaciyla SEM goriintiilemesi yapilmistir. Goriintiiler mikro-
CT ile sonuglarini destekler nitelikle olup gbzenek boyutunun ve dagiliminin basarili bir

sekilde gerceklestirildigini gdstermistir.

PHEMA, PHEMA+KOL Tip IV, PHEMAGEL ve PHEMAGEL+FN kriyojel disklerine
hamilelikte alinmasi gerekli bir vitamin olan folik asitin baglanmas1 basarili bir sekilde
gerceklestirilmigtir. Baglanma sonrasi folik asitin in vitro salim analizi yapilmistir. 4,
10, 24 ve 48.saatlerde folik asitin in vitro saliminda artan inkiibasyon siireleri i¢in tiim
kriyojel gruplarmin belirli bir seviyede (% 20-25) oldugu gdzlenmistir. Kriyojel
gruplarinin 48.saatteki folik asit saliminda azalma oldugu (% 20) goriilmistiir. Yapilan
bir c¢alismada, FA'nin PHEMA {izerinden ilag salma yontemine iliskin PHEMA
hidrojele FA baglanmis ve FAHEMA hidrojeller elde edilmistir. FA’nin 10 ve 24 saat
boyunca farkli pH ortamlarindaki salimi incelenmistir. pH 1, 3, 5 ve 7°de bakilan FA
salimlar1 pH 1 ve 3’te en az kiimiilatif salim1 vermistir [131]. Folik asitin pH, sicaklik,
151k, asidik veya alkali maddeler tarafindan bozulmaya duyarli oldugu bilinmektedir.
Bagka bir calismada ise bakir-aljinat hidrojellere folik asit baglanmistir. Folik asit-bakir
aljinat hidrojellerindeki folik asit saliminin anlasilmasi i¢in 2 saat boyunca farkli pH
degerlerine maruz birakilmiglardir. 10 dakikada bir Ornek alinilarak salimlari
incelenmistir. Salim sonuglar folik asidin pH 8.2 ve pH 5.4'te kademeli olarak artan bir
salim profili gosterdigini, pH 1.2° de ise belirgin bir salimin goériilmedigi sonucuna
vartlmistir. Bu durum folik asidin bazik ortamlarda asidik ortama gore daha hizli bir
salim gosterdigini vurgulamistir [132]. Folik asit pek ¢ok besin maddesinde bulunabilen
bir vitamindir. Yetersiz beslenme durumlar1 dikkate alinarak takviye edici bir tablet
olarak alinmasi Onerilmektedir. Folik asit 6zellikle hamilelik siirecinde fetal gelisim
tizerinde dnemli etkilere sahiptir. Gebelik ile baglayan plasenta ve fetal gelisim i¢in hizl
hiicre boliinmesi ve biiyiimesinde rol almaktadirlar. Bundan dolayr hamile kadinlar
besin maddelerine ek olarak folik asiti takviye olarak da almaktadirlar. Eksikligi fetal
gelisim tizerinde ciddi sorunlara yol agabilmektedir. Tez ¢alismasinda folik asitin 6nemi
g6z Oniinde bulundurularak farkli igerikler ile hazirlanmis olan kriyojel gruplarina

takviye olacagi disiiniilerek baglanmistir. Hazirlanan kriyojel gruplari arasindan uygun
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icerige sahip olan kriyojel doku iskelesinin plasental bariyer modeli olarak seg¢ilmesi

amaglanmstir.

Karakterizasyon calismalar1 sonucunda farkli igeriklerle hazirlanmis olan PHEMA
temelli kriyojellerin gruplarinin gézenek boyutlari, dagilimlar1 ve kimyasal yapi
ozellikleri degerlendirilmis ve in vitro hiicre kiiltiir ¢alismalari i¢in uygun bulunmustur.
3B hiicre kiiltiir ortaminda farkli igerikler ile hazirlanmis kriyojel doku iskeleleri
kullanilarak yeni nesil plasental modeller olusturulmustur. Plasenta dokusunu temsil
etmesi i¢in secilen BeWo ve HUVEC hiicreleri kriyojel gruplarina ekilerek kriyojellerin
hiicreler iizerindeki biyouyumluluklar1 ve hazirlanan kriyojel gruplar1 arasindan en iyi
hiicre canliligini  veren gruplarin doku iskelesi olarak kullanilabilirlikleri
degerlendirilmistir. HUVEC hiicresi ile yapilan 3B ortak Kkiiltiir caligmalarinda
inkiibasyon siiresinin 7 giin boyunca siirdiiriildiigii ve artan inkiibasyon siiresine bagl
olarak hiicre canliliginda artis oldugu goriilmiistiir. [133]. Baska bir ¢alismada zika
viriisiine maruz birakilan BeWo ve HUVEC hiicreleri hidrojel iizerine ekilmistir.
Plasenta hiicrelerinin viral maruziyetlerini anlayabilmek igin plasental model
tasarlamiglardir. {1k olarak BeWo hiicresi ekilerek 7 giin boyunca ortamda gogalmasi
saglandiktan sonra HUVEC hiicresi ekilmistir ve model iizerindeki etkileri
degerlenmistir [134]. BeWo ve HUVEC hiicrelerinin ortak kiiltiir oranlarinin
belirlenmesi icin hem 2B hem de 3B kiiltiir (sferoid igerisinde iskelesiz ortamda)
ortaminda yapilan bir bagka calismada 2:1, 3:1 ve 4:1 (BeWo-HUVEC) hiicre
konsantrasyonlar1 24, 48 ve 72 saat boyunca inkiibe edilmistir ve sonrasinda canlilik
analizleri yapilmistir. BeWo ve HUVEC hiicrelerinin ikilenme zamanlar1 birbirinden
farklidir. HUVEC hiicresi BeWo hiicresine gore daha erken log fazina ulagsmaktadir.
Ikilenme zamanlarindaki bu farkliliktan dolayr hiicre oranlarmna karar verilmis ve
HUVEC hiicresi BeWo hiicresine gore daha az oranda ortama eklenmistir. 3:1 hiicre
oraninin hem 2B hem de 3B kiiltiiriinde hiicre canliliginin diger grupla kiyasla daha
yiiksek ¢iktigr goriilmiistiir [18]. Bu ¢alismada kriyojel doku iskelesi tizerinde BeWo ve
HUVEC hiicrelerinin canlilbiklart 7 glin  boyunca takip edilerek ilk kez
degerlendirilmistir. HDM bilesenleri ile zenginlestirilen 8 farkli kriyojel grubuna hiicre
ekimi yapildiktan sonra 2, 4 ve 7 giin boyunca inkiibasyona birakilmistir ve % hiicre
canliliklart hesaplanmistir. Kriyojel gruplart birbirleri ile karsilastirilarak hiicre

canliligin artig gosterdigi plasental bariyer modelleri incelenmistir.
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BeWo hiicresinin mono kiiltiir canlilik sonuglar1 degerlendirildiginde 7.giin hiicre
canlilig1 jelatin igermeyen PHEMA kriyojeller ve 6zellikle PHEMA+KOL Tip IV+FA
kriyojel grubunda hiicre canliligi diger jellere gore en yiiksek yiizdeyi vermistir.
Kriyojel gruplarina ekilen HUVEC hiicresinin sonuglarinda ise PHEMA+KOL Tip
IV+FA ve jelatin iceren kriyojel gruplart 7.giinde en yiiksek hiicre canliliklarini
vermistir. PHEMA+KOL Tip IV+FA ve PHEMAGEL+FN+FA gruplarinin hiicre
canliliklart % 160’a yilikselmistir. Plasenta dokusunun daha iyi yansitilabilmesi i¢in
BeWo ve HUVEC hiicrelerinin bir arada kullanildigi 3:1 ortak kiiltiiri yapilan
kriyojeller gruplarindaki hiicre canliliklar1 PHEMA+KOL Tip IV+FA, PHEMAGEL ve
PHEMAGEL+FN+FA gruplarinda 6zellikle 7.glinde en yiiksek canliliklart vermektedir.
Bu sonuglar hiicre tutunmasinda, ¢ogalmasinda ve oksijen tasinmasinda 6nemli bir
parametre olan gozenek boyutunun en yiiksek derecesini veren PHEMA+KOL Tip IV
grubumuzla orantili sonuglar gostermektedir. PHEMA nin sentezlenmesinde kullanilan
monomer HEMA’nin PEGDA ile capraz baglanmasiyla hazirlanan kriyojel ylizeyinin
hiicre tutunmasini arttirdi@i literatiirde verilmistir [135]. 3B kriyojel ortak kiiltiir
sistemleriyle olusturulan plasental bariyer modellerinin sonuglar1 degerlendirildiginde
HDM yapisinin dinamik oldugu bilinmektedir; proteinlerden, proteoglikanlardan ve
glikoproteinlerden olusmaktadir ve bu bilesim doku tipleri arasinda farklilik
gosterebilmektedir. Yapilan bir ¢caligmada HDM bilesenlerini igeren metakrilath jelatin
(Me-Gel) ve metakrilatli hyaluronik asit (Me-HA) kriyojeller iiretilmistir. insan adipoz
doku kokenli mezenkimal stromal hiicreleri (HADMSC) kriyojellere ekilmistir ve
jellerin adipojenik farklilasmay1 destekledigi goriilmiistiir. Insan beyaz adiposit
progenitdr hiicreleri (HWA) ise aymi kriyojellere ekilmistir ve adipojenik
farklilasmasindan sonra HUVEC hiicreleri ekilmigtir. 7 glin boyunca kriyojelde ortak
kiiltiirti yapilan hiicrelerin adipojenik gen ifadelerini arttirdigi goriilmiistiir. Ayrica
HUVEC hiicrelerinin kilcal damar benzeri yapilar olusturdugu goézlenmistir [136].
Kriyojel iskelelerine eklenen HDM bilesenlerinin dogal ortami yansitmasi sayesinde
hiicreler 6zelliklerini koruyarak g¢ogalma gostermektedirler. Kolajenler, fibronektin,
elastin ve biiylime faktorleri HDM yapismin biiyiikk Olciide bilesenlerini
olusturmaktadir. Baska bir calismada HEMA ile sentezlenen kriyojellere HDM
bilesenleri olarak hyaluronik asit ve jelatin eklenmistir. HA ve jelatin yapidaki kriyojel
lizerinde fare miyoblast hiicre hatlar1 (C2C12) inkiibe ekilmistir ve 5.gilinlin sonunda
hiicre canliliginda 2B ortama kiyasla yiiksek diizeyde artis oldugu gozlenmistir [133].

Bu tez calismasinda, HDM yapisin1 yansitmasi i¢in secilen Kkriyojel doku iskelesine
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jelatin, kolajen tip IV veya fibronektin ve folik asit ile fonksiyon kazandirilarak in
vivoyu en iyi sekilde yansitabilecek plasental bariyer modelleri olusturulmustur. Jelatin
biyoaktif sekans olarak bilinen RGD (Arjinin-Glisin-Aspartik asit) dizisini igermektedir
ve sekansin hiicrelerin tutunmasim1 ve cogalmasimi arttirdigi yapilan c¢alismalarla
bilinmektedir [39]. Yapilan bir calismada jelatin ile fonksiyon kazandirilan kriyojel
disklere insan kemik iligi stromal hiicreleri ekilmis ve 6 hafta boyunca inkiibe
edilmistir. HDM elemani olan jelatin ile kriyojellerin modifiye edilmesi hiicrelerin
cogalmasini arttirmis ve farklilagsmasina destek olarak hiicrelerin kendi mikro ¢evresini
olusturan HDM elemanlarinin sentezini arttirmistir [137]. Fibronektin hiicre dis1 formu
hiicre dagilmasi, biiyiimesi, gocii ve kasilmasi i¢in dnemli bir baslaticidir. FN hiicre dis1
maddenin islevsellesmesini saglamakta, doku tamir ve rejenerasyonunu yonetmektedir
[75]. Yapilan baska bir ¢alismada hidrojel iskelesine anjiyogenez siirecinde 6nemli
rolleri olan hyaluronik asit ve fibronektin HDM bilesenleri olarak eklenmistir. GMHA
ve GMHA/FN hidrojellerine HUVEC hiicresi ekilerek 6 giin boyunca inkiibasyona
birakilmistir. Bu siiregte FN’nin farkli konsantrasyonlarinda hiicre proliferasyonunda,
gdc ve anjiyojenik fenotipinde degisimler gozlenmistir. GMHA hidrojeller de HUVEC
canliligr desteklenmemistir. GMHA/FN hidrojeller ise artan FN konsantrasyonlarina
(125, 250 ve 500 pg ml-1) bagh olarak HUVEC hiicrelerinin uzantilar ile tiibiil benzeri
ags1 yapilar olusturduklart rapor edilmistir [138]. FN’nin HUVEC hiicreleri iizerinde
anjiyogenezi tesvik etme potansiyeli incelenmistir. Insan plasenta tip IV kolajen,
implantasyonda trofoblast hiicrelerinin endometriumda niifuzunu devam ettirmesinde
onemli katki saglamaktadir. Poliakrilamid hidrojeller {izerine yapilan bir c¢aligmada
plasenta dokusunda bol bulunan HDM elemani olan kolajen tip I ile hidrojeller
islevsellestirilmistir. Daha sonra bu jellerin iizerine BeWo hiicresi ekilmis ve hiicrelerin
kiiciik veya tek koloniler yaparak biyiidiigii gozlenmistir [139]. Dokunun yapisal
biitiinligiinti saglayan HDM bilesenlerinden kolajenin bariyere eklenmesi in vivo yapiya
benzerlik agisindan anlam tasimaktadir [5]. Folik asit ise, DNA replikasyonu igin
gerekli olan, aminoasit sentezinde ve vitamin metabolizmasinda yer alan bir dizi
enzimatik reaksiyon igin substrat olarak gerekli olan temel bir besindir [67]. Insanlarda
folik asit plasentadan aktif tasiim ile fetlise aktarilmaktadir [140]. HDM
bileseninlerinin bu 6nemli 6zellikleri géz oniline alindiginda kriyojel doku iskelesi ile
olusturulan modellerin 6nemi artmaktadir. Kriyojellerin  biyouyumlulugunu
anlayabilmek i¢in yapilan MTT analizi sonucunda hiicrelerin ¢esitli 6zellikler ile

sentezlenen kriyojellere uyumlu oldugu, jellerin hiicreler {izerinde toksik bir etki
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yaratmadig1 ve hiicrelerin canliliklarin1 7.giine kadar koruyarak doku iskelesi icerisinde
cogalip sayilarini arttirdiklart gozlenmistir. Analiz sonuglart degerlendirildiginde
PHEMA-+KOL Tip IV+FA, PHEMAGEL ve PHEMAGEL+FN+FA kriyojel gruplari
ile hazirlanan plasental modellerin inkiibasyon siirelerine bagli olarak dogrusal artislar

gostermesi hiicrelerin canliliklarini korudugunu ve arttirdigini1 géstermektedir.

PHEMA, PHEMA+KOL Tip IV+FA, PHEMAGEL ve PHEMAGEL+FN+FA kriyojel
gruplarinin mono ve 3:1 ortak kiiltiirdeki Vortioksetin uygulamasinin hiicre canliligina
olan etkileri incelenmistir. BeWo hiicresinin mono kiiltiiriindeki dozlar1 ve kriyojel
gruplart incelendiginde 30 uM ve 60 uM doz gruplari arasinda anlamli bir farkin
goriilmedigi ancak kontrol grubuna gore 6zellikle PHEMA kriyojelde anlamli azalmalar
goriilmistiir. Hiicre canliligt % 80’e¢ kadar diismiistir. HUVEC hiicresinin mono
kiiltiiriine uygulanan ayn1 dozlar hiicre canliligin1 % 60 seviyelerine diistirmiistiir. Tim
kriyojel gruplar incelendiginde 30 uM ve 60 uM doz gruplarinin 7.giintinde anlamli
azalmalar oldugu anlagilmistir. Yapilan bir caligmada SSRI ilaglarindan olan fluoksetin
ve sertralinin farkli dozlar1 HUVEC hiicrelerinin canliligi iizerinde BeWo hiicrelerine
kiyasla daha biiyiik bir etki yarattigi rapor edilmistir [141]. Tez ¢alismasinda kullanilan
SSRI grubundan Vortioksetinin HUVEC hiicrelerinin canliliklarini BeWo hiicrelerine
kiyasla daha fazla diislirdiigii benzer sekilde goriilmiistiir. Bu durum endotelyal hiicre
yapismasinin trofoblast hiicre yapigsmasma gore SSRI grubu ilaglarindan daha fazla
etkilendigini diisiindirmektedir [141]. 3:1 grubunun dozlart ve kriyojel gruplari
karsilastirildiginda PHEMA+KOL Tip IV+FA grubuna uygulanan dozlarin canlilik
tizerine anlamli bir etkisi goriilmemistir. Diger gruplar kontrol grubuna goére azalma
gostermistir. Bu sonucglar dogrultusunda ortak Kkiiltiire edilen kriyojel gruplarinda
plasenta dokusuna daha yakin olmalarindan dolay1r mono Kkiiltiirlere kiyasla hiicrelerin
uygulanan ilacin toksisitesine daha direncli olduklar1 gériilmiistir. BeWo ve HUVEC
hiicrelerinin Vortioksetin maddesine verdikleri yanitlari anlayabilmek i¢in yapilan bir
calismada Vortioksetin uyguladiktan sonra 24, 48 ve 72 saat inkiibasyona birakilan
hiicrelerin ICsp konsantrasyonlar1 hesaplanmistir. BeWo hiicresi 72.saatte 26,3 pM,
HUVEC hiicresi ise 14 puM konsantrasyonlar vermistir [18]. Bu tez kapsaminda
kriyojele ekilen hiicrelere uygulanacak doz konsantrasyonlar1 degerlendirilirken diger
calismada bulunan ICsp konsantrasyonlar1 ve hiicrelerin ekilecegi ortamin 3B kriyojel
iskeleler oldugu goz oniinde bulundurulmustur. Kriyojel modellerindeki hiicre canlilik

analizleri degerlendirildiginde ilag doz belirleme ¢alismalarinda ortak kiiltiir ile daha
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yiiksek dozlarda deneyler yapilabilir. Ayrica toksisitesinin oldugu bilinen veya siliphe
edilen ksenobiyotik ve kimyasal maddelerin 3B hiicre kiiltiir deneyleri yapilarak olasi

yan etkilerinin anlasilmasi saglanabilir.

Tez kapsaminda kullanilan BeWo hiicresinin mono kiiltiirii ve 3:1 hiicre orani ile ortak
kiiltiirtindeki B-hCG hormonu {iiretimi hiicre canliligin en yiiksek oldugu PHEMA+KOL
Tip IV+FA kriyojelde ve kontroli PHEMA’da incelenmistir. BeWo hiicresinin mono
kiltirinde PHEMA-+KOL Tip IV+FA kriyojelindeki B-hCG hormon miktarinin en
yiiksek miktarda salgilandig1 goriilmiistiir. Bu sonug hiicre canlilik analiziyle orantilidir.
BeWo hiicrelerinin HUVEC’ler ile ortak kiiltiiriinde B-hCG hormonu salgilanmaya
devam etmistir. Yapilan bir calismada hidrojel (GelMA) biyomalzemesi kullanilarak
BeWo ve HUVEC hiicrelerinin oldugu plasenta modeli tasarlanmistir. GeIMA {izerine
sadece BeWo ekilmistir ve daha sonra HUVEC eklenerek model olusturulmustur.
GelMA’daki BeWo hiicresinin hCG salgilart tam modele kiyasla daha yiiksek
bulunmustur [134]. Bu tez ¢alismasinda BeWo hiicrelerinin mono kiiltiiriinde ortak
kiiltiire kiyasla hCG seviyeleri HDM elemanlarmin eklendigi kriyojel grubunda
(PHEMA+KOL Tip IV+FA) daha yiiksek bulunmustur. Hiicre salgilarindaki bu
degisikliklerin ortak kiiltlirden kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Trofoblast
hiicreleri araciligiyla salgilanan B-hCG hormonun kullanilan antidepresanlar ile
azalmasi veya engellenmesi hamileligin baslangict 6nemli olan trofoblast hiicrelerinin
endometriyuma yerlesmesini ve farklilagmasimni olumsuz yonde etkileyebilmektedir.
Erken dogum, preeklampsi, fetal gelisimde gerileme gibi sonuglara neden

olabilmektedir [106].

MMP-2 ve MMP-9 protein seviyeleri PHEMA ve PHEMA+KOL Tip IV+FA kriyojel
gruplarinda incelenmistir. MMP-2 ve MMP-9 seviyeleri mono ve ortak kiiltiir ile
kriyojel gruplar1 arasinda diisiik seviyede ifade edilmekte ve enzim aktiviteleri
acisindan gruplar arasinda biiyiik farkliliklar gostermemistir. Yapilan bir caligmada ilk
trimester hiicre dizisi olan HTR8/SVneo ve HUVEC hiicrelerinin ortak kiiltiirtindeki
hiicre istilast belirtecleri olan MMP-2 ve MMP-9 seviyeleri sonuclarimiza benzer
sekilde disiik oranda ifadesi gorilmistir [142]. Baska bir calismada ise ilk
trimesterlere gore sonraki trimesterlerde BeWo hiicrelerinin MMP-2 ve MMP-9'u ihmal
edilebilir miktarlarda ifade ettigi bildirilmistir [143]. MMP-2 ve MMP-9 proteinleri
hamileligin baslangicinda trofoblast hiicrelerin endometriyuma istilasinda destek

olmaktadirlar. Bazal membranin ve hiicre dis1 bilesenlerin parcalanmasini saglayarak
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hiicrelerin endometriyuma yerlesmelerine ve implantasyonun basarili bir sekilde
gerceklesmesine katki saglamaktadirlar. Plasentasyon, endometriyumun yeniden
diizenlenmesi ve onarilmasi, menstriiasyon dongiisii, embriyo gelisimi, uterus
bliylimesi, trofoblast hiicrelerinin farklilagsmasi gibi ¢esitli goérevlerde yer almaktadirlar.
Ancak bu proteinlerin asir1 ifadesi fetal ve bazal membranlarinin HDM yapisinin
bozulmasma sebep olabilmektedir. Inhibitdrler araciligi ile trofoblast istilasini
sinirlandirilarak  HDM  parcalanmasi  dengede tutulabilmektedirler. Hamileligin
baslangicinda ve devaminda 6nemli olan bu proteinler ile ilgili giincel calismalara

ihtiya¢ duyulmaktadir [112, 113].

3:1 hiicre ekimi yapilan PHEMA ve PHEMA+KOL Tip IV+FA kriyojellerin 7.giin
SEM goriintiileri incelendiginde KOL Tip IV ve FA ile etkinligi arttirilan kriyojelde
hiicrelerin basarili bir sekilde tutundugu ve bir araya gelerek kiiremsi bir sekil
olusturdugu goriilmistiir. Bir ¢calismada kriyojel doku iskelesi iizerine ekilen lenfosit
hiicreleri ekilmistir ve SEM ile gorlintiilenmistir. Hiicrelerin kriyojel ylizeyinde bagh
olduklar1 morfolojik sekiller benzer sonuglar vermistir [35]. Kriyojellerin
polimerizasyonunda kullanilan PEDGA’nin biyouyumlu olmasi hiicre tutunmasini
kolaylasgtirmistir [39]. Hiicre canliliginin en yiiksek oldugu PHEMA+KOL Tip IV+FA
grubunun SEM goriintiileri ile canlilik sonuglart uyumlu bulunmustur. Kriyojeller,
hiicrelerin  bir arada birbirleriyle baglanti kurmasmmi, HDM bilesenlerini
sentezleyebilmelerini saglayan ve hiicrelere mekanik olarak destek veren doku
iskeleleridir. Birbirleriyle baglantili olan gdzenekler hiicrelerin tutunmasi, go¢lini,

besinlerin gegisini ve oksijen aligverisini saglamaktadir [72].

Tez calismasinda, SSRI antidepresan sinifindan olan Vortioksetinin farkli igerikler ile
hazirlanmis olan kriyojel doku iskelelerinden olusturulan plasental bariyer modelleri
tizerindeki etkisi degerlendirilmis ve canlilik analizleri sonucunda PHEMA+KOL Tip
IV+FA kriyojel en uygun plasental model olarak degerlendirilmistir. 3B plasental
kriyojel ortak kiiltiir sistemi ile toksisite, hormon salgilanmasi ve enzim aktivitesine ait
degerlendirmeler tez kapsaminda sunulmustur. Olusturulan plasental model ile gebelikte
kullanim1 zorunlu olan ilaglarin (antibiyotik, antidepresan, antikanser), yeni gelistirilen
ve etkinligi bilinmeyen ilaglarin veya gida katki maddelerinin, kimyasal maddelerin ve
ksenobiyotiklerin plasenta bariyerinden gecisi hakkinda arastirmalarin yapilabilecegi
disiiniilmektedir. Tez calismasinin devaminda olusturulan 3B kriyojel sistemine

plasenta dokusundaki karmasik doku ortaminin daha iyi yansitabilmesi i¢in heterojen
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hiicresel mikro ortamin dahil edilmesi, daha kapsamli1 bir sekilde hormon analizlerinin
gerceklestirilmesi ve molekiiler diizeyde hiicrelerin toksisiteye verdigi yanitlarin

mekanizmasinin incelenmesi planlanmaktadir.
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6. YORUM

1. PHEMA kriyojellerin yapisina plasenta dokusunun HDM elemanlar jelatin, KOL
Tip IV ve FN katilmistir ve karakterizasyon analizleri yapilarak uygunluklari
degerlendirilmistir. PHEMA+KOL Tip IV kriyojel grubu en yiiksek makrogdzeneklilik
derecesini vermistir. G6zenek boyutu hiicrelerin ¢ogalmasi ve gaz alisverisi i¢in dnem

tasimaktadir.

2. Jelatin, KOL Tip IV ve FN’nin kriyojellerin yapisina katildigit FTIR analizi ile
degerlendirilmistir ve HDM elemanlarinin PHEMA kriyojelin yapisina basarilt bir
sekilde katildiklar1 goézlenmistir. PHEMA nin biyouyumlu olmasi ve toksik olmamasi

calismalarda kullanilmasin1 avantajli kilmaktadir.

3. Hazirlanan kriyojellere hamilelikte belirli konsantrastonun iizerinde alinmasi gereken
folik asit baglanmistir ve in vitro kosullardaki salim miktarlari degerlendirilmistir. Folik
asit salimi inkiibasyon siiresine baglh olarak azalma gostermistir. Bu durum jellerin folik

asit ile basarili bir sekilde baglandigini géstermistir.

4. Sentezlenen 8 farkli kriyojel gruplarina BeWo ve HUVEC hiicrelerinin mono ve 3:1
(BeWo-HUVEC) oraninda ortak kiiltlirii yapilmistir. Kriyojellerin biyouyumluklari
degerlendirildiginde mono ve ortak kiiltiir gruplarinda en yiiksek hiicre canliligini veren
kriyojelin PHEMA+KOL Tip IV+FA oldugu anlagilmistir. En yiiksek gozenek
boyutunu veren bu kriyojel grubunun hiicrelerin tutunmasini ve ¢ogalmasini arttirdigi
yapilan hiicre canlilik analizleri ile gosterilmistir. Yapiya katilan HDM elemanlarinin da

hiicre canliligini arttirdig: goriilmiistiir.

5. Farkli 6zellikler ile hazirlanmis olan 3B kriyojel gruplarina Vortioksetin maddesini
uygulanmistir ve verdigi yanitlar incelendiginde HUVEC hiicrelerinin BeWo
hiicrelerine kiyasla hiicre canliliklarinda 30 uM ve 60 uM dozlarda azalma gostermistir.
Ortak kiiltiir grubunda bir araya getirilen hiicreler Vortioksetin maddesine karsi anlaml
azalmalar gostermemistir. 3B kosullarda HDM elemanlar1 ile desteklenmis doku
iskelesinin in vivoya olan benzerligi arttirilmis ve hiicrelerin mikro ortamlarini
olusturmalar1 saglanmistir. Bu kosullar ortak kiiltiiriin uygulanan ilaca karsi direng

gostermesini saglamistir.

6. BeWo hiicresinin mono kiiltiirii ile 3:1 hiicre oraninin ortak kiiltiirindeki B-hCG
hormonu iiretimi hiicre canlilig1 en yiiksek olan PHEMA+KOL Tip IV+FA kriyojelde

ve kontroli PHEMA’da incelenmisti. BeWo hiicresinin  mono kiiltliriinde
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PHEMA+KOL Tip IV+FA kriyojelindeki B-hCG hormon miktarinin en yiliksek

miktarda salgilandig1 goriilmistiir. Bu sonug hiicre canlilik analiziyle orantilidir.

7. MMP-2 ve MMP-9 protein seviyeleri PHEMA ve PHEMA+KOL Tip IV+FA
kriyojellerde incelenmis ve protein seviyeleri mono ile ortak kiiltiir ve kriyojel gruplari

arasinda enzim seviyelerinde 6nemli bir degisiklik gozlenmemistir.

8. En yiiksek hiicre canliligint veren PHEMA+KOL Tip IV+FA kriyojelin 3:1 hiicre
orantyla 7.giin boyunca inkiibasyonu yapilarak SEM goriintiileri alinmistir ve

gortintiiler canlilik sonuglari ile uyumlu bulunmustur.

Tez calismasi kapmasinda PHEMA temelli kriyojele HDM elemanlari ile fonksiyonellik
kazandirilmistir ve plasental hiicreler ile mono ve ortak kiiltiirleri yapilmistir. Boylece
in vivoya benzeyen 3B kriyojel sistemler olusturulmustur. Kriyojel gruplariin
biyouyumlulugu degerlendirilmis olup hiicreler iizerinde toksik bir etki yaratmadigi
anlagilmistir. Hiicreler HDM elemanlarini iceren kriyojellerde hiicre canliliklarini
beklenenin iizerinde arttirmistir ve Ozellikle PHEMA+KOL Tip IV+FA kriyojel
grubunda hiicre canlilig1t en yliksek seviyede goriilmiistiir. Olusturulan bu plasental
kriyojel sistemleri lizerinde SSRI antidepresan grubundan olan Vortioksetin etken
maddesinin etkinligi incelenmistir. Hormon ve protein ifadelerinin miktarlar
incelenmistir. Sonug¢lar PHEMA+KOL Tip IV+FA kriyojelin plasental model olarak en
uygun kriyojel igeriklerine sahip oldugunu gostermistir. Ilerleyen caligmalarda model
tizerine farkli hiicre tipleri eklenerek plasentanin karmasik dokusunun incelenmesi ve

daha kapsamli hormon analizlerinin yapilmasi amac¢lanmaktadir.
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