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OZET
Yiiksek Lisans Tezi
Grafen Oksitin 2-boyutta ve 3-boyutta Biiyiitiilen Kanser Hiicreleri Uzerine Etkileri
Cansu Giircan
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Yrd. Dog. Dr. Agelya Yilmazer Aktuna

Karbon tabanli nanomalzemelerden olan grafenin kesfi ile birlikte; grafenin mekanik,
elektriksel, termal ve optik olmak {izere bircok essiz 6zelligi belirlenmistir. Grafenin bu
onemli Gzellikleri basta nanotip, malzeme bilimi, biyoteknoloji ve biyomedikal olmak
tizere ¢ok sayida bilim dali tarafindan kullanilmaktadir. Bu bilim dallar1 tarafindan uzun
yillardir giiniimiiziin en 6nemli ve 6liimciil hastaliklarindan olan kanseri teshis ve tedavi
caligmalar1 devam etmektedir. Grafen tabanli nanomalzemeler, kanser teshis ve tedavisinde

biiyiik umut veren yeni bir malzeme olma adayidir.

Bu tez caligmasinda grafen tiirevlerinden olan grafen oksitin (GO) kanser hiicreleri lizerine
olan etkisine odaklanilmistir. Bunun i¢in bu tez calismasinda meme kanseri MCF7 ve
glioblastoma U87 insan hiicre hatlar1 kullanilmistir. Bu hiicre hatlarindan in vitro ortamda
hem klasik kiiltiir kosullarinda uygulanan 2-boyutlu hem de tiimoér dokusunu kiiltiir
ortaminda daha iyi taklit edebilecek 3-boyutlu kiiltiirler kullanilmigtir. Kanser hiicrelerinin
GO’ in farkli derisimlerinde inkiibasyonu sonucunda verdigi hiicresel yanit zamana gore
incelenmistir. Hiicre sayilarindaki artis, proliferasyon seviyeleri ve GO’ in hiicre i¢ine alim
profilleri 2-boyutta ve 3-boyutta kiiltiir edilen hiicrelerde farklilik gostermistir. Kanser
hiicre hatlarinin GO’ e verdigi tepkiler; kanser biyolojisini anlamaya ve yeni tedaviler

gelistirilmesine yardimci olacaktir.

2018, 82 sayfa

Anahtar kelimeler: grafen oksit, tiimor sferoid, 3-boyutlu kiiltiir



ABSTRACT
MSc Thesis
The Effects of Graphene Okside on Cancer Cells Cultered in 2D and 3D Environment
Cansu Giircan

Ankara University Biotechnology Institute

Supervisor: Asst. Prof. Dr. ACELYA YILMAZER AKTUNA

With the discovery of the graphene which is among carbon-based nanomaterials; many
unique properties of graphene, including mechanical, electrical, thermal and optical, have
been identified. These important features of graphene are used by a large number of
scientists, especially in nanomedicine, material science, biotechnology and biomedical
science. These scientists continued to diagnose and treat cancer, one of the most important
and deadly diseases of our time for many years. Grafen as a nanomaterial is a new

candidate that gives great promise in cancer diagnosis and treatment.

In this thesis, graphene oxide (GO), one of the graphene derivatives, is used on cancer cell
lines. For this purpose, two different cancer cell lines, human breast cancer MCF7 and
human glioblastoma U87 cell lines, were used in this thesis study. Both classical 2-
dimensional and, 3-dimensional cultures, which can better mimic tumors were established
from these cell lines in vitro. The cellular responses to GO treatment were analyzed at
different material concentration and time points. Increase in cell numbers, proliferation
rates and cellular uptake profile of GO were identified and compared between cell cultered
as 2D or 3D. Responses of cencer cells to GO; will help understand cancer biology and

develop new therapies.

2018, 82 pages

Keywords: graphene okside, tumour spheroid, 3D culter



TESEKKUR

Kariyerimin ilk adimlarindan olan yiiksek lisans egitimimi Ankara Universitesi
Biyoteknoloji Enstitlisii’ niin 6grencisi olarak yapmaktan onur duyuyorum. Yiiksek lisans
egitimim boyunca bilimsel bilgi birikimini bizlerle paylasan ¢ok degerleri hocalarima ve

meslek arkadaslarima tesekkiirii bir borg bilirim.

Yiiksek lisans tez caligmam boyunca gerek hayat tecriibelerini gerekse ¢ok kiymetli bilgi
birikimi ve deneyimlerini paylasan; bana yol gosteren ve destekleyen danismanim sayin
Yrd. Dog. Dr. Agelya YILMAZER AKTUNA hocama sonsuz tesekkiir ve saygilarimi
sunarken kendisi gibi vizyon sahibi bir bilim insanmin &grencisi olmaktan gurur

duydugumu belirtmek isterim.

Yiiksek lisans egitimimde 3155102 numarali Flag-Era projesi kapsaminda tez ¢alismam
icin maddi destek saglayan Tiirkiye Bilimsel ve Teknik Arastirma Kurumu’ na, ayrica tez
calismam sirasinda malzeme ve ekipmanlarindan faydalandigim Ankara Universitesi

Biyomedikal Miihendisligi Bolimii’ ne tesekkiir ederim.

Ayni ekipte birlikte calismaktan ve tanimaktan mutluluk duydugum; tez calismam boyunca
yardim ve katkilarindan dolayr Dr. Hadisesh TAHERI’ ye ve diger ekip arkadaslarima
tesekkiir ederim. Tez calismam i¢in TEM mikroskobu ve ultra ince kesitlerin elde
edilmesinde katki saglayan Ankara Universitesi Veterinerlik Fakiiltesi dgretim iiyesi Prof.
Dr. Asuman OZEN ve Dr. Ahmet CEYLAN hocama tesekkiirlerimi iletirim. Tez ¢alismam
igerisinde kullandigim grafen oksit materyalinin temini i¢in Manchester Universitesi

Ulusal Grafen Enstitiisii iyesi Prof. Kostas Kostarelos’ a tesekkiir ederim.

Hayatlar1 boyunca tiim emek ve sevgilerini benim i¢in harcayan c¢ok degerli annem
Meryem GURCAN, babam Fikret GURCAN’ a saygi, sevgi ve siikranlarimi sunarken
hayatimin en degerlilerinden olan ve her animi paylasgtigim ¢ok kiymetli kardesim Ceyda

GURCAN’ a sevgi ve tesekkiirlerimi iletirim.

Iyi ve kétii tiim anlarimda saygi ve sabir ile beni destekleyen, hicbir yardimi benden
esirgemeyen, bilgisiyle ufkumu agan sevgili Fatih KARATEPE’ ye tesekkiirlerimi ve

siikranlarimi1 sunarim.



ICINDEKILER

ETIK BEYAN ..ot I
ON ALY ittt ii
OZET ..o iii
ABSTRACT ottt iv
TESEKKUR ..ottt \Y4
ICINDEKILER .....oooooiiiiiiii i Vi
SEKILLER DIZANI.......ooooiiiiiiiiics s X
CIZELGELER DIZINI.......oooooiiioiieiieiii s Xii
SIMGELER DIZANI ....ooiviiiiii XIiii
L GERIS .o 1
2. KURAMSAL TEMELLER ..ot 3
2.1, GRAFENNEDIR? .......cooviiioiieeceeeeee ettt nes sttt 3
2.2. GRAFENIN MOLEKULER OZELLIKLERI ..........cccccoovivviiiiiiiecceece e, 3
2.3. GRAFENIN ISLEVSELLESTIRILMESI ..........coceoviiiiiiicceeeeeeeeeee e, 4
2.3.1. KOVALENT DEGISIKLIKLER ......cooiiiiiiiieieeeeee ettt ee oo 5
2.3.2. KOVALENT OLMAYAN DEGISIKLIKLER .......ccoceiiiiiiiesiieseeeeeesessesieneseenas 5
2.4. GRAFENIN URETIMI........cccoooiiiiiiiiiiceeeeeeece e 5
25. GRAFEN TABANLI NANOMALZEMELERIN NANOBIYOTEKNOLOJI VE
BIYOMEDIKAL ALANDA KULLANIMI......cooviiiiieiieeieeeeeeeevesese s 6
2.5.1. ILAC SALINIMINDA GRAFENIN KULLANILMASI ......covviiiiiiesersesieesnne 6
2.5.2. DOKU MUHENDISLIGINDE GRAFENIN KULLANILMASI .......ccccccovvvernnnne. 7
2.5.3. BIYOSENSOR OLARAK GRAFENIN KULLANILMASI......occvoiviiiisesiirsenn. 8
2.6. GRAFENVE KANSER .....c.coiietiieecestsieeesee et eses s ens s ss st s senessenens 8

vi



2.6.1. TLAC VE GEN TASINMAST ....overieeeeeeeoieseesesseessssesessesessssessssessesesssssesessesseseesees 9

2.6.2. FOTOTERMAL TERAPI .....cooviiiiiitcceeeceee et 10
2.6.3. FOTODINAMIK TERAPI .......ccoiiiiiiiiiiiiceisiee et 11
2.7. GEREKCE VE AMAQC ......ccoiiiiiiiiiiiieee e 13
3. MATERYAL VE YONTEM ........coooooiooiiiiiiiiisietiie s 14
3L MATERYAL bbbttt 14
3.2. YONTEM.....coooomiiiiiiiiiiiisciseies s 15
3.2.1. HUCRE KULTURU......cocitiiiiiiiiiniiesissiseissississi i 15
3.2.1.1. Hiicre Kiiltlirliniin Hazirlanmast...........cooiiiiiiiiiiiiese e 15
3.2.1.2. Hiicre Hatlarinin Pasajlanmasi ve Hiicre Sayimi.........cccccoovriiiiiiiniiiniciiicns 16
3.2.1.3. Hiicre Hatlarinin Dondurulmasi ve COZUIMESI.........ccceeeeiivieieiiiiiee e 17
3.2.1.4. Kanser Hiicre Hatlarindan 2-Boyutlu Kiiltiir Elde EAiIMeSi ..........cccoocvviiiennnne. 18
3.2.1.5. Kanser Hiicre Hatlarindan 3-Boyutlu Tiimor Sferoid Olusturulmast................... 19
3.2.1.6. 2-Boyutlu Kiiltiirii Elde Edilen Kanser Hiicre Hatlarina sGO Verilmesi............. 20
3.2.1.7. 3-Boyutlu Kiiltiirii Elde Edilen Kanser Hiicre Hatlarina sGO Verilmesi............. 21
3.2.1.8. sGO Verilen 2-Boyutlu Kiiltiirden Hiicre Sayimi ve Hiicre Canlilik Testi........... 21
3.2.1.9. sGO Verilen 3-Boyutlu Tiimor Sferoid Kiltiirinden Hiicre Sayimi ve Hiicre
CANDIIIK TESL ..vvieieeieeee ettt e et e b e e e br e e s be e e snneas 22
3.2.2. ES ZAMANLIPOLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU.......ccceceivieeeeeeeeieene, 23
3.2.2.1. RNA IZOIASYONU ...ttt 23
3.2.2.2. CDINA SENEEZI ...ttt 24
3.2.2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) .......cccooeiiiiniiiniiieee s 24
3.2.3. HISTOLOJIK ANALIZLER .......cooiiiiiiiniiniisissisessiss s 25
3.2.3.1. Immiinofloresan BOYamAlar .............c.cocueviviiiriveiereiiecere e, 26
3.2.3.2. Transmisyon Elektron Mikroskop (TEM) GOrtintlisti ..........cccervrvviiieriinnininennnn. 28
3.2.3.3. Toluen Mavisi BOYAMAST ......ccueiiiiiiiiiiiieiiiie et 28
3.2.4. ISTATISTIKSEL ANALIZ .....oooiiiiiiiiiiiniisiecec s 28



4. ARASTIRMA BULGULARI.......coooooiiiiiiiiiiiiiiiciiiiiii i 29

4.1. KANSER HUCRE HATLARINDAN ELDE EDILEN 2-BOYUTLU

KULTURUN GORUNTULENMEST ..o ettt eeee e aee e e e aenaesenaae s 29
4.2. 2-BOYUTLU KULTURLERDEN HUCRE SAYIMI ...ooovovoeeeeoeeeeeeeeeeeeeee, 30

4.3. 2-BOYUTLU KULTURLERDEN ALAMAR BLUE iLE CANLILIK TESTI
Y APILIMASI ..ot et et e et e e et e e e et e et e e e e et e e e e et e er e e e e es e s e e e erae s 33

4.4. KANSER HUCRE HATLARINDAN ELDE EDILEN 3-BOYUTLU TUMOR
SFEROIDLERIN GORUNTULENMESI VE YARICAPLARININ OLCULMESI .... 34

4.5. 3-BOYUTLU TUMOR SFEROIDLERDEN HUCRE SAYIMI ....ccoocooveiveeenn, 38
4.6. 3-BOYUTLU TUMOR SFEROIDLERININ ALAMAR BLUE iLE CANLILIK
g N DR N ST 39
4.7. 3-BOYUTLU TUMOR SFEROIDLERIN TOLUEN MAVISi iLE BOYAMA
GORUNTIULERI ..o oo ettt e e et e e e et et ate et e et e e e e st e e ate et essaeatesreneans 41
48. GO MUAMELESININ 2- VE 3-BOYUTLU KULTURLERDEKI
PROLIFERASYONA ETKISININ ANALIZI ......coooovoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 43
4.9. 3-BOYUTLU TUMOR SFEROIDLERIN TRANSMiSYON ELEKTRON
MIKROSKOP (TEM) GORUNTULERI .........cccoocoooviiiieceecce e 46
4.10. GO MUAMELESININ 2- VE 3-BOYUTLU KULTURLERDEKI HUCRE DISI
MATRIKSE OLAN ETKISININ ANALIZI ....cooovooveee oo e e 47
4.11. 3-BOYUTLU TUMOR SFEROIDLERIN HUCRE DISI MATRIKS
PROTEINLERININ FLORESAN MiKROSKOP iLE BELIRLENMESI.................. 51
5. TARTISMA VE SONUC......oiiiiiiiiiii i issessesesiss e inssssssesssssssssenssesssnsssnees 53
5.1, TARTISMA ...ooooeoeoeoeeeeeeeeeeeee ettt ettt e et ee e e et en st en s, 53
B.2. SONUGC ...ttt ettt e ettt ee et en s en e, 55
KAYNAKLAR ..o eevnenenssnsnessnsnssnsnsansnenssnensansnsnssnsnssnenssesnsrssnensseens 57
ERLER ..o e e eeeeneenenseneenennenseneenenssnsensnssnssnenenssnsanensensas 62
OZIGECMIS ..o eneenensnsaneenensenssnenssnssnensenssnsnnensensanensensanseenssnss 63

viii



SEKILLER DIiZiNi

Sekil 2.1. Grafitten tek tabakali grafen eldesi .........cccovvviiiiiiiiiici 3
Sekil 2.2. Grafenin molekiiler OZCIIKIETT .........cccvveieiiiiiei e 4
Sekil 3.1. MCF7 ve U87 hiicre hattina ait ters 151k mikroskop gorintiisii (10X)................ 19
Sekil 3.2. Sferoidlerin doku dondurma soliisyonu (OCT) ile dondurulma asamasi............ 26

Sekil 4.1. MCF7 hiicre hattinin sGO’ e maruz kalmis 2-boyutlu kiiltiir goriintiileri. MCF7
hiicre hattina sGO’ in iki farkli derisimde verilmesinin ardindan 1 ve 2 giin sonunda

ters 151k mikroskobu altinda goriintiilenmistir (10X) ......oovveiiiiiiiniieie e 29

Sekil 4.2. U87 hiicre hattinin sGO’ e maruz kalmis 2-boyutlu kiiltiir goriintiileri. U87 hiicre
hattina sGO’ in iki farkli derisimde verilmesinin ardindan 2, 4, 6 ve 7 giin sonunda

ters 151k mikroskobu altinda goriintiilenmistit (10X) ......oovveviiiiieiiiiicieeeeeee 30

Sekil 4.3. MCF7 ve U87 hiicre hattinin 2-boyutlu kiiltiiriiniin sGO muamesinden sonraki
hiicre sayis1 grafigi. Iki farkli sGO derisimi ile muamele edilmis. (A) MCF7 ve (B)

U87 hiicre hattinin hiicre sayimi yapilmistir ve kontrol grubu ile karsilastirilmistir

Sekil 4.4. MCF7 ve U87 hiicre hattinin 2-boyutlu kiiltiiriiniin sGO muamelesinden sonraki
canlilik testi analizi. Iki farkli sGO derisimi ile muamele edilmis (A) MCF7 ve (B)

U87 hiicre hattinin canlilik testi yapilmistir ve kontrol grubu ile karsilastirilmistir

Sekil 4.5. MCF7 hiicre hattinin 3-boyutlu tiimor sferoid goriintiileri. MCF7 hiicre hattina
sGO iki farkli derisimde verilmesinin ardindan 2, 4, 6 ve 10’uncu giinlerde ters 151k

mikroskobu altinda goriintilenmistir (10X).......cccoviviriiiiii e 35

Sekil 4.6. MCF7 hiicre hattinin 3-boyutlu tiimor sferoid yaricap analizleri. MCF7 hiicre
hattindan elde edilen 3-boyutlu timor sferoidlere sGO iki farkli derisimde
verilmesinin ardindan; 2, 4, 6 ve 10’uncu gilinlerde ters 151tk mikroskobu altinda

yarigaplart SlgUIMUSTHL ([LM)....oiveeiiiiiieice e 36



Sekil 4.7. U87 hiicre hattinin 3-boyutlu tiimor sferoid goriintiileri. U87 hiicre hattina sGO
iki farkli derisimde verilmesinin ardindan 2, 4, 6 ve 10’uncu giinlerde ters 151k

mikroskobu altinda goérintilenmistir (10X)......ccoviieiiiiiiiiiniiie e 37

Sekil 4.8. U87 hiicre hattinin 3-boyutlu tiimor sferoid yaricap analizleri. U87 hiicre
hattindan elde edilen 3-boyutlu timoér sferoidlere sGO iki farkli derisimde
verilmesinin ardindan; 2, 4, 6 ve 10’uncu giinlerde ters 151tk mikroskobu altinda

yarigaplart SIGUIMUSTUT (LUMN)..eivviiiiiieiiiie it 38

Sekil 4.9. MCF7 ve US87 hiicre hattinin 3-boyutlu timér sferoid kiiltiiriiniin  sGO
muamelesinden sonraki hiicre sayist analizi. (A) MCF7 ve (B) U87 hiicre hattindan
elde edilen tlimor sferoidlerin sGO muamelesinden sonraki hiicre sayisi kontrol grubu

1le KarsilastirilmIStIT. ... ....oooiiiire e 39

Sekil 4.10. MCF7 ve U87 hiicre hattindan elde edilen 3-boyutlu tiimdr sferoidlerin sGO
muamelesinden 10 giin sonraki canlilik testi analizi. (A) MCF7 ve (B) U87 hiicre
hattinin 3-boyutlu tiimor sferoidlerine sGO muamelesinden 10 giin sonra canlilik testi

yapilmistir ve kontrol grubu ile karsilagtirilmistir p<0.05 ..o 41

Sekil 4.11. MCEF7 hiicre hattinin 3-boyutlu tiimor sferoidlerinin sGO muamelesinden sonra

ultra ince kesitlerinin toliien mavisi ile boyanma gorintiileri...........c.ccoovvvveriennnnenn 42

Sekil 4.12. U87 hiicre hattinin 3-boyutlu tiimor sferoidlerinin sGO muamelesinden sonra

ultra ince kesitlerinin toliien mavisi ile boyanma goriintiileri...........c.ccovvveiiiininnnnn 43

Sekil 4.13. U87 hattindan elde edilen 2-boyutlu kiiltiiriin sGO muamelesinden sonraki
proliferasyon belirteci ile boyanan immiinofloresan goriintiisii. sGO muamelesine
ugrayan hiicrelerin proliferasyon belirteci olan Ki67 immiinofloresan boyamasi

kontrol grubu ile karsilagtirtimiStir........ocoooiviiiiiiiie e 44

Sekil 4.14. U87 hiicre hattindan elde edilen 3-boyutlu tiimor sferoidlerin proliferasyon
belirteci olan Ki67 ile boyanan immiinofloresan (IF) ve immiinohistokimyasal (IHC)

GOTUNEUSTL ..ttt e st e e skt e e sk e e e e e s b e e e e kb e e e e e snnn e e e e e nnbn e e e e nnrnneeeaas 45

Sekil 4.15. U87 hiicre hattinin 3-boyutlu tiimor sferoidlerinin sGO muamelesinden sonra

elde edilen Transmisyon Elektron Mikroskop (TEM) gorintleri ..........ccccceervennneene 47



Sekil 4.16. MCF7 ve U87 hiicre hattinin 2-boyutlu kiiltiiriiniin sGO muamelesinden
sonraki es zamanli PCR analizi. 1ki farkli sGO derisimine maruz kalan (A) MCF7 ve
(B) U87 hiicre hattinin es zamanli PCR analizi yapilmistir. Gen ifade seviyeleri

hesaplanirken kontrol grubuna gore normalize edilmistir p<0.05 .........cccoevvviieiiinennne 49

Sekil 4.17. MCF7 hiicre hattinin 3-boyutlu timér sferoidlerinin sGO muamelesinden
sonraki es zamanli PCR analizi. MCF7 hiicre hattinin 2 farkli sGO derisimi ile
muamele edilmis sferoidlerinin es zamanlt PCR analizi yapilmistir. Gen ifade

seviyeleri hesaplanirken kontrol grubuna gore normalize edilmistir p<0.05............... 50

Sekil 4.18. U87 hiicre hattinin 3-boyutlu tiimor sferoidlerinin sGO muamelesinden sonraki
es zamanli PCR analizi yapilmistir. Gen ifade seviyeleri hesaplanirken kontrol

grubuna gore normalize edilmistir P<O.05 ......coooiiiiiiiiiii e 51

Sekil 4.19. U87 hiicre hattindan elde edilen 3-boyutlu tiimor sferoidlerin immiinofloresan

Lo 1 Wbl 111 ] TSP PR OPPRRPPPP 52

Xi



CIZELGELER DiZiNi

Cizelge 2.1. Tlag tasinmasinda grafenin KUllanimi ..........ccccoevevvererereceeeceeeseseeeeeeeneneeen, 10
Cizelge 2.2. Fototermal terapide grafenin kullanimi..........cccoceviiiiiiiii e, 11
Cizelge 2.3. Fotodinamik terapide grafenin kullanimi..........cccccoovenviiiiiiniiin e, 12
Cizelge 3.1. Tez ¢alismasinda kullanilan materyaller...........cccoooeiiiiiiiiieniiicceee 14
Cizelge 3.2. Hiicre tipleri, pasaj numaralar1 ve hiicre besiyeri i¢erigi.......ccoovrvvrrivrrerinennnn. 15

Xii



SIMGELER DiZiNi

°C

GO
CvD
RGO
PEI
PEG
DOX
RNA
DNA
PDMS
FRET
PDT
PTT
SiRNA
dsDNA
miRNA
CuS
NIR
ROS
Ceb
MEM

FBS

Grafen

Sigma

Santigrat Derece

Pi

Grafen Oksit

Kimyasal Buhar Birikimi
Indirgenmis Grafen Oksit
Polietilen Imin

Polietilen Glikol

Doksorubisin

Riboniikleik Asit
Deoksiriboniikleik Asit
Polidimetilsiloksan

Floresan Rezonans Enerji Transferi
Fotodinamik Terapi

Fototermal Terapi

Small Interfering Riboniikleik Asit
Cift Sarmal Deoksiriboniikleik Asit
Mikro RNA

Bakir stilfiir

Yakin Kizil6tesi Spektrum
Reaktif Oksijen Tiirleri

Klorin e6

Minimum Essential Medium

Fetal Bovine Serum

xiii



DPBS
TEM
MCF7
us7
CO;
ml

dk
rpm
ul
mm
mm
cm

DMSO

dH,0
ug
nm
ng
PCR
OCT
BSA
DAPI
sGO
DIC
ATCC

cDNA

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
Transmisyon Elektron Mikroskobu
Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1
Insan Glioblastoma Hiicre Hatt1
Karbondioksit

Mililitre

Dakika

Revolutions Per Minute
Mikrolitre

Milimetre

Milimetre kiip

Santimetre kiip

Dimetil Stilfoksit

Gram

Distile Su

Mikrogram

Nanometre

Nanogram

Polimeraz Zincir Reaksiyonu
Doku Dondurma Soliisyonu
Bovine Serum Albumin
Diamidino-2-Phenylindole

Small Grafen Oksit

Diferansiyal Interferans Kontrast
American Type Culture Collection

Komplementer DNA

Xiv



pum

IHC

Mikrometre
Immiinofloresan

Immiinohistokimyasal

XV



1. GIRIS

Doganin ve organik yapilarin temel yapitasi olan karbon elementi dogada cok farkli
formlarda bulunmaktadir. Karbon atomlar1 arasindaki kovalent baglanmadaki degisiklikler,
karbon allotroplar1 olarak adlandirilan dogal olarak olusan farkli malzemelere yol agar.
Karbon allotroplarindan olan grafitin, tek atom kalinligindaki tabakasindan olusmus, iki

boyutlu, sp2 hibritlesmesi yapmis, hegzagonal yapisina grafen denir (1).

Grafenin kesfinden bu yana, grafen ile ilgili ¢alismalar giin gectik¢e artmaktadir. Grafen
malzemesinin essiz Ozelliklerinden dolay1 cesitli bilimsel alanlarin ilgisini ¢ekmektedir.
Grafenin optik, elektronik, mekanik, termal ve manyetik 6zellikleri sayesinde malzeme
biliminden, kimya ve fizik alanimna g¢ok ¢esitli bilim dallarmin dikkatini ¢ekmektedir.
Grafen malzemesinin fonksiyonel gruplarla iglevsellestirilmesi nanotip, biyomedikal ve
nanaoteknoloji alanlarinda yeni yaklasimlar saglamaktadir. Fonksiyonlastirilan grafen;
biyosensor, ilag tasiyici, antimikrobiyal olarak kullanilmakla birlikte fotodinamik terapide,

doku miihendisliginde ve goriintiileme sistemlerinde de kullanilmaktadir.

Son yillarda 6zellikle biyomedikal, nanotip, biyoteknoloji ve nanoteknoloji alanlarinda
grafen ¢alismalar1 ivme kazanmistir. Bu alanlarin en yogun ¢alisma konularindan biri olan
kanser alaninda grafenin essiz Ozelliklerinden faydalanilmaktadir. Kanser hastaliginin
teshis ve tedavisinde geleneksel yontemlerden farkli olarak ¢ok farkli tekniklerle grafen ve

grafen tiirevleri kullanilmaktadir.

Bu tez ¢alismasinda iki farkli kanser hiicre hatti kullanilarak 2-boyutlu ve 3-boyutlu
kiiltirler elde edilmistir ve bu kiiltiirler tizerinde grafenin tiirevlerinden olan grafen oksitin
(GO) etkisi aragtirllmistir. Calismada klasik olarak kullanilan monolayer yani 2-boyutta
biiyiitiilen kiiltiirlerin yan1 sira tiimor dokusunu daha iyi taklit edecek 3-boyutta sferoidler
olusturulmustur. GO’ in hem 3-boyutlu hemde 2-boyutlu kiiltiir {izerinde etkileri

arastirilmastir.

GO’ in 2-boyutlu ve 3-boyutlu kiiltiir tizerine etkilerini incelerken, sGO’ in hiicre canliligi
ve proliferasyonu tizerine odaklanilmistir. Burdan elde edilen sonuglar 1s1ginda histolojik
analizler ile grafenin 2 farkli kiiltiir iizerindeki morfolojik degisimleri incelenmistir. Ug
boyutlu kiiltiirlerden elde edilen ultra ince kesitlerin transmisyon elektron mikroskop

(TEM) altinda goriintiileri alinarak histolojik degisiklikler desteklenmistir. Gozlemlenen



degisiklikleri desteklemek amaciyla hem gen hem de protein ifade seviyeleri analiz

edilmistir.

Bu tez ¢alismasindan elde edilen veriler GO’ in farkli kiiltiir modelleri iizerinde nasil etki
gosterdigini anlamamiza olanak saglamistir. GO’ in kanser hiicreleri ile olan iliskisi,
kanser biyolojisini daha iyi anlamamiza ve yorumlamamiza katki saglayacagi

distiniilmektedir.



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. GRAFEN NEDIiR?

Karbon, dogada en ¢ok bulunan elementlerden biridir ve organik yapilarin temel yapitasini
olusturur. Karbon elementinin dogada ¢ok farkli formlar1 bulunmaktadir. Karbon atomlari
arasindaki kovalent baglanmadaki degisiklikler, karbon allotroplar1 olarak adlandirilan
dogal olarak olusan farkli malzemelere yol agar. Karbon allotroplarindan olan grafitin, tek
atom kalinligindaki tabakasindan olusmus, iki boyutlu, sp2 hibritlesmesi yapmis,
hegzagonal yapisina grafen (G) denir (1). Grafitten elde edilen tekli grafen tabakalarinin
varligi teorik olarak bilim diinyasinda tartistlmistir (2). Dahasi iki boyutlu atomik olarak
ince kristal malzemelerin varligi fiziksel olarak imkansiz kabul edilmistir (3). Atomik
yapida, iki boyutlu tek bir grafen tabakasi; Novoselov ve Geim tarafindan 2004 yilinda
‘Scotch Tape’ metodu ile izole edilmistir (Sekil 2.1) (4). Novoselov ve Geim yeni bir

karbon allotropunu kesfetmeleri ile 2010 y1linda Nobel Odiiliine layik gériilmiislerdir (5,6).

Karbon

. / Atomlan

Van der -
Waals Baglan Kovalent
] Baglar
Grafit
tabakalan

Sekil 2.1. Grafitten tek tabakali grafen eldesi

2.2. GRAFENIN MOLEKULER OZELLIiKLERIi

Karbon allotroplarindan biri olan grafen; bal petegi seklinde adlandirilan hegzagonal bir
yapiya sahiptir. Altt karbon atomunun bir araya gelmesi ile olusan halkasal yapi iki
boyutludur, tek bir atom kalinligindadir ve karbon atomlar1 sp2 hibritlesmesi yapar (1,7).

Halkay1 olusturan her bir karbon atomu ayni tabakada bulunan diger ii¢ karbon atomu ile
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sigma (o) bagi yapar ve son kalan bagi ise diger tabakalarda bulunan karbon atomlari ile
Van der Waals bag1 yapar. Iki karbon atomu arasindaki bag agis1 120° iken bag uzunlugu
ise 1,42 A’dur (Sekil 2.2) (1).

Grafenin karbon atomlar1 arasindaki kovalent baglanma ve tek atom kalinligindaki
katmanda bulunan karbon atomlariin basit diizeni grafene essiz ozellikler katmaktadir.
Benzersiz 6zelliklere sahip olan grafenin 6zel yapisi; optik, mekanik, ytiksek 1s1 iletkenligi,
seffaflik (% 97.9), yiiksek kararlilik, elektronik, goriiniir ve kizilotesi yerlerde iyi 151k
emilimi saglamaktadir (8-10).

Sekil 2.2. Grafenin molekiiler 6zellikleri

2.3. GRAFENIN ISLEVSELLESTIRILMESI

Grafenin kesfinden bu yana, grafen ile ilgili ¢aligmalar giin gectikge artmaktadir ve grafen
malzemesinin essiz O0zelliklerinden dolayr gesitli bilimsel alanlarin ilgisini ¢ekmektedir.
Sagliktan enerjiye savunma sanayinden kompozit teknolojilere malzeme biliminden kimya
ve fizik alanina bir¢ok farkli alanda grafen ve tiirevleri kullanilmaktadir. Biyomedikal,

nanotip, biyoteknoloji gibi alanlarda da grafen caligmalarinin ivmesi artmaktadir.



Essiz Ozelliklere sahip grafenin canli sistemlerde kullanilabilmesi i¢in bazi degisiklikler
yapilmas1  gerekmektedir. Grafen malzemesi oksijene sahip hidrofilik gruplar
bulundurmamasi nedeniyle hidrofobik bir yapiya sahiptir. Grafen tabakalar1 arasindaki m —
© etkilesimi bu tabakalarin su igerisinde dagilimini engeller ve kiimelesmelere neden olur

(11).

Canl1 sistemlerle etkilesimi ¢alisilan grafenin suda dagilamamasi ve hidrofobik bir yapiya
sahip olmasi; grafen malzemesinin uygulanmasini olumsuz hale getirir. Bu nedenle grafen
materyalinin islevsellestirilmesi gerekmektedir. Grafenin yapisindaki eksiklikleri ortadan
kaldirmak igin, genellikle sudaki dagilimimi arttiran yeni manyetik, optik ve elektriksel
Ozellikler getiren aktif iglevsel gruplar eklenmektedir (12). Bu aktif islevsel gruplar

kovalent ve kovalent olmayan degisiklikler ile eklenmektedir.
2.3.1. KOVALENT DEGIiSIiKLIKLER

Grafeni islevsellestirmek igin en ¢ok kullanilan yontemlerden biri kovalent degisikliklerdir
ve bu degisiklikler aktif ¢ift baglarin ve oksijene sahip gruplarin eklenmesi ile elde edilir.
Grafenin islevsellestirilebilmesi i¢cin ¢ok miktarda epoksi, karboksil ve hidroksi gruplari
kovalent degisiklikler i¢in kullanilabilir (13). Stankovich ve arkadaslar1 (14) kovalent
degisiklikler kullanarak ilk olarak grafen oksiti (GO) modifiye etmislerdir.

2.3.2. KOVALENT OLMAYAN DEGIiSIiKLiKLER

Grafenin islevsellestirilebilmesi i¢in kovalent olmayan yontemlerde kullanilmaktadir.
Hidrojen baglari, m —r etkilesimleri, iyonik baglar, Van der Waals kuvvetleri bunlardan
bazilaridir. Kovalent olmayan degisikliklerde grafenin yapr ve ozelliklerini miimkiin
oldugunca diizenlemektedir. Grafen ve grafen oksiti degistirmek i¢in, m —m etkilesimleri
siklikla kullanilmistir; Stankovich ve arkadaslari ilk kovalent olmayan degisiklik olarak m —
7 etkilesimlerini kullanmigtir (1). Bu yontem kovalent olmayan degisikliklerin en verimli

yontemidir.
2.4. GRAFENIN URETIMi

Son yillarda aragtirmacilar tarafindan essiz 6zelliklere sahip grafen ve grafen oksitin biiyiik
miktarlarda iiretimi amaclanmaktadir. Grafen {iretimi iki ana baslik altinda toplanabilir.

Uretim yontemlerinden ilki yukaridan asagiya (top-down) organik sentetik yaklasimlardir.



Mekanik boliinme ve redoks gibi teknikler bu yontemde kullanilmaktadir. Hammadde
olarak dogal grafit karbon kaynagi olarak kullanilmakta boylece grafen az veya tek
tabakali sekilde iiretilmektedir (15). Novoselov ve Geim 2004’te yaptiklar1 ¢alismada
mekanik boliinme teknigini kullanmislardir. Bu yontem ile grafitin pul pul dokiilmesi

saglanmis ve tek tabakali grafen elde edilmistir (4).

Uretim yontemlerinden ikincisi ise asagidan yukarrya (bottom-up) organik sentetik
yaklasimlardir. Organik sentez ve kimyasal buhar birikimi (CVD) teknikleri bu yontem
altinda yer almaktadir. Baslangi¢ iiriinii olarak kii¢iik karbon bilesikleri kullanilmaktadir.

Son tiriin olarak ¢ok tabakali grafen elde edilmektedir (1).

2.5. GRAFEN TABANLI NANOMALZEMELERIN NANOBiYOTEKNOLOJi VE
BiYOMEDIKAL ALANDA KULLANIMI

Grafen tabanl malzemeler; manyetik, optik, termal, mekanik ve elektronik 6zelliklerinden
dolay1 bir¢ok bilim dalinin ilgisini ¢gekmektedir (16). Grafenin diger 6zelliklerinden olan
suda iyi c¢oziinebilmesi, biyouyumlu olmasi, foksiyonlastirarak istenilen calismaya gore
diizenlenebilmesi, genis yiizey alani ve ¢ok farkli kimyasal 6zelliklerinden dolay: ise canli
sistemlerde kullanimini kolaylastirmaktadir. Bu sebeple nanobiyoteknoloji ve biyomedikal

alanda grafen tabanli malzemeler sik sik kullanilmaktadir (17,18).
2.5.1. ILAC SALINIMINDA GRAFENIN KULLANILMASI

Grafen tabanli malzemeler; c¢ok yonlii, dogrudan uygulanabilen, ¢ok fonksiyonlu,
calismanin gerekliligine gore tasarlanabilmesi ile ila¢ saliniminda 6nemli bir yere sahiptir
(16). Grafen oksit (GO) ve indirgenmis grafen oksit (RGO) suda daha iyi dagilim
gosterdigi icin ilag saliminda grafene tercih edilmektedir (19). Ila¢ salinimi igin grafen
oksitin (GO) tercih edilmesinin en biiylik nedenlerinden biri oksijenli gruplar yiizeyinde
bulundurmasidir. Bu oksijenli gruplar sayesinde daha kolay tasima, daha zengin yiizey

alanina, sulu ortamda daha iyi ¢oziiniirlige sahip olmaktadir (17).

Grafen oksit sahip oldugu iki farkli alan sayesinde ila¢ salinimini gerceklestirmektedir.
Hidrofobik alanin olugsmasini saglayan sp2 hibritlesmesi yapmis karbonlar ve hidrofilik
alanin olugmasini saglayan oksijenli gruplarin bulundugu bolgedir (19). Bu iki farkli alan

hem kovalent hemde kovalent olmayan baglanma gosterir. Grafen oksit hedefe kovalent



baglar ile baglanirken, ilag molekiilleri kovalent olmayan baglarla grafen oksite baglanir.

Boylece ilag molekiilleri kolaylikla grafen oksitten salinir (19).

Grafen tabanli nanomalzemeler terapotik molekiillerin taginmasinda kullanilmak {izere
biyouyumlu polimerler ile fonksiyonlastirilmaktadir. Polietilenimin (PEI), kitosan,
polietilen glikol (PEG) biyouyumlu polimerlerdendir (20). Fonksiyonlastirilmasi polietilen
glikol (PEG) ile yapilan grafene; yaygin olarak kullanilan kemoterapi ilaglarindan biri olan
doxoribucin (DOX) eklenmistir. PEG-DOX yiiklii grafen malzemesi B hiicreli lenfoma

kanseri tizerinde kullanilmistir ve bu kanser hiicrelerinin 6liimii gbzlenmistir (21).

llag salmimi ve terapdtik molekiillerin yani sira gen transferi icin RNA ve DNA
molekiillerinin taginmasi i¢in de grafen tabanli malzemeler kullanilabilir. Bunun igin
grafen oksitin negatif yiikiinden yola c¢ikilarak, elektrostatik etkilesim saglayabilecek
polietilenimin (PEI) gibi pozitif yiikli polimerler grafen oksite modifiye edilir. Bu sayede
negatif yiiklii niikleik asitler (RNA, DNA), pozitif yiiklii polimerlere tutturularak tasinmasi
saglanir (22).

2.5.2. DOKU MUHENDISLiGINDE GRAFENIN KULLANILMASI

Grafen tabanli nanomalzemelerin kullanilmasi ile olusturulan ¢ok boyutlu yapilar; genis
yiizey alanina ve gozenekli bir yapiya sahip olmaktadir. Bununla birlikte ¢ok boyutlu
yapilarin ana maddesini olusturan grafen ailesinin temel 6zelliklerinden olan hafiflik ve
mekanik 6zellikler grafen tabanli nanomalzemelerin doku miihendisliginde kullanilmasinin

tercih sebebidir.

Doku miihendisliginde kullanilmak {izere olusturulan iic boyutlu grafen iskeleleri
hiicrelerin aslina yakin bir ortamda gelismelerine olanak saglamaktadir; ayrica hiicrelerin
farklilagmasi i¢in bir substrat gorevi gormektedir. Bu {li¢ boyutlu iskelelerin canli dokular

taklit etmesi ve hatta canli dokularin yerini alacak implantlar olarak digiintilmiistiir (19).

Grafen ailesinin nanoyapilarinin kendi kendine insa kapasitesi vardir. Doku miihendisligi
i¢cin daha cok tercih edilen grafen oksit (GO) yapisinda bulunan oksijen gruplari sayesinde
su ile etkilesime girdiginde hidrojen bagi kurabilir. Bu sekilde grafen oksit tabakalar
arasinda baglar olusturur ve kendiliginden jellesme gerceklesir (18). Bu 6zelligin nanotipta

faydal1 olacag1 savunulmaktadir.



Substrat olarak grafen oksit (GO) ve polidimetilsiloksan (PDMS) kullanilan bir ¢alismada;
bu substratlarin mezenkimal kok hiicrelere olan etkisi arastirilmistir. Mezenkimal kok
hiicrelerin ¢ogalmasi, biiylimesi ve farklilasmasi arastirilan bu caligmada; grafen oksit
yiizeylerin diger substrata gore hiicresel ¢ogalmada daha etkili oldugunu gostermistir (23).
Diger bir calismada; nérodejeneratif hastaliklarda kullanilmak {izere grafen tiirevleri iceren
substratlar Onerilmistir. Noral fonksiyonlarn devamliligi elektriksel iletim sayesinde
oldugundan ve grafenin yiiksek elektrik iletkenliginden yola ¢ikilarak diisiiniilen bu

tasarim norodejeneratif hastaliklarin tedavisi i¢in bir firsat olabilir (24).
2.5.3. BIYOSENSOR OLARAK GRAFENIN KULLANILMASI

Genel olarak biyosensorler iki farkli boliimden olusur. Bunlardan biri reseptor digeri ise
dontistiiriiciidiir. Hedefi taniyan kisim reseptordiir ve hedef ile uyumlu bir etkilesime sahip
biyoaktif bir molekiilden olusur. Hedefin taninmasi sirasinda olusan kimyasal bilgiyi

hesaplanabilir bir sinyale doniistiiren kisim ise dontistiiriictidiir (19).

Grafen tabanli nanomalzemeler doniistiiriici gorevi gormek icin biyosensorlerde
kullanilabilir (25,26). lyi bir elektron alicis1 olan grafen, floresan rezonans enerji transferi
(FRET) uygulamalarinda 6nemli bir rol tistlenmektedir. Elektron alicisi olarak grafenin
kullanilmast; yanlis pozitif sinyaller, maaliyet, hassaslik gibi kisitlamalar1 biiyiik 6lciide
azaltacagi disiiniilmektedir (27). Baz1 genetik hastaliklarin (Alzheimer, kistik fibroz) erken
teshisinde, enzim aktivitelerinin (metil transferaz, niikleaz) belirlenmesinde grafen tabanli

malzemeler biyosensor olarak kullanilabilir (28-31).

2.6. GRAFEN VE KANSER

Kanser, glinlimiizde baglica 6liim nedenlerinden biri olmaya devam etmektedir. Gelismekte
olan iilkelerde 2012 yilinda kanserden kaynaklanan 8,2 milyon oliim ger¢eklesmistir.
Dahas1 2020 yilina kadar her yil 15 ila 17 milyon arasinda yeni kanser vakasi olacagi
tahmin edilmektedir (32). Kanser tedavisinde cerrahi yontemlerden farkli olarak, diger
tedavilerin tiimii kanser hiicrelerine kars1 mekanik veya farmakolojik bir 6ldiirme eylemine
dayanir. Bununla birlikte bu tedavilerde saglikli hiicreler yan etkilerden zarar gérmektedir.
Nanoteknoloji ise kanser hiicrelerine daha spesifik, etkili ve saglikli hiicreler {izerine
istenmeyen yan etkileri azaltmak i¢in en iyi tercihlerden biridir. Nanoteknoloji sayesinde

kanserli bolgeyi tamima ve sadece o bdlgeye spesifik ilag salinimi yapmak miimkiin



olabilir. Dahas1 yenilik¢i tedavilerin gelistirilmesi bakimindan, nanomalzemeler bir tani
aract olarak goriintiileme icin kullanilabilir. Ayn1 zamanda, kanser terapisi i¢in ilaglarin
salinimini tesvik etmek ve kontrol etmek i¢in kullanilabilir. Son yillarda, o6zellikleri
nedeniyle kanser tedavisi i¢in potansiyel terapotik uygulamalarda kullanilabilecek c¢ok
sayida nanomalzeme arastirilmistir (33). Yeni sayilabilecek nanomateryallerden biri olan
grafen; elektronik, optik, termal ve mekanik 6zellikler de dahil olmak {izere essiz fiziko-
kimyasal 6zellikleri sayesinde pek g¢ok potansiyel uygulama i¢in bilim gevrelerinde ve
kamuoyunda biiyiik ilgi gormektedir (34,35). Son zamanlarda grafen ve grafen oksit (GO);
ilag verme, tanilama, doku miihendisligi ve gen transfeksiyonu gibi giderek artan sayida
tibbi uygulamada kullanilmak iizere arastirilmaktadir (22,36,37). Bu tez c¢alismasi igin
yapilan literatiir arastirmasinda, grafen ve grafen tabanli malzemelerin kanser tami ve
tedavisinde kullanilmak iizere 3 ana bashga ayrildigi gozlenmistir. Bunlar; ilag ve gen

tasinmasi, fotodinamik terapi (PDT) ve fototermal terapidir (PTT).
2.6.1. TLAC VE GEN TASINMASI

Son yillarda grafen tabanli nanomalzemelerin biyolojik ve biyomedikal alanda kullanimi
artmistir. Bu artigin sebebi grafen ve tiirevlerinin (GO, rGO) yiiksek biyouyumlulugudur.
Canl1 sistemlerde uyumlulugun yani sira grafen, genis yiizey alanina sahiptir ve bu sayede
yiizeyinde bulunan her bir atom yiiksek miktarda ilag ve gen yiikleme kapasitesine sahiptir

(38,39).

llag dagilimi g¢aligmalari grafenin ilk uygulamalarindan biridir (40). Farkli baglanma
yontemleri 1ile ila¢ molekiillerini grafen {iizerine yiiklemek icin farkli yaklagimlar
kullamilmistir. Bir¢ok calismada grafen ve grafen oksitin (GO) biyouyumluluk ve
fizyolojik stabilitesini arttirmak i¢in polietilen glikol (PEG) kullanilmistir ve sonrasinda
kovalent olmayan etkilesim yoluyla antikanser ilaglar1 grafen yilizeyine yiiklenmistir (39).
Yapilan bir ¢aligmada grafen oksit PEG ile islevsellestirilmistir ardindan GO-PEG
yiizeyine transferrin ve bir antikanser ilaci olan yaygin olarak kullanilan doksorubisin
(DOX) yiiklenmistir. Beyin tiimorlerini hedeflemek i¢in kullanilan bu yontem ile beyin
timorlerinde verimli ve giiclii bir sitotoksisite saglanmistir (41). Grafen genis ylizey
alanina sahip oldugu i¢in ayni anda iki veya daha fazla antikanser ilaci kombine edilerek

grafen oksit (GO) tizerine yiiklenmistir (Cizelge 2.1).



Cizelge 2.1. Ilag tasinmasinda grafenin kullanimi

Uygulama Kanser Tiirii Yiiklenen Ila¢ Grafen Referans
Sekli Molekiilleri Tiirii
Ilag tasmnmas1 | Burkitt’s Doksorubisin, Rituxan nGO-PEG (21)
Lenfoma
Ilag Tasinmas1 | Meme Kanseri | Doksorubisin, nGO-Folik | (36)
Kamptotesin Asit
Ilag Tagmmas1 | Karaciger Doksorubisin, rGO (42)
Kanseri Elsinochrome A
[lag Tasmmas1 | Servikal Kanser | Doksorubisin, NGs (43)
Kurkumin, Kamptotesin,
Paklitaksel

Islevsellestirilen grafene iki veya daha fazla kanser ilaci yiiklenerek kanser terapisinde

kullanimai i¢in yapilmis ¢alismalar mevcuttur (Cizelge 2.1).

Grafen tabanli materyaller kii¢iik gen (siRNA, oligoniikleotid, dsDNA) tasiyict olarak gen
terapisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Kanser de dahil olmak {izere gen ile iliskili
hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (44). Yapilan bir calismada meme kanseri
hiicrelerine adriamisin ve miRNA-21 (anti-miR-21) es zamanli olarak GO araciligi ile
verilmistir. Bu ¢alisma ile kemoterapoétik ilaclarin ve siRNA'nin bir tastyicisi olarak GO ile
tedavinin, antikanser ilaglarin kemosensitivitesini yeniden diizenleyen ilaca direngli

kanserlerin tedavisi igin elverigli oldugunu gostermislerdir (45).
2.6.2. FOTOTERMAL TERAPI

Fototermal terapide (PTT) 1sik absorpsiyonundan 1s1 iiretmek ic¢in 1s18a duyarlastirici
maddeler kullanilir. Isiga duyarlastirict maddeler kanser hiicreleri i¢ine alinarak gelen 151k
ile birlikte 1sinir ve yanarak kanser hiicrelerinin 6lmesi gergeklestirilir. Saglikli hiicrelerin
spesifik olmayan 1sinmasin1 Onlemek i¢in, 1s18a duyarlastirict maddelerin kanser
hiicrelerini segici bir alim sergilemelidir. Bu sayede saglikli hiicreler 1sinmadan

etkilenmezler (40). Grafenin gii¢lii optik absorbans 6zelligi sayesinde PTT’ de kullanimi
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artmistir. Yapilan bir ¢calismada PEG ile fonksiyonlastirilmis GO es zamanli olarak hem
ilag yliklenmis hemde PTT’ de kullanilmistir. Servikal kanser iizerine yapilan bu
calismada; GO-PEG iizerine bakir siilfir (CuS) nanopartikiilleri eklenmistir ve yliksek
dozda DOX depolanmistir. CuS sayesinde servikal tiimor lizerinde fototermal doniisiim
gerceklesmistir ve bu tiimorlerin ablasyonu saglanmistir. Ayrica yiiklenen DOX sayesinde
hiicrelerdeki oliimiin arttig1 gozlenmistir (46). Grafenin yiiksek absorbans ozelliginden

faydalanilarak kanser terapisi igin birgok ¢alisma yapilmstir (Cizelge 2.2).

Cizelge 2.2. Fototermal terapide grafenin kullanimi

Uygulama Kanser Tiirii Grafen Tiirii ve Kullanilan Isiga | Referans
Sekli Duyarlastirici

PTT ve ilag | Meme Kanseri GO-Ag (47)
tasinmasi

PTT Servikal Kanser GO-IONPs-Au-PEG (48)

PTT Beyin Kanseri Nano-rGO-PEG ve RGD (49)

GO ve GO-AuNS

PTT ve | Meme Kanseri (50)
Goriintiileme

2.6.3. FOTODINAMIK TERAPI

Fotodinamik terapi (PDT); tekli oksijen, serbest radikal veya peroksitlerin yakin kizil6tesi
(NIR) spektrumu ile 1sinlanmasiyla reaktif oksijen tirlerinin (ROS) {iretilmesi ile
sitotoksisiteye dayanan bir kanser terapi yontemidir (40). Kemoterapi veya radyoterapiyle
karsilagtirildiginda, PDT nispeten daha az yan etki gosterir ve tiimdre 6zel 6ldiirmeyi artirir
(51). Yapilan bir ¢alismada klorin e6 (Ce6) adli 1s18a duyarlastirict kullanilarak PDT
deneyi tasarlanmistir. Bu ¢calismada mide kanseri hiicrelerine GO’ e modifiye edilmis Ce6
(GO-Ce6) verilmistir. Tiimor hiicrelerinde GO-Ce6 birikmesi sonucu 1sinlama ile birlikte

mide kanseri hiicreleri tizerinde verimli bir fotodinamik etki olusmustur (52).

Diger ¢alismalarda da gosterildigi gibi yliksek optik 6zellikleri ve yakin kizilotesi 15181 iyi

absorbe etme Ozellikleri, grafenin farkli kanser terapilerinde kullanmasini saglamaktadir.
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Genis ylizey alan1 ve farkli baglanmalara olanak tanityan grafen, ayni anda birden fazla

kanser terapi yontemi igin kullanilabilmektedir (Cizelge 2.3).

Cizelge 2.3. Fotodinamik terapide grafenin kullanimi

Uygulama Sekli Kanser Tiirii | Yiiklenen Ilac | Grafen Tiirii | Referans

Molekiilleri

[lag Tasmmas:1 ve | Cilt kanseri Doksorubisin, GO (53)

PDT Klorin e6

[lag Tasinmas1 ve | Akciger Kamptotesin, rGO (54)

PDT Kanseri Hypocrellin A

PDT ve | Servikal - NGs-QDs (55)

Gortintiileme Kanser

PDT Meme Kanseri | - GO-PEG (56)

Grafen tabanli nanomalzemeler kanser teshis veya tedavisinde tek basina kullanilmasindan
cok teranostik bir yaklasimla kullanilmaktadir. Cizelge 2.3’ de gosterildigi gibi tedavi edici
ajanlar (ilaglar) grafen ve tiirevlerine modifiye edilmekte ve ardindan PDT veya PTT gibi

terapotik yontemlerde kullanilmaktadir.
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2.7. GEREKCE VE AMAC

Grafen ve tiirevlerinin essiz Ozelliklerinin bilim diinyasinin dikkatini ¢ekmesiyle farkli
arastirma alanlarinda  kullanilmaktadir.  Yapilan literatiir taramasinda nanotip,
nanoteknoloj, biyomedikal ve biyoteknoloji alanlarinda grafen tiirevlerinin bu 6nemli
ozelliklerinden faydalanilarak bir¢ok ¢alisma yapilmaktadir. Giiniimiizde en ¢ok rastlanilan
ve 0liim orani yiiksek olan hastaliklardan olan kanser, yine iizerinde en ¢ok ¢alisma yapilan
alanlardan biridir. Grafenin Ozelliklerinin kanser teshis ve tedavisinde kullanilabilmesi

bilim diinyasina yeni bir bakis agis1 ve ¢alisma alani getirmistir.

Tez caligmast icin yapilan literatiir taramasinda; geleneksel 2-boyutlu kiiltlirlerin yan1 sira
in vitro ortamda elde edilen 3-boyutlu kiiltiirlerin canli sistemleri ve timor dokularini ¢ok
daha iyi taklit ettikleri ve in vivo ¢alismalara gegmeden Once yapilabilecek 6n
calismalardan oldugu savunulmaktadir. Ug boyutlu kiiltiirler sayesinde in vivo ¢aligmalar

oncesinde daha verimli ve gercege daha yakin sonuglar elde edilmektedir (57).

Yapilan bu tez ¢alismasinda bu bilgiler gerek¢e olarak kullanilmistir ve iki farkl kanser

hiicre hattindan hem 2-boyutlu hem de 3-boyutlu kiiltiir olusturulmustur.

Bu tez calismasinda kanser hiicre hatlarindan olan insan meme kanseri MCF7 ve insan
glioblastoma U87 secilmistir. Hiicre kiiltiirlinde gelistirilen bu kanser hiicre hatlarindan
hem 2-boyutlu hem de 3-boyutlu kiiltiirler elde edilmistir. Elde edilen kiiltiirlerde hiicre
sayilarindaki artis, proliferasyon seviyeleri ve GO’ in hiicre i¢ine alimu ile ilgili bilgilerin

ortaya ¢ikarilmasi amaglanmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. MATERYAL

Bu tez ¢alismasinda kullanilan materyaller Cizelge 3.1° de gésterilmistir.

Cizelge 3.1. Tez ¢alismasinda kullanilan materyaller

Materyalin Kullamldig1
Asama

Materyalin Ad1 ve Katalog Numarasi

Hiicre Kiiltiiri

MEM (1X) Minimum Essential Medium (Cat. N0.31095-029.
Life Technologies), Pen Strep Penicillin Streptomycin (Cat.
No. 15140-122.Gibco), FBS Fetal Bovine Serum (Cat. No.
10500-064. Gibco, Life Technologies), DPBS (1X)
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (Cat. No.14190-094.
LifeTechnologies), Trypsin-EDTA (1X) (Cat. No. 25300-
054. Gibco), Dimethyl Sulfoxide (Cat. No. D2650. Lot. No.
RNBF0698SIGMA-ALDRICH), Agar (Cat. No. A6686.
SIGMA-ALDRICH), Alamar Blue™ Cell Viability Reagent
(Cat. No. DAL1025 invitrogen), sGO (Manchester

University, Nanomedicine Lab)

RNA izolasyonu Macherey-nagel NucleoSpinRNA Mini  Kit (Cat. No.
740955.50), 2-Mercaptoethanol (Cat. No. 31350-010.Gibco)

cDNA sentezi iScript™ ¢cDNA Synthesis Kit (Cat. No. 170-8891. BIORAD)

PCR Sso Advanced™ Universal SYBR® Green Supermix (Cat.

No. 172-5271. BIO-RAD)

Immiinofloresan Boyama

Bovine Albumin (Protease Free) (Lot. No. OK18665.
BioShop), TRITON® X-100 (Cat. No. 1L.22885. BioShop®),
Anti-Laminin antibody (ab11575. Abcam.), Anti-Fibronektin
antibody [IST-9] (ab6328. Abcam.), Anti-integrin betal
antibody [EP1041Y] (ab52971. Abcam.), Anti-Collagen 1V
antibody [COL-94] (ab6311. Abcam.), OCT tissue freezing
media (Cat. No. SHH0026. SIGMA_ALDRICH)
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3.2. YONTEM

Bu tez calismasmin materyal se¢imi, hiicre kiiltiirii calismalar1 Ankara Universitesi
Biyomedikal Miihendisligi Boliimii, Kok Hiicre ve Rejeneratif Tip Arastirma
Laboratuvarlarinda gerceklestirilmistir. Calismanin desteklenmesi igin Tiibitak 3155102
nolu ‘Grafenin immiin etkilerinin omik yontemler ve genotoksik analizler ile karakterize
edilmesi’ (G-IMMUNOMICS) baslikli projeden faydalanilmigtir. Ayrica sferoidlerin ultra
ince kesitleri ve Transmisyon Elektron Mikroskop (TEM) goriintiilerinin eldesi Ankara
Universitesi Veterinerlik Fakiiltesi Laboratuvarlarinda Dr. Ahmet Ceylan tarafindan
gerceklestirilmistir. Bu tez calismasinda kullanilan grafen oksit (GO) Manchester
Universitesi Nanomedicine Lab koordinatorii Prof. Kostas Kostareles tarafindan temin
edilmistir ve kullanilan GO’ in karakterizasyonu Orecchioni ve ekibinin yapmis oldugu
(58) calismada bulunmaktadir. Literatiirde bulunan bu g¢alismada kiigiik (small) grafen
oksit olarak adlandirildigi i¢in tez boyunca sGO ifadesi kullanilmigtir.

3.2.1. HUCRE KULTURU
3.2.1.1. Hiicre Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

Bu tez calismasinda ATCC’ den ticari olarak temin edilmis iki farkli kanser hiicre hatti
kullanilmistir. Bunlar MCF7 ( insan meme kanseri) ve U87MG (insan glioblastoma) hiicre
hatlaridir. Bu iki hiicre hattinin pasaj numarasi, kiiltiir ortanmu gibi igerikleri Cizelge 3.2” de

ayrintili olarak gdsterilmistir.

Cizelge 3.2. Hiicre tipleri, pasaj numaralar1 ve hiicre besiyeri igerigi

Pasaj | Hiicre Hatt1 Hiicre Ad1 Ortam Icerigi
No
10 MCF7 Human Breast Cancer | MEM + % 10 FBS + % 1
Cells Penisilin/Streptomisin
15 u87 Human  Glioblastoma | MEM + % 10 FBS + % 1
Cells Penisilin/Streptomisin
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Bu tez c¢alismasi ig¢in, yapilan literatiir arastirmasi sonucunda MCF7 ve U87 hiicre
hatlarinin kullanilmasina karar verilmistir. Literatiirden elde edilen veriler dogrultusunda
MCEF7 ve U87 hiicre hatlarinin timor yapisi olusturmalari ve bu tez ¢alismasinda da 3-
boyutlu kiiltiir ile bu tiimor yapilarn taklit edileceginden MCF7 ve U87 hiicre hatlar
kullanilmistir. MCF7 ve U87 hiicre hatlarinin kiiltiir edilebilmeleri i¢in; sterilizasyonu
ultraviyole 151k ile saglanan Laminar sinif II kabin kullanilmigtir. MCF7 ve U87 hiicre
hatlar1 i¢in; Minimum Essential Medium (MEM) besiyeri i¢ine % 1 penisilin streptomisin
ve % 10 fetal bovin serum (FBS) eklenmesiyle besiyeri hazirlanmistir. MCF7 ve U87
hiicre hatlar1 hazirlanan bu besiyerinde; kosullar1 37 °C sicakliginda ve % 5 CO3

yogunlugunda olan inkiibatorde inkiibe edilmistir.

3.2.1.2. Hiicre Hatlarinin Pasajlanmasi ve Hiicre Sayimi

Kiiltlir edilen hiicrelerin devamliligini saglamak ve metabolik atiklardan uzaklagtirmak
adina hiicreler pasajlanmistir. Calismalar icin uygun olan hiicre yogunluklarinin

belirlenmesi i¢in hiicrelerin sayimi yapilmistir.

Inkiibatorden ¢ikarilan kiiltiir kaplar1 aspire edilerek eski besiyerinden armndirilmistir. Daha
sonra serum ve metabolik atiklari uzaklastirmak icin 10-13 mililitre (ml) Dulbecco’s
Phosphate Buffered Saline (DPBS) ile yikanmistir. Kiiltiir kabi i¢inde bulunan DPBS
aspire edilmistir ve bu sayede 0Olii hiicrelerden de kiiltiir arindirilmistir. Kiiltiir kabinin tiim
yiizeyini kaplayacak sekilde 1,5 ml tripsin-EDTA eklenmistir. Kiiltiir kab1 1-2 dakika (dk)
boyunca inkiibatorde bekletilmistir. Bekleme siiresinden sonra inkiibatérden cikartilan
kiiltiir kabi ters 151k mikroskobu altinda goriintiilenmistir. Tripsin sayesinde kiiltiir kabina
yapisan hiicreler kiiltiir kabindan ayrilmistir. Ayrilan hiicreler birbirlerine yapisip
kiimelenmeler olusturduysa kiiltiir kabina hafifce vurup bu kiimelenmelerin ayrilmasi
saglanmigtir. Eklenen tripsin miktarinin 3 kati1 kadar (4,5 ml) besiyeri kiiltiir kabinin tiim
yiizeyini kaplayacak sekilde ilave edilmistir. Nazikce pipetaj yapilarak hiicrelerin besiyeri
icerisinde homojen dagilmasi saglanmistir. Hiicre yogunluguna gore belirli oranda hiicre
stispansiyonu kiiltiir kapinda birakilmis kalan hiicre siispansiyonu atilmistir. Belirli oranda
kiltiir kabina birakilan hiicre siispansiyonunun {izerine 13-14 ml besiyeri ilave edilmistir
ve kiiltlir kab1 inkiibatore kaldirilmistir. Boylece hiicrelerin pasajlanma islemi

tamamlanmuistir.
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Hiicrelerin sayimi i¢in; tripsin (1,5 ml) eklenmesi ile kiiltiir kabindan ayrilan hiicrelerin
tizerine besiyeri (4,5 ml) eklenmistir. Hiicre siispansiyonu falkon tiipte toplanmistir. Falkon
tiipler sogutmal1 santrifiijde 5 dk boyunca +4 °C’ de 11.000 rpm de santrifiijlenmistir.
Pellet kismina dokunmadan siipernatant atilmis, falkon tiipe nazik¢e vurularak icinde
bulunan pellet ¢ozdiiriilmiistiir. Falkon tiip lizerine 5 ml’ ye tamamlanacak sekilde besiyeri
ilave edilmistir. Hiicrelerin besiyerinde homojen sekilde dagilmasi i¢in falkon tlip hafifce
saga sola sallanmistir. Hiicre siispansiyonundan 10-15 pl alinarak hiicre saymmi igin
hemositometre lamina koyulmustur ve ters 1sitk mikroskobu altinda hiicre sayimi

yapilmustir.

Hemositometri laminda sayim yapabilmek i¢in 10-15 pl hiicre siispansiyonundan alinir ve
henmositometri lami1 ve iizerini kapatan lamel arasina mikropipet yardimi ile koyulur. Ters
151k mikroskobu altinda hemositometri lamindan hiicreler sayilir. Sayim sirasinda ¢ok daha
parlak goriinen hiicreler 6l hiicrelerdir. Hemositometri laminda 4 biiylik kare alan
bulunmaktadir ve her bir karenin alan1 1 mm? dir. Hemositometri lami ve iizerine
kapatilan lamel arasinda kalan bosluk ise 0,1 mm’ dir. Boylece lam {izerindeki her biiyiik
karenin hacmi 0,1 mm?®’ diir. Hemositometri lamina hiicre soliisyonu eklendikten sonra bu
dort biiyiik karedeki hiicreler sayilir ve ortalamasi alnir. 0,1 mm?® hacimdeki hiicre sayisini
ml cinsinden hesaplamak i¢in (1 ml= 1 cm®= 1000 mm?®) standard: kullanilir. Ortalama

hiicre sayis1 10.000 ile carpilir ve bu sekilde 1ml i¢inde kag hiicre oldugu hesaplanmis olur.

3.2.1.3. Hiicre Hatlarinin Dondurulmasi ve Coziilmesi

Deneylerin tekrarlanmasi ve ilerideki g¢aligmalar diislintildiigiinde kiiltiir edilen hiicre

hatlar1 dondurularak yedeklenmis ve saklanmuistir.

Hiicrelerin dondurulmasi i¢in 6zel bir soliisyon olan dondurma soliisyonu hazirlanmistir.
Bu dondurma soliisyonu i¢in 9:1 oraninda FBS ve DMSO kullanilmistir (%90 FBS, %10
DMSO (dimetilsiilfoksit)). Kiiltiir kabin1 tamamen kaplayan hiicreler aspire edilmistir ve
DPBS ile yikanmistir. Hiicrelerin tiim yilizeyine gelmesine dikkat edilerek 1,5 ml tripsin-
EDTA eklenerek hiicreler kaldirilmistir. Eklenen tripsinin 3 kati (4,5 ml) besiyeri
eklenmistir ve hiicre siispansiyonu falkon tlipe aktarilmistir. Hiicreler sogutmali santrifiijde
5 dk boyunca +4 °C’ de 11.000 rpm de santrifiijlenmistir. Santrifiij isleminden sonra
siipernatant kismi atilmis ve pellet falkon tiipe nazik¢e vurularak ¢oziilmiistiir. Coziilen

pelletin tizerine 3 ml dondurma soliisyonu eklenmistir ve pipetej yaparak hiicrelerin
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dondurma soliisyonu iceriside homojen dagilmasi saglanmistir. Hiicre silispansiyonu 1’er
ml alinarak dondurma tiiplerine eklenmistir. Tiplerin ilizerine tarih, pasaj sayisi ve
arastirmacinin ismi yazilmistir. Tiipler Mr frosty kabina koyulup -80°C’ ye kaldirilmustir.
Bir giin sonra tiipler -80°C’ den almip -196°C’ lik 1siya sahip olan azot tankina
kaldirilmistir. Dondurma iskemi sayesinde hiicreler ¢ogaltilmadan dondurularak muhafaza

edilmistir.

Deneylerin tekrarlanmasi durumunda dondurulan hiicreler ¢oziilerek tekrar kullanilmistir.
Azot tankindan ¢ikarilan dondurma tiipleri 37°C’ lik su banyosunda 30 saniye ile 1 dakika
arasinda bekletilmistir. Kiiltiir kabina 5-6 ml besiyeri eklenmistir. Dondurma tiipleri i¢inde
bulunan hiicre siispansiyonunun erimesinin ardindan, eriyen hiicre soliisyonu kiiltiir
kabindaki besiyeri lizerine aktarilmistir. Daha sonra kiiltiir kab1 37 °C sicakliginda ve % 5
CO; yogunlugunda olan inkiibatdrde inkiibe edilmistir. Bir giin sonunda DMSO
artiklarindan kurtulmak icin besiyeri degistirilmistir. Eger hiicreler pasajlamak icin hazir

ise pasajlanmistir.
3.2.1.4. Kanser Hiicre Hatlarindan 2-Boyutlu Kiiltiir Elde Edilmesi

MCF7 ve US87 hiicre hatlarinin uygun kosullarda kiiltiir edilmesiyle yeterli yogunluga
gelmesi saglanmistir. Kiiltiir kabinin tiim ylizeyine gelecek sekilde 3 ml tripsin eklenmistir.
Tripsin eklenmesiyle kalkan hiicrelerin iizerine 4,5 ml besiyeri ilave edilmistir. Hiicre
siispansiyonu santrifiij edilerek slipernatant atilmistir. Falkon tlipe hafif¢e vurarak pelletin
¢Ozilinmesi saglanmistir ve iizerine 5 ml’ ye tamamlanacak sekilde besiyeri ilave edilmistir.
Her kuyu basina 2X10* hiicre gelecek sekilde hiicreler hemositometre laminda sayilmistir
ve 24 kuyucuklu plakalara ekilmistir. Bu plakalar 37 °C sicakliginda ve % 5 CO,
yogunlugunda olan inkiibatorde inkiibe edilmistir. Kiiltiir kabindan alinp 24 kuyucuklu
plakalara ekilen MCF7 ve US87 hiicre hatlarmin gelismesi beklenmistir. MCF7 ve U87
hiicre hatlarinin gelisimi hergiin ters 151k mikroskobu altinda gdzlenmistir ve goriintiileri

alinmustir.
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MCF7

us7

Sekil 3.1. MCF7 ve U87 hiicre hattina ait ters 151k mikroskop goriintiisti (10X)

3.2.1.5. Kanser Hiicre Hatlarindan 3-Boyutlu Tiimor Sferoid Olusturulmasi

MCEF7 ve U87 hiicre hatlarinin 2-boyutlu kiiltiiriinden, 3-boyutlu kiiltlir elde etmek igin
ozel kosullar olusturulmustur. Iki boyutlu kiiltiirden, 3-boyutlu tiimor sferoid
olusturabilmek i¢in 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakalar1 % 1° lik agar ile kaplanmistir. Bu
agar kapl 96 kuyucuklu plakalari hazirlamak i¢in; 1 gram (g) agar tartilip 100 ml distile su
(dH20) i¢inde ¢ozdiriilmiistiir. Bu ¢ozelti sterilizasyon ve agarin daha iyi ¢oziinebilmesi
icin otoklavlanmistir. Otoklavlanan agar c¢ozeltisi yaklasik 50°C’ ye gelene kadar oda
sicakliginda bekletilmistir. Sogumasi saglanan agar ¢ozeltisi ¢ok kanalll pipet yardim ile

96 kuyucuklu plakalara 100’ er pl eklenmistir. Agar ¢ozeltisinin daha ¢ok soguyarak
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jellesmesi beklenmistir. Bu islem sayesinde 3-boyutlu tiimor sferoid olusturabilmek igin

%1 lik agar kapli 96 kuyucuklu plakalar hazirlanmistir.

Kiiltiir kaplarinda kiiltiir edilen MCF7 ve U87 hiicre hatlar tripsinlenerek (1,5 ml tripsin)
kiltir kabindan kalkmasi saganmistir. Tripsinin 3 kati kadar besiyeri (4,5 ml) ilave
edilmistir. Hiicre siispansiyonu falkon tiiplere alinarak 11.000 rpm’ de 5 dk santrifiij
edildikten sonra siipernatant kism1 atilmis ve kalan pelletin ¢ozdiiriilmesi icin falkon tiipe
hafifce vurulmustur. Coziilen pelletin iizerine 5 ml’ ye tamamlanacak sekilde besiyeri ilave
edilmistir. Her kuyucuga 1X10* hiicre gelecek sekilde hiicreler hemositometre laminda
sayilmistir ve 96 kuyucuklu %1 agar kapl plakalara ekilmistir. MCF7 ve U87 hiicre hatlar1
%1’ lik agar kapli plakalara ekildikten sonra 37 °C sicakliginda ve % 5 CO; yogunlugunda
olan inkiibatérde inkiibe edilmistir. Agar kapli plakalara ekilen MCF7 ve US87 hiicre
hatlarinin  3-boyutlu tiimoér sferoid olusturmasit beklenmistir ve hergiin ters 151k

mikroskobunda gozlemlenerek goriintiilenmistir.
3.2.1.6. 2-Boyutlu Kiiltiirii Elde Edilen Kanser Hiicre Hatlarina sGO Verilmesi

Iki boyutlu kiiltiir elde etmek igin, kiiltiir kaplarindan 24 kuyucuklu plakalara aktarilan
MCEF7 ve U87 hiicre hatlarina 24 saat sonra small grafen oksit (SGO) verilmistir. Ana
stoktaki derisimi 2,5 mg/ml olan grafen oksit, 10 pg/ml ve 100 pg/ml olacak sekilde iki
farkli derisimde hazirlanmis. Derisim hesab1 yapilan grafen oksit ve besiyeri falcon tiip
icine almmistir ve iyice vortekslenmistir. Inkiibatérden ¢ikartilan 24 kuyucuklu
plakalardan besiyeri aspire edilmistir. Ardindan iki farkli derisimde hazirlanan grafen oksit
¢ozeltisi 24 kuyucuklu plakadaki belirlenen kuyucuklara 300’ er pl olacak sekilde
dagitilmistir. MCF7 ve U87 hiicre hatlarmin ekildigi plakalarda belirli miktardaki
kuyucuklar kontrol grubu olarak ayrilmistir ve grafen oksit verilmemistir. Grafen oksit
verilen plakalar inkiibatére kaldirilmistir ve 4 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun
ardindan 24 kuyucuklu plakalardan grafen oksit ¢ozeltisi aspire edilmistir ve her kuyuya
300° er ul yeni besiyeri eklenmistir. Ters 151k mikroskobunda incelenen ve goriintiileri
alinan hiicreler tekrar inkiibatore kaldirilmigtir. Grafen oksit verilen 2-boyutlu kiiltiir 2, 4, 6

ve 7. giinlerde ters 151k mikroskobu altinda gozlemlenmis ve goriintiileri alinmistir.
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3.2.1.7. 3-Boyutlu Kiiltiirii Elde Edilen Kanser Hiicre Hatlarina sGO Verilmesi

Kiiltiir kaplarindan %1 agar kapli 96 kuyucuklu plakalara aktarilan MCF7 ve U87 hiicre
hatlarinin 3-boyutlu tiimor sferoid olusturup olusturmadigina ters 151k mikroskobu altinda
bakilmistir. Agar kapli 96 kuyucuklu plakalara aktarilan MCF7 ve U87 hiicre hatlari
yaklasik 3 giin (72 saat ) sonunda 3-boyutlu tiimér sferoid olusturmuslardir. Ug boyutlu
tiimor sferoid olusumunun ardindan MCF7 ve U87 hiicre hatlarina grafen oksit verilmistir.
Ana stoktaki derisimi 2,5 mg/ml olan grafen oksitten 10 ug/ml ve 100 ug/ml olacak sekilde
iki farkli derisimde hazirlanmis. iki farkli derisimde hazirlanan grafen oksit ve besiyeri
falkon tiip icerisine alinmistir ve iyice vortekslenmistir. Inkiibatrden alinan 96 kuyucuklu
plakalar timdor sferoidlerin yerinden kalkmamasina dikkat edilecek sekilde aspire
edilmistir. Hazirlanan 2 farkli derisimdeki grafen oksit ¢6zeltisi 100’ er ul olacak sekilde
kuyucuklara dagitilmistir. Belirli miktardaki kuyucuklardaki sferoidler kontrol grubu
olarak ayrilmigtir ve grafen oksit verilmemistir. Grafen oksit ¢ozeltisi verilen sferoidler 4
saat boyunca inkiibe edilmistir. Dort saatlik inkiibasyonun ardindan 96 kuyucuklu plakalar
inkiibatorden alinmistir. Grafen oksit ¢ozeltisi sferoidleri yerinden kaldirmadan aspire
edilmistir. Her kuyucuga 150 ser pl olacak sekilde yeni besiyeri eklenmistir. Ters 11k
mikroskobunda incelenen ve goriintilleri alman 3-boyutlu tiimor sferoidler tekrar
inkiibatore kaldirilmistir. Grafen oksit verilen 3-boyutlu tiimor sferoidler 2, 4, 6 ve 10.

giinlerde ters 151k mikroskobu altinda gézlemlenmis ve goriintiileri alinmistir.

3.2.1.8. sGO Verilen 2-Boyutlu Kiiltiirden Hiicre Sayimi ve Hiicre Canlilik Testi

MCF7 ve U87 kanser hiicre hatlarindan 2-boyutlu kiiltiir elde edildikten sonra 2 farkli
derisimde grafen oksit verilmistir. Grafen oksitin kanser hiicrelerinin sayisi {izerine ne gibi
bir etki gosterdigini anlamak i¢in hiicre sayimi yapilmistir. Grafen oksit muamelesinden 2
giin sonra 2-boyutlu kiiltiir tripsinlenerek (1,5 ml tripsin-EDTA) hiicreler 24 kuyucuklu
plakalardan kaldirilmistir ve iizerlerine besi yeri eklenmistir. Kontrol grubu olarak ayrilan,
grafen oksit verilmeyen hiicreler ile iki farkli derisimde grafen oksite maruz kalan hiicreler
farkli tiiplere alinmistir. Hemositometri lamina 10-15 pl alinarak MCF7 ve U87 hiicre

hatlarina ait olan 3 er grubun (kontrol, 10 ug/ml GO, 100 pg/ml GO) sayimi1 yapilmustir.

Grafen oksit muamelesinden sonra hiicrelerin canliligini kontrol etmek adina hiicre canlilik
testi yapilmustir. Hiicre canlilik testinin planlanmasi ile birlikte kiiltiir kabinda gelistirilen

hiicreler 96 kuyucuklu plakalara 1x10* hiicre ekilmistir ve 24 saat sonra 2 farkli derisimde
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GO verilmistir (10 ug/ml GO, 100 pg/ml GO). Ayrica yine kontrol grubu olusturulmustur

ve kontrol grubuna GO verilmemistir.

Grafen oksit muamelesinden 2 giin sonra hiicre canlilik testi i¢in Alamar Blue™ Cell
Viability Reagent kiti ticari olarak temin edilmistir ve kullanilmistir. Alamar Blue
solusyonunu hazirlamak i¢in her kuyucuk basina (10 pl alamar blue + 100 pl besiyeri)
gelecek sekilde ¢ozelti hazirlanmustir ve iyice vortekslenmistir. Inkiibatérden gikarilan 96
kuyucuklu plakalar aspire edilmistir ve her kuyucuk basina 100’ er ul Alamar Blue
soliisyonu gelecek sekilde dagitilmistir. Inkiibatérde 37 °C” de ve % 5 CO; yogunlugunda
1-4 saat arasinda inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan 96 kuyucuklu plakalardan
¢ekilen Alamar Blue ¢ozeltisi yeni bir 96 kuyucuklu plakaya eklenmistir. Eski plaka DPBS
ile yikanmistir ve yeni besiyeri eklenmistir ve inkiibatore kaldirilmistir. Yeni 96 kuyucuklu
tabaklara eklenen Alamar Blue soliisyonu sonrasinda 570 nm dalga boyunda Clariostar
Omega mikroplaka okuyucu (BMG Labtech, Almanya) ile analiz edilmistir. Alamar Blue
¢oOzeltisinin hazirlanmasi, hiicrelere verilmesi ve analiz asamasina kadar 1siktan

korunmustur.

3.2.1.9. sGO Verilen 3-Boyutlu Tiimor Sferoid Kiiltiiriinden Hiicre Sayimi ve Hiicre
Canhlik Testi

MCEF7 ve U87 hiicre hatlarinin 3-boyutlu tiimér sferoid olusturmasinin ardindan, GO ile
muamele edilmesinin hiicre sayis1 ve canliligina nasil etki ettigini anlamak i¢in hiicre

sayimi ve canlilik testi yaplmistir.

Iki farkli derisimdeki grafen oksit ile muamele edilen sferoidler ve kontrol grubundaki
sferoidler her bir tiipe 8-10 sferoid gelecek sekilde alinmistir. Tiiplere alinan sferoidler
11.000 rpm” de 5 dk santrifiij edilmistir ve siipernatant atilmistir. Tiiplerin {izerine besiyeri
eklenmistir ve pipetaj yaparak mekanik kuvvet ile sferoidlerin par¢alanmasi saglanmistir.
Hemositometri lamima 10-15 pl almarak MCF7 ve U87 hiicre hatlarina ait olan 3’ er

sferoid grubunun (kontrol, GO 10 pug/ml, GO 100 pg/ml) hiicre sayimi yapilmistir.

Grafen oksit muamelesinden 10 giin sonra hiicre canlilik testi i¢in ticari olarak temin edilen
Alamar Blue™ Cell Viability Reagent kiti kullanilmistir. Alamar Blue solusyonunu
hazirlamak i¢in her kuyucuk basma (10 pl alamar blue + 100 pl besiyeri) gelecek sekilde

cozelti hazirlanmistir ve 1iyice vortekslenmistir. Sferoidlerin hiicre sayimmi igin
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parcalanmasindan sonra 96 kuyucuklu plakalara alinmigtir. Her kuyucuk igin 100 pl
Alamar Blue soliisyonu eklenmistir ve 37 °C’ de ve % 5 CO; yogunlugunda 1-4 saat
arasinda inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra 96 kuyucuklu plakalardan Alamar Blue
soliisyonu alinip yeni 96 kuyucuklu plakalara eklenmistir ve 570 nm dalga boyunda
Clariostar Omega mikroplaka okuyucu (BMG Labtech, Almanya) ile analiz edilmistir.
Alamar Blue ¢ozeltisinin hazirlanmasi, hiicrelere verilmesi ve analiz asamasina kadar

1siktan korunmustur.

3.2.2. ES ZAMANLI POLIMERAZ ZiNCIiR REAKSIYONU

3.2.2.1. RNA Izolasyonu

MCEF7 ve U87 hiicre hatlarindan elde edilen 2-boyutlu ve 3-boyutlu hiicre kiiltiirlerinin
RNA izolasyonu i¢in Macherey-nagel Nucleo Spin RNA Mini Kit kullanilmigtir.

Iki boyutlu kiiltiir i¢in, SGO muamelesinden 2 giin sonra inkiibatérden cikarilan 24
kuyucuklu plaka aspire edilmistir. Hiicreler 10 ml DPBS ile yikanmistir. Her bir kuyucuga
250 pl tripsin-EDTA eklenerek 37°C’ de, % 5 CO, yogunlugunda olan inkiibatore
kaldirilmistir. Plakadan ayrilan hiicrelere 1.250 pl besi yeri eklenmistir ve pipetaj yapilarak
karistirlmistir. Hiicreler hemositometri lamu ile sayilarak 5x10° hiicre olacak seklinde
tiplere aktarilmistir ve 5 dk boyunca 11.000 rpm’ de santrifiij edilmistir. Satrifiij
iseminden sonra siipernatant kismi aspire edilmistir. Macherey-nagel Nucleo Spin RNA
Mini Kit i¢inden ¢ikan 25 ml’ lik liziz soliisyonu iizerine 250 ul B-merkaptoetanol
eklenmistir ve liziz soliisyonu hazir hale getirilmistir. Tiip i¢inde kalan pelletin iizerine 350
ul liziz soliisyonu eklenmistir ve tiipler -20°C” ye kaldirilmigtir. Orneklerden daha sonra
Macherey-nagel Nucleo Spin RNA Mini Kit igerisinde belirlenen protokole gére RNA
izolasyonu yapilmistir. En son asamada tiip i¢inde izole edilmis RNA iizerine 50 pl

niikleaz-free H,O eklenmistir ve 6rnekler -20°C” ye kaldirilmustir.

Uc boyutlu tiimér sferoid kiiltiirler icin, grafen oksit muamelesinden 7 giin sonra sferoidler
RNA izolasyonu i¢in toplanmistir. Sferoidler her bir tiipe 8-10 sferoid gelecek sekilde
alimmistir. Tiplerin tizerine 1.500 pl besiyeri eklenmistir ve pipetaj yaparak mekanik
kuvvet ile sferoidlerin parcalanmasi saglanmistir. Hiicreler hemositometri lami ile
sayilarak 5x10° hiicre olacak seklinde tiiplere aktarilmustir ve 11.000 rpm’ de 5 dk santrifiij
edilmistir. Siipernatant kismi aspire edilmistir. Macherey-nagel Nucleo Spin RNA Mini Kit
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icinden ¢ikan liziz soliisyonu her tiipe 350 pl gelecek sekilde eklenmistir ve tiipler -20°C’
ye kaldirilmistir. Orneklerden daha sonra Macherey-nagel Nucleo Spin RNA Mini Kit
igerisinde belirlenen protokole gore RNA izolasyonu yapilmistir. En son asamada tiip
iginde izole edilmis RNA {izerine 50 ul RNase-free H,O eklenmis ve 6rnekler -20°C’ ye
kaldirtlmistir.

3.2.2.2. cDNA Sentezi

MCF7 ve US87 hiicre hatlarindan 2-boyutlu ve 3-boyutlu kiiltiirlerin elde edilmesinin
ardindan RNA izolasyonlar1 yapilmistir. Elde edilen RNA’ lardan cDNA sentezi i¢in ticari
olarak temin edilen iscript cDNA Synthesis Kit kullanilmustir. iscript cONA Synthesis Kit
protokoliine gére RNA miktar1 1.000 nanogram (ng) olarak hesaplanmistir. Ornek basima
iscript cDNA Synthesis Kit i¢cinde bulunan; iScript Reverse transkriptase enzimden 1 pl +
iScript reaction mix’ den 4 pl alinarak cDNA sentez soliisyonu hazirlanmistir. cDNA
sentez sollisyonundan 5 pl alinarak, 1.000 ng olarak hesaplanan RNA’ larin {izerine
eklenmistir. BIORAD termal cycler cihaz ile inkiibe edilmistir. Inkiibasyon islemi 25dk
25°C’ de, 30dk 42°C’ de ve 5dk 85°C’ de tamamlanmistir. Sentezlenen cDNA’lar 1:2
oraninda RNase-free H,O ile seyreltilip, -20°C’ de muhafaza edilmistir.

3.2.2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Makrogen firmasi tarafindan polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) igin dizayn edilen
primerler kullanilmistir. Primer dizilerin detaylar1 Ek-1’de bulunmaktadir. Ticari olarak
elde edilen liyofilize primerler iyonize su ile sulandirilmistir ve ana stok olusturulmustur.

Son derisim 5 pmol/ul olacak sekilde stok primerler sulandirilmistir.

PZR reaksiyonu i¢in ticari olarak temin edilen SsoAdvanced™ Universal SYBR® Green

Supermix protokoliine gore reaksiyon karigimi hazirlanmistir. Buna gore; herbir 6rnek igin

e 10 pl SsoAdvanced Universal SYBR® Green Supermix
e 1 ullleri (Forward) Primer
e 1 ul Geri (Reverse) Primer

e 6 ul Niikleaz-free H,O kullanilmustir.
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Herbir 6rnek i¢in PZR reaksiyon karigimi 18 pl olarak 96 kuyucuklu PZR plakalaria
dagitilmustir. Uzerlerine 2 pl cDNA eklenmistir ve toplam hacim her kuyucuk igin 20 pl
olmustur. BIO-RAD termal cycler (CFX96) cihazlarinda belirlenen protokole gore;

e Baslangi¢ denatiirasyonu 95°C’ de 10 dakika
e Uzama 95°C’ de 15 saniye (40 dongii)
e Son uzama 60°C’ de 1dakika (40 dongii)

inkiibe edilmistir.

PCR reaksiyonundan sonra mRNA miktarlarinin hesaplanmasi i¢in AACt denklemi
kullanilmistir. Elde edilen o6rnekler i¢in kontrol grubuna goére gen ifade miktarini
hesaplamak icin cycle threshold (ct) degeri kullanilmistir. Orneklerin kullanilan referans
gen ile aralarindaki fark hesaplanmistir (ACt). Daha sonra analizi yapilanacak olan
orneklerin ACt degeri ile kontrol grubunun ACt degeri arasindaki fark bulunmustur ve 2-

AACt denklemi kullanilarak analizler yapilmistir.
3.2.3. HISTOLOJIK ANALIZLER

MCEF7 ve U87 kanser hiicre hatlarindan elde edilen 3-boyutlu tiimér sferoidlerin grafen
oksit muamelesinden sonra histolojik analizlerinin yapilabilmesi igin ultra ince kesitleri
alinmistir. Ultra ince kesitlerin elde edilebilmesi i¢in dncelikle sferoidleri dondurma islemi
yapilmistir. Bunun i¢in OCT doku dondurma soliisyonu kullanilmistir. Dondurma islemi
sirasinda ortamin soguk olmasimi saglamak adina kuru buz kullanilmistir. Cap1 2,5 cm,
kalinlig1 2 mm olan bozuk para seklindeki mantar tabakalar kuru buz tizerine koyulmustur
ve bu mantar tabakalarin tizerlerine 1’er damla OCT damlatilmistir. Yaklagik 30 saniye
sonra donmaya baslayan OCT damlasmin igine, pipet yardimi ile alinan sferoidler
koyulmustur ve sferoidlerin OCT damlasinin tam merkezine gelmesi saglanmistir. Bu
asamada kullanilan sferoidler, grafen oksit muamelesine ugrayan ve 7’nci gilinlinde olan
sferoidlerdir. Igerisine sferoid koyulan OCT damlalar1 kuru buz iizerinde tamamen

donduktan sonra -80°C’ de muhafaza edilmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Sferoidlerin doku dondurma soliisyonu (OCT) ile dondurulma asamasi

OCT dondurma soliisyonu i¢inde dondurulan ve -80°C’ de saklanan sferoidler ultra ince
kesitlerinin almmas1 i¢in Ankara Universitesi Veterinerlik Fakiiltesi’ ne gonderilmistir.
Burada ultra kesitleri alinarak lam iizerine sabitlenmistir. Ultra ince kesitlerin sabitlendigi

lamlar -20°C’ de saklanmustir.

3.2.3.1. immiinofloresan Boyamalar

MCF7 ve U87 hiicre hatlarindan elde edilen, lam {izerine sabitlenmis sferoidlerin ultra ince
kesitleri -20°C” den ¢ikartilmistir. Hidrofobik kalem yardimu ile sferoid kesitlerinin tizerine
gelmeyecek sekilde kesitler halka igine alinmistir. Bu sayede immiinofloresan boyama
esnasinda eklenecek olan soliisyonlarin lam {izerinden akip gitmemesi saglanmistir.
Sabitlenen ve hidrofobik kalem ile halka i¢ine alinan kesitlerin tizerine 100’ er pl DPBS
eklenmistir ve 5 dk beklenmistir. Spesifik olmayan baglanmalara kars1 sferoid kesitlerini
bloke edecek soliisyon hazirlanmistir. Bloke etmek icin hazirlanan soliisyonda; 100 ml
DPBS icine % 1 Bovine Serum Albumin (BSA) eklenmistir ve iyice vortekslenmistir.
Ardindan % 0.1 Triton X-100 eklenmistir ve tekrar vortekslenmistir. Kesitlerin iizerine
eklenen DPBS c¢ekilmistir ve her kesitin tlizerine yaklasik 100’ er ul spesifik olmayan
baglanmalara kars1 hazirlanan soliisyondan eklenmistir ve oda sicaklifinda 1 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyonun ardindan kesitler DPBS ile yikanmistir. Boyama igin kullamlacak
olan monoklonal antikorlar hazirlanmistir. Fibronektin (1:200), integrin (1:100), laminin
(1:200), kollojen (1:200) antikorlar1 belirlenen derisime gore bloke etmek igin hazirlanan
soliisyonda (% 98 DPBS + % 1 BSA + % 1 Triton X-100) seyreltilmistir. Fibronektin ve
integrin ayni tiipte hazirlanirken laminin ve kollojende ayni tiipte hazirlanmistir. Yikama

isleminden sonra hazirlanan monoklonal antikorlar belirlenen kesitlerin {izerine 100° er pl
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eklenmistir ve 1 gece boyunca + 4°C’ de inkiibe edilmistir. Bir gecelik inkiibasyonun
ardindan kesitler 3 kez DPBS ile yikanmistir. Bu asamada ikincil antikor hazirlanmistir.
Ikincil antikorlarin hazirlanmasindan inkiibasyon asamasmna kadar karanlik ortamda
calisilmistir. Bunun igin kegi-anti-fare Alexafluor 488 (1:500) ve Alexafluor 546 (1:400)
ikincil antikorlar1 belirtilen derisime gore bloke etmek i¢in hazirlanan soliisyonda (% 98
DPBS + % 1 BSA + % 1 Triton X-100) seyreltilmistir. Yikama isleminin ardindan ikincil
antikorlar kesitlerin lizerine 100’ er ul eklenerek 1,5 saat boyunca oda sicakliginda ve
karanlik ortamda inkiibe edilmistir. Kesitler inkiibasyon isleminden sonra 3 kez DPBS ile
yikanmistir. Hiicre ¢ekirdegini boyamak igin 4',6-Diamidino-2-Phenylindole (DAPI)
(1:100) oraninda seyreltilerek kesitlerin iizerine eklenmistir. Boyanan kesitler EVOS

Floresan mikroskop altinda incelenmistir.

Proliferasyon belirteci olan Ki67 ile yapilan immiinofloresan boyama hem 2-boyutlu
hemde 3-boyutlu kiiltiirler iizerinde yapilmistir. U¢ boyutlu timér sferoidlerin Ki67 ile
boyanmasi yukarida belirtilen protokol ile ayni sekilde yapilmistir. Ultra ince kesitleri
alian sferoidler dnce bloklama soliisyonu eklenmis daha sonra birincil antikor olan Ki67
(1:400) belirtilen derisimde eklenmistir. Bir gecelik inkiibasyonun ardindan ikincil antikor
olan Alexafluor 546 (1:400) eklenmistir ve ¢ekirdek boyasi olan DAPI ile de boyanarak

floresan mikroskop altinda goriintiileri alinmustur.

Iki boyutlu kiiltiirlerin Ki67 ile immiinofloresan boyamasinin yapilabilmesi igin 6nce
hiicreler 24 kuyucuklu plakalara sabitlenmistir. Bu sabitleme islemi i¢in 6nce hiicreler
tizerinde bulunan besiyeri aspire edilmistir. Daha sonra 3 kez DPBS ile hiicreler
yikanmistir. Yikama isleminin ardindan -20°C’ de muhafaza etilen soguk metanolden her
kuyucuga 300 er pl eklenmistir ve 24 kuyucuklu kiltiir plakalart -20°C* de 15 dk
bekletilmistir. Eklenilen metanol aspire edilmistir ve kuyucuklarin dibinde kalan
metanoliin kurumas1 beklenmistir. Kuruduktan sonra 24 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakalar: -

20°C’ de saklanmistir. Bu sekilde hiicreler kiiltiir plakasina sabitlenmistir.

Sabitleme isleminden sonra 2-boyutlu Kkiiltiir proliferasyon belirteci olan Ki67 ile
boyanmistir. Boyanma islemi yukarida ayrintili olarak verildigi gibi 6nce spesifik olmayan
baglanmalara karsi bloke edici soliisyon eklenmistir. Daha sonra yikanmis ve birincil

antikor olan Ki67 eklenmistir. Bir gecelik inkiibasyondan sonra ikincil antikor olan
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Alexafluor 546 (1:400) eklenmistir ve ¢ekirdek boyasi olan DAPI ile de boyanarak

floresan mikroskop altinda goriintiileri alinmistir.

3.2.3.2. Transmisyon Elektron Mikroskop (TEM) Gériintiisii

Grafen oksit muamelesine ugrayan ve 7°nci giiniinde olan sferoidlerin ultra ince kesitleri
alindiktan sonra, Ankara Universitesi Veterinerlik Fakiiltesi’ nde Transmisyon Elektron

Mikroskobu (TEM) kullanilarak goriintiiler alinmstir.

3.2.3.3. Toluen Mavisi Boyamasi

Grafen oksit muamelesine ugrayan ve 7’ nci glinde dondurularak ultra ince kesitleri alinan
sferoidlerin, Ankara Universitesi Veterinerlik Fakiiltesi’ nde toliien mavisi boyamasi

yapilmistir.
3.2.4. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Bu tez caligmasindaki istatistiksel analizler Anova Two Way Tukey’ in ikili karsilagtirma
ve varyans analizi SPSS yaziliminin 25 siriimii (build number 1.0.0.1012) kullanilarak

yapilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. KANSER HUCRE HATLARINDAN ELDE EDILEN 2-BOYUTLU
KULTURUN GORUNTULENMESI

MCF7 ve U87 kanser hiicre hatlari; Minimum Essential Medium (MEM) besiyeri i¢ine %
1 penisilin streptomisin ve % 10 fetal bovin serum (FBS) bulunan besiyerinde kiiltiir
edilmistir. Kosullar1 37 °C sicakliginda ve % 5 CO; yogunlugunda olan inkiibatorde
inkiibe edilerek 2-boyutlu kiiltiir elde edilmistir. Iki boyutlu kiiltiiriin eldesinden sonra iKi
farkli derisimde SGO ile muamele edilmistir (10 pg/ml sGO, 100 ug/ml sGO). sGO
muamelesinden sonra 2, 4, 6 ve 7’ inci giinlerde ters 151k mikroskobu altinda goriintiileri

alimustir.

sGO muamelesine ugrayan 2-boyutlu MCF7 hiicre kiiltiiriinde 2 giin sonunda sGO
derisiminin artmasi ile birlikte hiicrelerin birbirine yaklastig1 ve kiimelenmeler olusturdugu
gozlenmistir. Kiiltiir kabin1 2’ inci giin sonunda tamamen kapladigi i¢in 4, 6 ve 7’nci
giinlerde 151k mikroskobu altinda goriintiisii alinamamistir. MCF7 hiicre hattinin sadece 1

ve 2’ inci giin sonunda ters 151k mikroskobu altinda goriintiileri alinmustir. (Sekil 4.1).

MCF7 Kontrol MCF7+ 10 pg/ml sGO MCF7+ 100 pg/ml sGO

Sekil 4.1. MCF7 hiicre hattinin sGO’ e maruz kalmis 2-boyutlu kiiltiir goriintiileri. MCF7
hiicre hattina sGO’ in iki farkli derisimde verilmesinin ardindan 1 ve 2 giin sonunda ters
151k mikroskobu altinda goriintiillenmistir (10X)
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U87 hiicre hattindan elde edilen 2-boyutlu kiiltiiriin sGO muamelesinden sonra, sGO
derisiminin artmasi ile birlikte bu hiicre hattinda da zamana bagh olarak hiicrelerin
biraraya gelerek kiimelenmeye basladigi goézlemlenmistir. Yiiksek SGO derisiminin (100
pg/ml sGO) oldugu kuyucuklarda hiicrelerin diger derisim grubuna (10 pg/ml sGO) gore

daha fazla kiimelenme gosterdigi gozlemlenmistir (Sekil 4.2).

U87 Kontrol U87 + 10 pg/ml sGO U87 + 100 pg/ml sGO

Sekil 4.2. U87 hiicre hattinin sGO’ e maruz kalmis 2-boyutlu kiiltiir goriintiileri. U87 hiicre
hattina sGO’ in iki farkli derisimde verilmesinin ardindan 2, 4, 6 ve 7 giin sonunda ters 151k
mikroskobu altinda goriintiilenmistir (10X)

4.2. 2-BOYUTLU KULTURLERDEN HUCRE SAYIMI

ki boyutlu kiiltiirii elde edilen MCF7 ve U87 hiicre hatlarina, iki farkli derisimde sGO

verilmesinin ardindan, sGO’ in hiicre sayisina ne gibi bir etkisinin oldugunu belirlemek
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icin hiicrelerin sayimi yapilmistir. Hiicre sayimi i¢in SGO muamelesinden sonra gegen 2
giinliik 6rnekler kullanilmistir. Ornekler hiicre saymmi igin tripsinlenerek 24 kuyucuklu
plakalardan kaldirilmis ve besiyeri eklenerek hiicre siispansiyonu halinde hazirlanmistir.
Hiicre siispansiyonundan 10-15 pl alinarak hiicre sayimi i¢in hemositometre lamina

koyulmustur ve ters 151k mikroskobu altinda canli hiicre sayimi yapilmustir.

MCF7 hiicre hattindan elde edilen 2-boyutlu kiiltiire 2 farkli derisimde sGO ile muamele
edilmistir. sGO muamelesinden 2 giin sonra hiicreler toplanmis ve sayimi yapilmistir.
Yapilan hiicre sayimi sonucunda; sGO ile muamele edilmis MCF7 hiicrelerinin sayisinin
kontrol grubuna gore az miktarda artis gosterdigi gozlemlenmistir. Fakat yapilan
istatistiksel analiz sonucunda bu artisin anlamli bir artis olmadigi belirlenmistir (Sekil

4.3A).
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Sekil 4.3. MCF7 ve U87 hiicre hattinin 2-boyutlu kiiltliriinlin sGO muamesinden sonraki
hiicre sayis1 grafigi. Iki farkli sGO derisimi ile muamele edilmis. (A) MCF7 ve (B) U87
hiicre hattinin hiicre sayimi yapilmistir ve kontrol grubu ile karsilagtirilmistir p<0.05

U87 hiicre hattindan elde edilen 2-boyutlu kiiltiirler de MCF7 hiicreleri gibi muamele
edilmis ve hiicre saymmi yapilmistir. Yapilan hiicre sayimi sonucunda; sGO derisiminin
artmasi ile hiicre sayisinin kontrol grubuna goére azaldigi gozlenmistir. Bu azalmanin

yapilan istatistiksel analizler sonucunda anlamli bir azalma oldugu belirlenmistir (Sekil
4.3B).
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4.3. 2-BOYUTLU KULTURLERDEN ALAMAR BLUE iLE CANLILIK TESTIi
YAPILMASI

U87 ve MCF7 hiicre hatlarindan elde edilen 2-boyutlu kiiltiirlere 2 farkli derisimde sGO ile
muamele edilmistir. sGO’ in hiicre canliliginin artis1 iizerine ne gibi ektilerinin oldugunu
belirlemek i¢in canlilik testi yapilmistir. Bu canlilik testi i¢in Alamar Blue™ Cell Viability
Reagent kiti kullanilmistir. Canlilik testi icin SGO muamelesinden sonra 3’ tincii giindeki
hiicreler kullanilmistir. Bu hiicreler Alamar Blue™ Cell Viability Reagent kitinde
belirtildigi sekilde hazirlanmistir. Daha sonra 570 nm dalga boyunda Clariostar Omega

mikroplaka okuyucu ile analiz edilmistir.

MCEF7 hiicre hattinin 2 farkli sGO derisimi ile muamele edilmesinden sonra 3’ {incii giinde
alan Ornekler kit protokoliine gore hazirlanmistir ve 570 nm dalga boyunda okutularak
analizi yapilmistir. Yapilan canlilik testi analizlerine gore; sGO muamelesine ugrayan
gruplarin kontrol grubuna gore belirgin bir artis gdzlemlenmemistir. Ayrica 100 pg/ml
sGO verilen gruptaki hiicrelerin canliligt 10 pg/ml sGO verilen gruba gore anlamli bir

azalma gostermisti (Sekil 4.4A).

U87 hiicre hattinin SGO muamelesinden sonra yapilan canlilik testinin analizlerine gore; en
yiiksek derisimde verilen sGO’ in (100 pg/ml sGO) hiicreleri diger derisime goére (10
pug/ml sGO) daha ¢ok etkiledigi ve canlilig1 azalttig1 gozlemlenmistir. En yiiksek derigim
olan 100 pg/ml sGO grubundaki hiicre canliligt 10 pg/ml sGO grubuna gore anlamli bir
azalma gozlenmistir (Sekil 4.4B).
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Sekil 4.4. MCF7 ve U87 hiicre hattinin 2-boyutlu kiiltiiriiniin sGO muamelesinden sonraki
canlilik testi analizi. 1ki farkli sGO derisimi ile muamele edilmis (A) MCF7 ve (B) U87
hiicre hattinin canlilik testi yapilmistir ve kontrol grubu ile karsilastirilmigtir p<0.05

4.4. KANSER HUCRE HATLARINDAN ELDE EDILEN 3-BOYUTLU TUMOR
SFEROIDLERIN GORUNTULENMESI VE YARICAPLARININ
OLCULMESI

MCEF7 ve U87 hiicre hatlarindan 3-boyutlu tiimor sferoid elde etmek i¢in Oncelikle 2-
boyutlu kiiltiirleri elde edilmistir. Daha sonra 2-boyutlu kiiltiirler % 1 agar kapli 96
kuyucuklu tabaklara ekilmistir ve 3 giin (72 saat) igerisinde 3-boyutlu tiimor sferoid
olusturmas1 beklenmistir. Tiimor sferoidlerin olusumundan sonra 2 farkli derisimde sGO

ile muamele edilmistir. SGO muamelesinden 2, 4, 6 ve 10’ uncu giinlerde ters 1s1k
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mikroskobu altinda goriintiileri alinmistir ve sferoidlerin bu giinlerde yarigaplari

Olclilmiistiir.

MCF?7 hiicre hattindan elde edilen 3-boyutlu timor sferoidlerin sGO muamelesinden sonra
2,4, 6 ve 10’ uncu giinlerde ters 151k mikroskobu altinda goriintiileri alinmistir. Sekil 4.5
de gortldigi gibi kontrol grubuna ait sferoidlerin 2-10 giin arasinda biyidigi
gozlenirken, sGO ile muamele edilen sferoidlerin sGO derisimi arttik¢a kontrol grubuna

gore daha ¢ok biiyiidiigli gozlenmistir.

MCF7 Kontrol MCF7 + 10pg/ml sGO MCF7 + 100pg/ml sGO

2. Giin

4. Giin

6. Giin

10. Giin

Sekil 4.5. MCF7 hiicre hattinin 3-boyutlu tiimor sferoid goriintiileri. MCF7 hiicre hattina
sGO iki farkli derisimde verilmesinin ardindan 2, 4, 6 ve 10’uncu giinlerde ters 151k
mikroskobu altinda goriintiillenmistir (10X)
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MCF7 hiicre hattinin 3-boyutlu sferoidleri ters 151tk mikroskobu altinda goriintiilenirken
aynt zamanda yarigaplari Zeiss Zen Yazilimi yardimi ile pm cinsinden oOl¢iilmiistiir.
Sferoidlerin mikroskop altindaki incelemelerde biiylidiigii gozlemi (Sekil 4.6), sferoidlerin
yarigaplar1 Olciilerek kaydedilmistir. Gorsel olarak biiyiidiigli belirlenen sferoidlerin,
yarigap analizleri sonucuna gore de biiyiidiigii yaricap analizleri ile kanitlanmistir (Sekil

4.6).

GO derisiminin artmasiyla kontrole gore sferoid yaricaplar1 da artis gostermistir. En
yiiksek derisim olan 100 pg/ml sGO verilen gruptaki sferoidlerde en yiiksek yarigcaplar
Ol¢iilmiistiir ve sGO derisimine bagli olarak 10 pg/ml sGO ve 100 pg/ml sGO grubundaki
sferoidler kontrol gruplariyla karsilastirildiginda yarigaplarinda istatistiksel olarak anlamli

bir artig gézlenmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. MCF7 hiicre hattinin 3-boyutlu tiimor sferoid yaricap analizleri. MCF7 hiicre
hattindan elde edilen 3-boyutlu tiimor sferoidlere sGO iki farkli derisimde verilmesinin
ardindan; 2, 4, 6 ve 10’uncu giinlerde ters 151k mikroskobu altinda yarigaplart 6l¢iilmiistiir

(um)

U87 hiicre hattindan elde edilen 3-boyutlu tiimér sferoidlerin de sGO muamelesinden
sonra 2, 4, 6 ve 10’ uncu giinlerde ters 151k mikroskobu altinda goriintiileri alinmistir. U87
hiicre hattindan olusan sferoidlerin MCF7 hiicre hattindan olusan sferoidlere gore daha
daginik bir yapida oldugu gozlenmistir. Ters 151k mikroskobu altinda goézlenen US87
sferoidlerinin 2-10 giin arasinda biiyiidiikleri gézlemlenmistir (Sekil 4.7).
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U87 Kontrol U87 + 10pg/mlsGO U87 + 100pg/mlsGO

2. Giin

4. Giin

6. Giin

10. Giin

Sekil 4.7. U87 hiicre hattinin 3-boyutlu tiimor sferoid goriintiileri. U87 hiicre hattina sGO
iki farkli derisimde verilmesinin ardindan 2, 4, 6 ve 10’uncu giinlerde ters 151k mikroskobu
altinda goriintiilenmistir (10X)

U87 hiicre hattindan elde edilen 3-boyutlu tiimor sferoidler ters 1sik mikroskobu altinda
goriintlilenirken ayn1 zamanda bu tiimor sferoidlerin yarigaplart dlglilerek kaydedilmistir.
Bu yaricap olgilimlerinin analizlerinin sonucu; sferoidlerin biiyiidiigii gozlemini kanitlar

niteliktedir (Sekil 4.8).

En yiiksek yarigap Ol¢limii en yiiksek derisim olan 100 pg/ml sGO verilen gruptaki
sferoidlerde gdzlenmistir. Ikinci derisim olan 10 pg/ml sGO verilen gruptaki sferoidler ise
kontrol grubu ile kiyaslandiginda yarigap Ol¢iimi 100 pg/ml grubu kadar olmasa da
kontrol grubuna gore daha biiyiikk oldugu gozlenmistir (Sekil 4.8). Ayrica sadece 100
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pg/ml sGO verilen gruptaki sferoidlerin yarigaplari kontrol grubuna gore istatistiksel

olarak anlamli bir artig sergilemektedir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. U87 hiicre hattinin 3-boyutlu tiimor sferoid yarigap analizleri. U87 hiicre
hattindan elde edilen 3-boyutlu tiimor sferoidlere sGO iki farkli derisimde verilmesinin
ardindan; 2, 4, 6 ve 10’uncu giinlerde ters 151k mikroskobu altinda yarigaplart 6l¢iilmiistiir

(um)
4.5. 3-BOYUTLU TUMOR SFEROIDLERDEN HUCRE SAYIMI

MCF7 ve U87 hiicre hatlarindan elde edilen 3-boyutlu timér sferoidlere iki farkli
derisimde SGO verilmistir. sGO’ in sferoidleri olusturan hiicre sayisi iizerine etkisini
belirlemek i¢in hiicre sayimi yapilmistir. Hiicre sayiminda SGO muamelesi sonrasinda 10’
uncu giindeki sferoidler kullanilmistir. Sferoidler hem enzimatik (% 0.05 Tripsin-EDTA)
hem de fiziksel kuvvet uygulanarak ¢oziildiikten sonra hemositometri lamina alinarak

sayllmistir ve analizi yapilmistir.

sGO ile muamele edilen MCF7 sferoidlerinin hiicre sayimi yapildiginda sGO’ e maruz
kalan sferoidleri olusturan hiicrelerin sayisinda artis gdzlenmistir. Ozellikle 100 pg/ml
sGO verilen gruptaki sferoidlerin hiicrelerinin sayisi; kontrol grubu ile kiyaslandiginda
hiicre sayisinda belirgin bir artis oldugu gozlenmistir (Sekil 4.9A). Fakat bu artisin yapilan

istatistiksel analiz sonucunda anlamli bir artis olmadigi belirlenmistir (Sekil 4.9A).
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U87 hiicre hattindan elde edilen ve sGO ile muamele edilen 3-boyutlu tiimor sferoidlerin
hiicre sayimi yapildiginda; sGO’ e maruz kalan hiicrelerin kontrol grubuna gore hiicre
sayisinda bir artis gézlenmistir. En biiytlik artis 100 pg/ml sGO verilen gruptaki sferoidlerin
hiicrelerinin sayisinda gozlenmistir fakat bu artis anlamli olmadig istatistiksel olarak

belirlenmistir (Sekil 4.9B).
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Sekil 4.9. MCF7 ve U87 hiicre hattinin 3-boyutlu tiimor sferoid kiiltiiriiniin  sGO
muamelesinden sonraki hiicre sayisi analizi. (A) MCF7 ve (B) U87 hiicre hattindan elde
edilen tiimor sferoidlerin sGO muamelesinden sonraki hiicre sayis1 kontrol grubu ile
karsilastirilmistir

4.6. 3-BOYUTLU TUMOR SFEROIDLERININ ALAMAR BLUE iLE CANLILIK
TESTI

MCF7 ve U87 hiicre hatlarindan elde edilen 3-boyutlu timdér sferoidlere sGO

muamelesinden sonra; sGO’ in sferoidleri olusturan hiicrelerin canlilig1 tizerine ne gibi bir
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etkisinin oldugunu belirlemek i¢in canlilik testi yapilmistir. Bu canlilik testi i¢cin Alamar
Blue™ Cell Viability Reagent kiti kullanilmistir. Timor sferoidler sGO muamelesinden 10
giin sonunda toplamis ve kit protokoliine gore hazirlanmistir ve 570 nm dalga boyunda

Clariostar Omega mikroplaka okuyucu ile analiz edilmistir.

MCF7 hiicre hattinin 3-boyutlu tiimor sferoidleri sGO muamelesinden sonra yapilan
canlilik testine gore; kontrol grubu ile karsilastirildiginda hiicre canliliginda sGO ile
muamele edilen gruplarda konrtrol grubu ile karsilastirildiginda 10 pg/ml sGO verilen
grupta artis gozlemlenmistir ve istatistiksel olarak degerlendirilen bu artis anlamli
bulunmustur (Sekil 4.10A).

U87 hiicre hattindan elde edilen 3-boyutlu tiimoér sferoidlerine sGO muamelesinden sonra
10’ uncu giinde canlilik testi yapilmistir. sGO derisiminin artmasi ile birlikte hiicre
canliliginin kontrol grubuna gore karsilastirildiginda 100 pg/ml sGO verilen grubun artig
gosterdigi gozlemlenmistir ve bu artig istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Sekil

4.10B).
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Sekil 4.10. MCF7 ve U87 hiicre hattindan elde edilen 3-boyutlu tiimdr sferoidlerin sGO
muamelesinden 10 giin sonraki canlilik testi analizi. (A) MCF7 ve (B) U87 hiicre hattinin
3-boyutlu tiimor sferoidlerine sGO muamelesinden 10 giin sonra canlilik testi yapilmistir
ve kontrol grubu ile karsilastirilmistir p<0.05

4.7. 3-BOYUTLU TUMOR SFEROIDLERIN TOLUEN MAVISi iLE BOYAMA
GORUNTULERI

MCEF7 ve U87 hiicre hatlarindan elde edilen 3-boyutlu tiimdr sferoidlere 2 farkli derisimde
sGO verilmesinden 7 giin sonra sferoidler toplanmistir. Sferoidlerin ultra ince kesitleri
alindiktan sonra toluen mavisi ile boyanmistir. Bu sayede sGO muamelesinin neden oldugu

sferoid ¢ap artisin1 daha iyi gézlemlemenin yolu saglanmustir.
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MCF7 hiicre hattindan elde edilen sferoidlerin ultra ince kesitleri toliilen mavisi ile
boyanmistir. Sekil 4.11° de goriildiigii gibi MCF7 hiicre hattindan olusan sferoidler bir dig
kabuk olusturmustur. sGO ile muamele edilen sferoidlerin dis kabuklar1 kontrol grubu ile
karsilastirildiginda bu dis kabuklarda bosluk olustugu gézlemlenmistir. sGO derisiminin
artmasi ile dis kabukta olusan bosluklarda da artis gozlemlenmistir (Sekil 4.11).

MCF7 Kontrol MCF7 + 10pg/ml sGO MCF7 +100pg/ml sGO

100 pm

SO pm

Sekil 4.11. MCF7 hiicre hattinin 3-boyutlu tiimoér sferoidlerinin sGO muamelesinden sonra
ultra ince kesitlerinin toliien mavisi ile boyanma goriintiileri

US87 hiicre hattina ait olan sferoidlerden alinan kesitlerin boyanmasinin ardindan; Sekil
4.12° de goriildiigii gibi sferoidlerde bazi degisiklikler meydana gelmistir. Kontrol grubuna
gore kiyaslandiginda sGO’ e maruz kalan sferoidlerin i¢inde bosluklar gozlenmistir. Bu
gozlenen bosluklar sGO derigiminin artmas: ile birlikte 100 pg/ml sGO verilen gruptaki
sferoidlerde daha ¢ok gozlenmektedir (Sekil 4.12).
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U87 Kontrol U87 + 10pg/mlsGO U87 + 100pg/ml sGO

100 pm

S0 pm

Sekil 4.12. U87 hiicre hattinin 3-boyutlu tiimor sferoidlerinin sGO muamelesinden sonra
ultra ince kesitlerinin toliien mavisi ile boyanma goriintiileri

4.8. GO MUAMELESININ 2- VE 3-BOYUTLU KULTURLERDEKI
PROLIFERASYONA ETKISININ ANALiZi

US87 hiicre hattindan elde edilen 2-boyutlu kiiltiire sGO muamelesinden sonra hiicreler 7’
inci giiniinde soguk metanol ile 24 kuyucuklu kiiltlir plakalarina sabitlenmistir ve -20°C’
de muhafaza edilmistir. Daha sonra DPBS ile yikanmis ve proliferasyon belirteci olan
Ki67 (1:400) antikoru ile bir gece inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan DPBS ile
yikandiktan sonra ikincil antikor olan Alexafluor 546 (1:400) ile oda sicakliginda 1,5 saat
inkiibe edilmistir. Tekrar DPBS ile yikamanin ardindan DAPI (1:10000) ile hiicre

cekirdekleri boyanmuistir.

U87 hiicre hattimin  2-boyutlu kiiltlirine sGO muamelesinden sonra yapilan
immiinofloresan boyamada Ki67 proliferasyon belirtecine bakilmistir. Hiicre ¢ekirdekleri
mavi renkte olan DAPI ile boyanirken proliferasyonun oldugu bolgeler Ki67 ile kirmiziya
boyanmistir. Ayrica floresan mikroskobun diferansiyal interferans kontrast (DIC)
boliimiiyle boyama yapmadan goriintii alinmistir ve DAPI boyamasindan elde edilen
goriintii ile Dbirlestirilmistir  (Sekil 4.13). sGO derisiminin artmasina bagli olarak
kiimelenmelerin arttigi immiinofloresan boyamada da gdzlenmistir. Sekil 4.13° de
goriildiigii  lizere sGO derisimine baglh kiimelenmelerin arttifi yerlerde sadece

kiimelenmenin disinda kalan hiicreler boyanmistir, grafen varligi 2-boyuttaki kiiltiirlerde
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DAPI ve/ veya Ki67 sinyallerini baskilamigtir. Bu kiimelenmelerin disinda kalan

bolgelerde sGO derigsiminin artmasi ile birlikte proliferasyonda azalma gozlenmistir (Sekil
4.13).

U87 Kontrol U87 + 10pg/ml sGO U87 + 100pg/ml sGO

Ki67 DAPI

DAPI+DIC

Sekil 4.13. U87 hattindan elde edilen 2-boyutlu kiiltiiriin sGO muamelesinden sonraki
proliferasyon belirteci ile boyanan immiinofloresan goriintiisii. SGO muamelesine ugrayan
hiicrelerin proliferasyon belirteci olan Ki67 immiinofloresan boyamasi kontrol grubu ile
karsilastirilmistir

sGO muamelesinin sferoid ¢aplarindaki neden oldugu artis1 daha iy1 anlamak {izere ultra
ince kesitleri alinan sferoidlerde proliferasyon analizi yapilmistir. Ultra ince kesitleri alinan
sferoidler proliferasyonu belirteci olan Ki67 ile hem immiinofloresan hemde
immiinohistokimyasal boyama yapilmistir. Ultra ince kesitlerin alinmasindaki zorluklardan

dolay1 bu kisimda sadece bir kanser hatt1 se¢ilmistir.

Sekil 4.14> de gorildiigii gibi hiicre c¢ekirdekleri DAPI ile maviye boyanmustir.
Proliferasyon Dbelirteci olan Ki67’ nin immiinofloresan (IF) goriintiisiinde hiicreler
kirmiziya boyanmistir; Ki67’ nin immiinohistokimyasal (IHC) goriintiisiinde ise hiicreler

kahverengine boyanmustir.



Ki67’ nin immiinofloresan (IF) goriintiisiine bakildiginda sGO derisiminin artmasina baglh
olarak; sGO ile muamele edilmis sferoidler kontrol grubuna goére kiyaslandiginda
proliferasyonunda azalma oldugu gézlemlenmistir. Proliferasyonun 100 pg/ml sGO verilen

gruptaki sferoidlerde en az oldugu gozlenmistir (Sekil 4.14).

Ki67’ nin immiinohistokimyasal (IHC) goriintiisiinde ise; sGO verilen sferoid gruplarinin
kontrol grubu ile kiyaslandiginda proliferasyonunda azalma oldugu goézlemlenmistir. En
yiiksek derisim olan 100 pg/ml sGO ile muamele edilen sferoidlerde proliferasyonun diger

gruplara gore en az oldugu gozlenmistir (Sekil 4.14).

Proliferasyon belirteci olan Ki67 boyamasinin hem immiinofloresan hemde
immiinohistokimyasal boyama yapilarak bakilmasi ile ayni sonuglar alinmistir. sGO ile
muamele edilen sferoidlerde proliferasyonun iki yontem ile analiz edilmesi ve ayni

sonuglarin elde edilmesi proliferasyonun azaldigini kanitlanmistir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. U87 hiicre hattindan elde edilen 3-boyutlu tiimor sferoidlerin proliferasyon
belirteci olan Ki67 ile boyanan immiinofloresan (IF) ve immiinohistokimyasal (IHC)
goruntisu
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4.9. 3-BOYUTLU TUMOR SFEROIDLERIN TRANSMiSYON ELEKTRON
MIKROSKOP (TEM) GORUNTULERI

Ultra ince kesitleri toluen mavisi ile boyanan sferoidlerin Transmisyon Elektron
Mikroskop (TEM) goriintiileri Prof. Dr. Asuman OZEN ve Dr. Ahmet CEYLAN
tarafindan elde edilmistir. Sekil 4.11 ve Sekil 4.12° de goriildiigli gibi toluen mavisine
boyanan kesitlerde sGO derigiminin artmasi ile birlikte bosluklar goriilmektedir. Bu

bosluklardan kontrol grubunda bulunmamaktadir.

TEM goriintiilerinin elde edilmesi ve incelenmesi ile birlikte; toluen mavisi boyamasi
yapilan kesitlerdeki bosluklarin hiicre i¢ine alinan sGO oldugu belirlenmistir. Sekil 4.15°
deki sekilde kirmizi ok ile isaretlenen yerlerde sGO oldugu belirlenmistir. Ayrica hiicreler
aras1 boslugu dolduran sGO hiicre dis1 matriks elemanlarindan olan kolojen benzeri yapilar

gostermektedir.
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U87 Kontrol

Sekil 4.15. U87 hiicre hattinin 3-boyutlu timér sferoidlerinin SGO muamelesinden sonra
elde edilen Transmisyon Elektron Mikroskop (TEM) goriintiileri

4.10. GO MUAMELESININ 2- VE 3-BOYUTLU KULTURLERDEKI HUCRE DISI
MATRIKSE OLAN ETKISININ ANALIZi

Ug boyutta biiyiitiilen tiimdr sferoidlerinin ultra ince kesitlerinin TEM gériintiilemesinde
gbzlemlenen hiicre dis1 matriks bilesenlerinin gozlemlenmesi nedeni ile hem 2- hem 3-
boyuttaki kiiltiirlerde GO muamelesinin farkli hiicre dis1 matriks bilesenlerinin ifadesine

olan etkisine bakilmistir.
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U87 ve MCF7 hiicre hatlarindan elde edilen 2-boyutlu kiiltiirlere sGO muamelesinden
sonra 7’ inci giinde alinan 6rneklere es zamanli PCR analizi yapilmistir. Es zamanli PCR
analizi i¢cin SGO muamelesine ugramis 2-boyutlu kiiltirden RNA izolasyonu yapilarak
cDNA sentezlenmistir. ¢DNA’ lar kullanilarak hiicre dis1 matriks protein genleri olan
CX43, al genleri ve hiicresel adhezyon geni olan FAK igin es zamanli PCR analizi
yapilmistir. Referans gen olarak MAPK1 secilmistir. Gen ifade seviyeleri hesaplanirken

MCF7 ve U87 kontrol grubuna gore normalize edilmistir.

MCF7 hiicre hattinin es zamanli PCR sonuglaria gore; 10 pg/ml sGO verilen gruptaki
hiicrelerde CX43 geninin ifadesinde c¢cok az miktarda artis gozlenirken, FAK ve al
genlerinin ifadesinde azalma gozlenmistir. 100 pg/ml sGO verilen gruptaki hiicrelerde ise
CX43, FAK ve al genlerinin tamaminin ifadesinde azalma gozlenmistir (Sekil 4.16A). Bu
gen ifadelerinin azalmasi istatistiksel olarak degerlendirildiginde; sadece 100 pg/ml sGO

verilen gruptaki a/ genlerinin azalmasi anlamli bulunmustur (Sekil 4.16A).

U87 hiicre hattinin es zamanli PCR sonuglarina gore; 10 pg/ml sGO verilen gruptaki
hiicrelerin CX43, FAK ve al genlerinin tamaminin ifadesinde azalma goézlenmistir. Bu
azalmalardan sadece FAK geninin azalmasi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. 100
ug/ml sGO verilen gruptaki hiicrelerin ise o/ geninin ifadesinde anlamli bir artis
gozlemlenirken; FAK geninin ifadesinde hem 10 pg/ml sGO verilen grupta hem de 100
pug/ml sGO verilen grupta istatistiksel olarak anlamli bir azalma gozlenmistir (Sekil
4.16B).
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Sekil 4.16. MCF7 ve U87 hiicre hattinin 2-boyutlu kiiltiiriiniin sGO muamelesinden
sonraki es zamanli PCR analizi. ki farkli sGO derisimine maruz kalan (A) MCF7 ve (B)
U87 hiicre hattinin es zamanli PCR analizi yapilmistir. Gen ifade seviyeleri hesaplanirken
kontrol grubuna gore normalize edilmistir p<0.05

MCF7 hiicre hattinin  3-boyutlu tiimér sferoidlerine 2 farkli derisimdeki sGO
muamelesinden 7 giin sonra hiicre dis1 matriks protein genlerinden olan CX43, al, a2, a5,
all, p1 genlerinin ifadeleri i¢in es zamanli PCR analizi yapilmistir. Referans gen olarak
MAPKT1 se¢ilmistir. Gen ifade seviyeleri hesaplanirken ise kontrol grubuna gore normalize

edilmistir (Sekil 4.17).

10 pg/ml sGO verilen gruptaki sferoidlerin CX43, al, a2, a5, oll, p1 genlerinin
ifadelerinin tamaminda artis goézlenmistir ve en ¢ok S/ geninin ifadesinde artig oldugu

gozlenmistir. 100 pg/ml sGO verilen gruptaki sferoidlerin ise CX43, al, a2, a5, all, f1
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genlerinin ifadelerinin tamaminda yine artis gézlemlenmistir (Sekil 4.17). Fakat hem 10
png/ml sGO verilen grup hem de 100 pg/ml sGO verilen grupta belirlenen gen ifadesindeki

artisin istatistiksel olarak anlamli olmadigi belirlenmistir (Sekil 4.17).

L.

MCF7 10 pg/ml sGO MCF7 100 pg/ml sGO

10

Normalize Gen Ifadesi

@mCX43 mal Ea2 EaS @all mbl

Sekil 4.17. MCF7 hiicre hattinin 3-boyutlu tiimor sferoidlerinin sGO muamelesinden
sonraki es zamanli PCR analizi. MCF7 hiicre hattinin 2 farkli sGO derisimi ile muamele
edilmis sferoidlerinin es zamanli PCR analizi yapilmistir. Gen ifade seviyeleri
hesaplanirken kontrol grubuna gére normalize edilmistir p<0.05

U87 hiicre hattindan elde edilen 3-boyutlu tiimér sferoidlerin 2 farkli sGO derisimi ile
muamelesinden 7 giin sonra sferoidler toplanmistir ve es zamanli PCR analizi yapilmigtir.
Es zamanli PCR analizinde CX43, f1, al, a2, a5, all genlerinin ifadelerine bakilmistir.
Gen ifade seviyeleri hesaplanirken kontrol grubuna gére normalize edilmistir. Referans

gen olarak MAPK1 segilmistir. (Sekil 4.18).

Derisimi 10 pg/ml sGO olan gruptaki sferoidlerin CX43, a5, a1l genlerinin ifadelerinde
azalma go6zlenmistir. 1, al ve a2 genlerinin ifadelerinde ise artiy gozlemlenmistir.
Istatistiksel olarak a/ ve a2 genlerinin ifadesindeki artis anlamli olarak degerlendirilmistir
(Sekil 4.18). 100 pg/ml sGO verilen gruptaki sferoidlerin ise CX43, f1, al, o2, a5, all,
genlerinin ifadelerinin tamaminda artis gézlemlenmistir (Sekil 4.18). Fakat bu genlerden

sadece al ve a2 genlerinin ifade artisi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. U87 hiicre hattinin 3-boyutlu tiimoér sferoidlerinin sGO muamelesinden sonraki
es zamanlt PCR analizi yapilmistir. Gen ifade seviyeleri hesaplanirken kontrol grubuna
gore normalize edilmistir p<0.05

4.11. 3-BOYUTLU TUMOR SFEROIDLERIN HUCRE DISI MATRIKS
PROTEINLERININ FLORESAN MiKROSKOP iLE BELIRLENMESI

Gen ifade analizlerinde gozlemlenen belirgin artis1 protein seviyesinde desteklemek iizere
en belirgin sonucu gosteren U87 sferoidlerinin kesitleri ile devam edilmistir. TEM
mikroskobu goriintiilerinde kollajen benzeri yapilarin goriinmesi ve hiicre dis1 matriks
proteinlerinin artisinin gen ifade analizleri ile belirlenmesi iizerine; hiicre digi matriks
proteinlerine odaklanildi. Ultra ince kesitleri alinan U87 sferoidleri hiicre dis1 matriks

proteinlerinden olan integrin ve laminin antikorlar1 ile boyanmuistir.

Sekil 4.19° de goriildiigii gibi immiinofloresan goriintiilerinde hiicre ¢ekirdekleri DAPI ile
maviye, integrin ve laminin kirmiziya boyanmigtir. immiinofloresan boyamasi yapilan
sferoidlerin sGO derisiminin artmasina bagli olarak integrin ve lamininin ifadesinde artis
gozlemlenmistir. 100 pg/ml sGO verilen gruptaki sferoidlerde integrin ve laminin
ifadesindeki artig kontrol grubu ve 10 pg/ml sGO verilen gruptaki sferoidler ile

kiyaslandiginda en yiiksek oldugu gozlenmistir (Sekil 4.19).
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5. TARTISMA VE SONUC
51. TARTISMA

Grafen ve grafen tiirevi malzemeler sagliktan sanayiye, biyoteknolojiden biyomedikal ve
nanotip alanina kadar bir¢ok farkli alanda kullanilmaktadir. Bu tez calismasinda da
grafenin tiirevlerinden biri olan grafen oksit (GO) kullanilmistir ve GO’ in kanser hiicreleri

tizerine olan etkisi arastirilmistir.

Kanser hiicre hatlarindan MCF7 ve U87 se¢ilerek hem 2-boyutlu hem de 3-boyutlu
kiiltirler elde edilmistir. GO’ in iki farkli derisimi 2-boyutlu ve 3-boyutlu kiiltiirler

tizerinde denenmistir.

iki boyutlu kiiltiire sGO’ in verilmesi sonucunda kiiltiirdeki hiicrelerin birbirine yaklasarak
kiimelenme gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 4.1, Sekil 4.2). Bununla birlikte 3-boyutlu
timor sferoid kiiltiiriine sGO verilmesiyle sferoidlerin kontrol grubuna gore c¢apinin

biiyiidiigii gozlenmistir (Sekil 4.6, Sekil 4.8).

GO’ in hiicre sayis1 lizerine etkilerini belirlemek i¢cin GO muamelesinden sonra hiicre
sayimi yapilmustir. Iki boyutlu kiiltirde U87 hiicre hattina ait hiicrelerin  sGO
muamelesinden sonra hiicre sayisinda anlamli bir azalma oldugu belirlenirken MCF7 hiicre
hattinda istatistiksel olarak anlamli olmayan bir artis belirlenmistir (Sekil 4.3). Ug¢ boyutlu
timor sferoid kiiltlirlinde ise sGO muamelesinden sonra her iki hiicre hattinin hiicre
sayisinda fazla olmayan bir artis belirlenmistir (Sekil 4.9). Fakat bu sonuglar istatistiksel

olarak anlamli bulunmamustir (Sekil 4.9).

Iki farkli derisimde sGO verilen hiicrelerin 2-boyutlu kiiltiiriine canlilik testi Alamar Blue
deneyi ile yapilmistir ve her iki hiicre hattinda en yiiksek derisim olan 100 pg/ml sGO
verilen gruptaki hiicrelerin canliliginda 10 pg/ml sGO grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli bir azalma gézlenmistir (Sekil 4.4). Ug boyutlu tiimér sferoid kiiltiiriine yapilan

canlilik deneyinde iki hiicre hattinda da anlamli bir artis gdzlenmistir (Sekil 4.10).

sGO’ 1in hiicreler {izerindeki proliferasyona ne gibi etkilerinin oldugunu belirlemek i¢in
proliferasyon belirteglerinden olan Ki67 kullanilmustir. Iki boyutlu kiiltiirde Ki67
proliferasyon belirteci ile yapilan boyama sonucunda immiinofloresan goriintiilerinde

proliferasyonda azalma oldugu belirlenmistir (Sekil 4.13). Ug¢ boyutlu kiiltiir iginde
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proliferasyon belirteci olan Ki67 hem immiinofloresan hem de immiinohistokimyasal
boyamada kullanilmistir. Yapilan her iki Ki67 boyamasinda; sGO muamelesine ugrayan

sferoidlerin proliferasyonunda kontrol grubuna gore azalma oldugu gozlenmistir (Sekil

4.14).

Ug boyutlu tiimér sferoidlerden ultra ince kesitler almarak toluen blue ile boyanmistir. Bu
boyama sonucunda sGO ile muamele edilen sferoidlerin iglerinde bosluklar oldugu ve bu
bosluklarin sGO derisiminin artmasi ile birlikte arttigi gozlenmistir (Sekil 4.11, Sekil
4.12). Daha sonra bu ultra ince kesitlerden Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM)
altinda goriintiiler alinmistir ve sGO’ in hiicreler aras1 boslugu doldurdugu ve bu alanlarda

hiicre dis1 matriks bilesenlerinin varligi gézlemlenmistir (Sekil 4.15).

Ug boyutlu tiimér sferoidlerdeki biiyiimenin belirlenebilmesi i¢in ve TEM analizlerinde
gbzlemlenen yapilarin varhigini gostermek amaciyla hiicre dist matriks protein analizi
yapilmistir. Ug boyutlu tiimér sferoid kiiltiiriinde hiicre dis1 matriks protein genlerinden
olan CX43, p1, al, a2, a5, all genlerinin ifadelerine es zamanli PCR ile bakilmistir.
MCF7 hiicre hattinin her iki derisimininde CX43, 1, al, a2, a5, all genlerinin ifadesinde
artts oldugu, fakat bu artisin istatistiksel olarak anlamli olmadigi belirlenmistir (Sekil
4.17). U87 hiicre hattindan elde edilen sferoidlerde ise 100 pg/ml sGO verilen
gruptakilerin CX43, 1, al, o2, a5, all genlerinin tamaminin ifadesinde artis belirlenmistir
ve bu genlerden sadece al, a2 genlerinin artisinin istatistiksel olarak anlamli oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.18). Hiicre dist matriks protein genlerinden olan CX43, al ve
hiicresel adhezyon geni olan FAK geninin ifadelerine es zamanli PCR ile bakilmistir. iki
boyutlu kiiltiirde MCF7 hiicre hattina ait kiiltiirde bu genlerin tamaminda bir azalma
gozlenirken U87 hiicre hattindaki kiiltiirde sadece ./ ve FAK genlerinin ifadesinde anlaml
bir artis belirlenmistir (Sekil 4.16).

Hiicre dis1 matriks proteinlerinin gen ifadesinin arttiginin belirlenmesinin ardindan bu
sonuglart destekleyen sonuclar veren immiinofloresan boyama yapilmistir. Bu boyamada
hiicre dis1 matriks proteinlerinden olan integrin ve laminin proteinlerine bakilmistir. U87
hiicre hattindan elde edilen sferoidlere yapilan bu boyamada sGO derisiminin artmasi ile
birlikte integrin ve laminin proteinlerinde artis oldugu belirlenmistir (Sekil 4.19). Bu
immiinofloresan boyama sonucu, es zamanli RT-PCR ile yapilan hiicre dis1 matriks protein

analizini desteklemistir.
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Tiimdrlerin  karmagikligi gbéz Oniine alindiginda, kanserle miicadele i¢in kemoterapi,
fotodinamik terapi ve fototermal terapi gibi bircok nanomalzeme tabanli tedavi modelleri
gelistirilmistir. Her tedavi yontemi farkli kosullar altinda arastirildig i¢in hangi yontemin
daha iyi oldugu veya hangi tedavi kombinasyonunun en uygun yaklasim oldugu heniiz
netlik kazanmamistir. Bu belirsiz durumu agiklamak ve hangi nanomalzeme tabanl
tedavinin one ¢iktigini belirlemek icin Liu ve arkadaslart bir calisma gerceklestirmistir.
Yapilan bu c¢alismada kemoterapi, fotodinamik terapi ve fototermal terapinin terapotik
etkileri indirgenmis grafen oksit (RGO) kullanilarak geleneksel 2-boyutlu kiiltiir ve 3-
boyutlu tiimor sferoid modelinde denenmistir. Elde edilen sonuglara gére bu ii¢ tip
terapinin geleneksel 2-boyutlu kiiltiir modelinde etkili oldugu gozlenirken, sadece
fototermal terapinin 3-boyutlu tiimér sferoid modelinde biiylik tedavi etkinligi gosterdigi
belirlenmistir (57).

Uc boyutlu tiimér sferoid modelinin geleneksel 2-boyutlu kiiltiirden daha etkili sonuglar
vermesi; in vitro ortamda tiimor yapisini daha iyi taklit ettigi i¢in bu sonuglarin elde
edildigi diistiniilmektedir. Bu tez calismasindan elde edilen sonuclar ile literatiirdeki
caligmalar karsilastirildiginda 3-boyutlu kiiltiiriin geleneksel 2-boyutlu kiiltiirden farkli
davrandigi goriilmistiir. Buna ek olarak literatiirde 3-boyutlu kiiltiirlerin in vivo ortamdaki
timor yapisini daha iyi taklit ettigi ve hiicre dist matriks proteinlerini arttirdig

belirtilmistir (57,59,60).
5.2. SONUC

MCF7 ve U87 hiicre hatlarindan elde edilen 2-boyutlu ve 3-boyutlu kiiltiirlere 2 farkli
derisimde sGO verilerek, kanser hiicreleri tizerinde degisik kiiltiir ortamlarinda nasil etki

edecegi arastirilmistir.

Bu arastirma sonuglarina gére sGO’ e maruz kalan 2-boyutlu kiiltiir ortamindaki hiicreler
ya birbirine yaklasarak kiimelenmeler olusturmus yada 3-boyutlu kiiltiirden elde edilen
sferoidlerde biiylime gozlenmistir. Bu biiylime artis1 ve kiimelenmelerin proliferasyondan

kaynaklanmadigi ortaya ¢ikarilmustir.

Proliferasyonun azalmasina ragmen sferoidlerde olan biiylimenin nedeni yapilan literatiir
taramasinda benzer bir ¢alisma ile belirlendi. Yapilan bu ¢alismada grafenin hiicre disi

matriks proteinlerini arttirdigi vurgulanmaktadir (59). Tez ¢alismasini destekler nitelikteki
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bu c¢alismadan faydalanilarak hiicre dis1 matriks proteinlerinin sferoidlerin biiyiimesine

neden olabilecegi diisiiniilmiistiir.

Ultra ince kesitleri alinarak toluen blue ile boyanan sferoid kesitlerinde goriilen bosluklarin
grafenin hiicre i¢ine alindigmmi ve hiicre dist matriks proteinlerini arttirdigr fikrini
desteklemistir. Ayrica TEM goriintiileri bunu kanitlar niteliktedir. Histolojik analizlerin
yanisira yapilan hiicre dis1 matriks proteinlerinin belirlenmesi i¢in es zamanli PCR analizi
yapilmustir. Park ve ekibinin yaptig1 ¢alismada (59) hiicre dis1 matriks proteini geni olan
CX43 kullanilmistir. Bu tez ¢alismasinda CX43 geninin yanisira literatiirde ¢ok sik gegen
pl, al, a2, a5, all genlerinin ifadeleride incelenmistir. Ozellikle sferoidlerde bu hiicre dist
matriks proteini genlerinden olan CX43, p1, al, a2, a5, o1l genlerinin ifadelerinde artis
oldugu belirlenmistir. Ayrica immiinofloresan boyama ile integrin ve laminin
proteinlerinin ifadelerine bakilmistir ve es zamanli PCR sonuglarini destekler nitelikte olan
sonuclar elde edilmistir. sSGO derisiminin artmasma bagli olarak integrin ve laminin

proteinlerinin ifadesinde artis oldugu belirlenmistir.

Sonug olarak bu tez ¢alismasinda elde edilen veriler 1s18inda sGO’ e maruz kalan 3-
boyutlu tiimor sferoidlerin hiicre dis1 matriks proteinlerini arttirdigi belirlenmistir. Bu
sonuclar ile birlikte grafen tabanli biyomalzemelerin 6zellikle GO’ in ileride yapilacak
olan c¢alismalarda kanser biyolojisini daha iyi anlamak ve kanser terapisinde grafen veya
grafen tiirevlerinin ne gibi etkileri oldugunu belirlemek adina katki saglayacagi

Oongoriilmektedir.
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EKLER

EK-1 PCR ICIN KULLANILAN PRIMER DiZiLERIi

Genin Ad1 Primer Dizisi Firma Ad1
MAPK1-F 5'-TCC CAA ATG CTG ACT CCA AAG- 3' (21mer) Macrogen
MAPK1-R 5'-CAT GTC GAA CTT GAA TGG TGC- 3' (21 mer)

CX43-F 5'-TCT GAG TGC CTG AAC TTG C- 3' (19mer) Macrogen
CX43-R 5'-ACT GAC AGC CAC ACC TTC C- 3' (19mer)

FAK-F 5'-GAA GCATTG GGT CGG GAA CTA- 3' (21mer) Macrogen
FAK-R 5'-CTC AAT GCA GTT TGG AGG TGC- 3' (21mer)

al-F 5'-ACA TCA GCC AAG TCA ATG TTT CG- 3' (23mer) Macrogen
al-R 5'-AGC ATT AAC AGC AAC AAT CCG G- 3' (22mer)

a2-F 5'-GCT GCT GTG CAT TAG ATA TTA G- 3' (22mer) Macrogen
a2-R 5'-CTG TAACTT CTG GTG AAA TCC T- 3' (22mer)

a5-F 5 -ACT AGG AAATCC ATT CAC AGT TC- 3' (23mer) Macrogen
a5-R 5 -GCATAGTTAGTGTTCTTT GTT GG- 3' (23mer)

all-F 5'-TGG GCG CAC CCA TGT ACT TC- 3' (20mer) Macrogen
all-R 5'-ATG GCT CCT GCG TGG TTG TC- 3' (20mer)

B1-F 5'-ATG AAT GAA ATG AGG AGG ATT ACT TCG- 3' (27mer) Macrogen
B1-R 5'-AAA ACA CCA GCA GCC GTG TAA C- 3' (22mer)
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Treatment of Tumor Spheroids with Graphene Oxide
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INTRODUCTION

Graphene, a two-dimensional, single-layer sheet of sp*
physical properties such as electromic conductivity, thermal
stability, mechanical strength’ There are different forms of
graphene: praphene oxide (GO, reduced graphene oodde,
nd exfoliated graphite. These forms can be easily processed
and fonctionslized’. These fumctionalized forms can have
different interactions with biclegical souchmres and have
work, we aimed to investigate the effect of praphene oxide
{0 on tumor spherodds.

MATERIALS & METHODS

In this study, two cell lines were used, MCFT (human breast
carcinoma) and UETMG (umsn glioblastoma). Cells
created 30-spheroids on agar-coated plates. Three days after
spheroid formation, spheroids were teated with two
concenirations (10ug'ml amd 100ug/ml) of GO. Exposure
time was 4 hours. In order to analyze cell proliferation in
this 30 cultare system spheroid dizmeter was measured @, 2,
4, 6 and 10 days afier exposure. Spheroids obtained at day &
were used to isolste FMNA and perform gRT-PCE. analysis
for proliferstion markers. Cm day 10, colonmetric assay
MTT was performed to assess cell viability.

EESULTS AND DISCUSSION

Treatment with GO changed the proliferstion rate of
spheroids, as the diameter of spheroids incubated with GO
increased comparsble to that of unireated spheroids. This
was also evident by the cell proliferation assay MTT.
According to the gRT-PCE resalts, GO treated spheroids
showed higher expression of proliferation markers
compared to untreated sroups.
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CONCLUSION

Treatment of tumor spheroids with GO matenal
enhances cellular probhferafion of tumer spheroids.
Further studies are needed to elucidate if the
to the imcveased tumoripemicity of tumor cells or
avallabbity of a better cell cultwre emvironment for
spheroid growth.
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