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Bu c¢alisma, “Ilaglarin  Toksisitesini Belirlemede Kullanilacak Karaciger Cipinin
Gelistirilmesi” bashkli (proje numarasi FBA-2017-12820) proje kapsaminda Hacettepe
Universitesi Bilimsel Arastirma Koordinasyon Birimi tarafindan ve Tiirkiye Bilimsel ve
Teknolojik Arastrma Kurumu (TUBITAK) 2210-C Oncelikli Alanlara Yénelik Yurt igi
Yiiksek Lisans Burs Programi kapsaminda maddi olarak desteklenmistir. Sunulan tez
calismasinda amag karacigerin gorevlerini etkin olarak gerceklestirebilecek, ila¢ tarama ve
toksisite testlerinde kullanilmak i¢in “cip-listii-karaciger” sistemi gelistirmektir.

Tezin ilk asamasinda karacigerin fonksiyonel a¢idan en kii¢iik biriminde yer alan hepatosit
(HepG2 hiicre hatt1) ve endotel hiicrelerinden (HUVEC hiicre hatt1) asili damlacik yontemi
ile sferoid tretimi gerceklestirilmistir. Hepatositlerin endotel hiicrelerle 2:1 oraninda
birlestirildigi 1500 hiicre iceren sferoidlerin 5 giinliik inkiibasyon sonunda 428+45 pm ¢apa
sahip oldugu goriilmiis ve tez kapsaminda ¢aligmalara bu sferoidler ile devam edilmistir.
Sferoidlerin Taramali Elektron Mikroskop (SEM) goriintiilerinde yer alan kiirenin dig
ylizeyindeki 2-3 pm capindaki porlar karacigerdeki safra kanalciklar1 (1-3 pum) ile benzer
ozelliktedir. Sferoidlerdeki hiicrelerin islevselligini incelemek amaci ile yapilan
immiinositokimyasal boyama sonucu hepatositlerin, karacigerin spesifik fonksiyonu olan

albumin sentezi ve ila¢ doniisiimii islevlerini devam ettirdigi goriilmiistiir. Sferoidlerdeki



HepG2 ve HUVEC hiicre organizasyonunu ve damarlanmay1 incelemek i¢in von Willebrand
Faktor boyamasi yapilmis ve konfokal goriintillerinde HUVEC hiicrelerinin HepG2
hiicrelerini ¢evreledigi ve dis ylizeyden merkeze dogru 35 pm’lik tiibiiler yapilar
olusturdugu goriilmiistiir. Konfokal goriintiileri HepG2 ile HUVEC arasindaki kendiliginden
diizenlenme ve hiicre siralanma prosesinin gergeklestigini kanitlamistir. Yapilan analizler
sonucunda sferoidlerin damarli yapida ve islevsel oldugu bulunmustur.

Tezin ikinci asamasinda sferoidlere hiicresel davranislar1 destekleyen yapay mikrogevrelerin
olusturulmast i¢in kolajen-mimetik (PA-GFOGER) ve fibronektin-mimetik (PA-RGDS)
peptit amfifiller kullanilmistir. PA-RGDS negatif yiike (-1), PA-GFOGER ise pozitif yiike
(+4) sahip oldugu i¢in 4:1 oraninda karistirilarak ECM-mimetik (PA-GFOGER+RGDS)
hidrojel elde edilmistir. Kalsiyum eklenmesi sonrasi nanofiber diizenlemenin p-tabaka
ikincil yap1 iizerinden gergeklestigi bulunmustur. PA-GFOGER ve PA-GFOGER+RGDS
hidrojellerin kendiliginden diizenlenme ve jellesme sonrasinda birleserek 75-100 nm ¢apa
sahip fiber demetlerini olusturdugu goriilmiistiir. Ayrica PA-GFOGER+RGDS hidrojeli,
ECM bilesenlerinin hiyerarsik organizasyonunu saglamistir. Reoloji analizi sonucunda tiim
hidrojellerin viskoelastik karakterde oldugu ve depo modiiliiniin kolajen katkilamasi ile
distiigii gozlenmistir.

Tezin son asamasinda sirmga pompast, kiiltiir ortam rezervuari, polidimetilsiloksan (PDMS)
¢cip ve baglant1 elemanlarindan olusan bir “cip-iistii-karaciger” sistemi olusturulmustur.
Hidrojel ile enkapsiile edilen sferoidlerin durgun ve dinamik kosullardaki kiiltiirii hidrojelsiz
sferoidlerle karsilastrmali olarak gen ifadesi, albumin ve iire salimi agisindan
degerlendirilmistir. Sferoidler dinamik kiiltiir kosullar1 altinda 7 giiniin sonunda 2,023+409
ng albumin ve 31,003+3595 nmol iire; durgun kosullar altinda ise 1,4444+92 ng albumin ve
1,279+40 nmol iire salim gergeklestirmistir. Ozellikle hidrojel ile enkapsiile edilen
sferoidlerin dinamik kiiltiir ALBUMIN ve CYP 2E1 gen ifadeleri sirastyla 4 ve 28,343 kat
artis gostererek anlaml diizeyde fark olusturmustur.

Tiim bu sonuglar 15181nda perflizyon biyoreaktérde 5 pL/dk akis hiziyla ger¢eklesen dinamik
kiiltiirtin sferoid performansimi arttrdigin1 ve ¢ip {stli organ sistemlerinde hidrojel
kullaniminin hiicre canlilig1 ve islevselligi acgisindan daha iyi sonu¢ verdigini ortaya
koymaktadir. Bununla birlikte bu tez kapsaminda gelistirilen ¢ip iistii organ sistemi ile daha
ileri uygulamalar gerceklestirilebilmek i¢in isletim kosullarinin optimize edilmesi gerektigi

sonucuna ulasilmstir.
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This study was financially supported by Hacettepe University Scientific Research Projects
Coordination Unit with a project entitled “Development of the liver-on-chip to be used in
determining the toxicity of drugs” (project number FBA-2017-12820) and The Scientific
and Technological Research Council of Turkey (TUBITAK) under 2210-C Primary Subject
National Scholarship Program for MSc Students. The aim of this study is to develop a liver-
on-chip system, which can effectively perform liver tasks, for drug screening and toxicity
tests.

In the first step of the study, spheroid production was carried out by hanging drop method
from hepatocyte (HepG2 cell line) and endothelial cells (HUVEC cell line), which are
located in the smallest functional unit of the liver. Spheroids containing 1500 cells, in which
hepatocytes were combined in 2:1 ratio with endothelial cells, were found to have a diameter
of 428 + 45 um after 5 days of incubation and these spheroids were used within the scope of
the thesis. Scanning Electron Microscopy (SEM) images demonstrated that the pores with a
diameter of 2-3 pm on the outer surface of the spheroid are similar to the bile canals in the
liver (1-3 pm). Immunocytochemical staining of hepatocytes that were performed with the
aim of investigating the function of cells in spheroids showed that the cells maintained the

liver-specific function of albumin synthesis and drug conversion. Von Willebrand Factor



staining was performed to examine the HepG2 and HUVEC cell organization and
vascularization in spheroids, and resulting confocal microscopy images showed that
HUVEC cells covered HepG2 cells and formed tubular structures from the external surface
to the center of the spheroid in 35 um depth. Confocal images have proved that the self-
assembly and cell arrangement process between HepG2 and HUVEC has been achieved. As
a result it is found that the spheroids are vascular and functional.

In the second part of the thesis, collagen-mimetic (PA-GFOGER) and fibronectin-mimetic
(PA-RGDS) peptide amphiphiles were used to construct artificial microenvironments that
support cellular behavior in spheroids. Since PA-RGDS has a net negative charge (-1) and
PA-GFOGER is positively charged (+4), ECM-mimetic (PA-GFOGER + RGDS) hydrogel
was obtained by mixing these two hydrogels in the ratio of 4:1. After the addition of calcium
ions, it was found that the nanofiber organization occurred via B-sheet secondary structure.
PA-GFOGER and PA-GFOGER + RGDS hydrogels were found to form fiber bundles with
a diameter of 75-100 nm after self-assembly and gelation. Additionally, PA-
GFOGER+RGDS hydrogel provided a hierarchical organization similar to ECM
components. As a result of the rheology analysis, it was observed that all the hydrogels were
viscoelastic and the storage module is decreased by collagen deposition.

In the final part of the thesis, a "liver-on-chip™ system was established consisting of a syringe
pump, culture medium reservoir, polydimethylsiloxane (PDMS) chip and fitting elements.
The culture of hydrogel-encapsulated spheroids under static and dynamic conditions was
evaluated in terms of gene expression, albumin and urea release in comparison with
hydrogel-free spheroids. At the end of 7 days, it was found that 2023 + 409 ng albumin and
31003 = 3595 nmol urea was released under dynamic culture conditions of spheroids,
whereas under static conditions 1444 + 92 ng albumin and 1279 = 40 nmol urea was released.
In particular, dynamic culture of hydrogel encapsulated spheroids significantly increased
ALBUMIN and CYP 2E1 gene expressions by 4 and 28343 folds, respectively.

In the light of these findings, it can be stated that the dynamic culture with the use of a
perfusion bioreactor at 5 ul/min flow rate improved spheroid performance and hydrogel use
in the organ-on-chip systems gave better results in terms of cell viability and functionality.
However, it is concluded that the operating conditions in the present organ-on-chip system

should be optimized for advanced applications.

Keywords: Liver-on-chip, peptide amphiphile, spheroid, hydrogel
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1.  GIRIS

Canli organizmada hastaliklarin tedavisi ve korunmasi amaciyla kullanilan ilaglarin
gelistirilmesi olduk¢a uzun siirede, yiiksek maliyet gerektiren, is gilicii yogun bir prosestir.
Bu proseste 5000-10000 molekiil tarama testlerinden gegirilerek ilag olmaya aday olan
molekiil ayrigtirilmaktadir [1, 2]. Arastirilmis her 10000 bilesikten sadece 5 tanesinin klinik
caligmalarda kullanilacagi tahmin edilmektedir. Basarili bir ilac1 piyasaya siirmenin maliyeti
391 milyon dolar ile 1,8 milyar dolar arasinda degismektedir [2]. Ilag gelistirme siirecinin
diisiik maliyette ve yiiksek verimde gerceklesmesi, ilaglarin klinik denemelere gegmeden
once insandaki etkinligini ve toksisitesini en dogru analiz edebilen test sistemlerinin
gelistirilmesine baglidir.

Karaciger, bircok ilag veya kimyasal ajanin metabolizmasi (biyotransformasyon) i¢in temel
organ olmas1 nedeniyle ilaca bagl karaciger hastaligi (hepatotoksisite) karaciger hasarmin
olusumunda goriilen en sik nedenlerden biridir [3, 4]. Hepatotoksisite ilaglarin marketten
geri toplanmasindaki temel sebeptir ve farmasotik sirketleri i¢in biiylik finansal kayiplarla
sonuglanir. Bu sebeple klinik dncesi ilaglarin insanlar {izerindeki etkisini daha dogru tahmin
etmek i¢in bircok model gelistirilmistir. ilk zamanlar izole ve perfiize karaciger modelleri,
karaciger doku kesitleri, 2 boyutlu (2B) hepatosit kiiltiirleri ve karaciger mikrozomlar1
kullanilmistir. Glintimiize geldigimizde ¢ok farkli 2 ve 3 boyutlu in vitro testler ve hayvan
modellerini igeren in Vivo testler yapilmaktadir.

Son yillarda ilag tarama ve toksisite testleri i¢in organ ve insan ¢ip (organ-on-chip ve human-
on-chip) sistemleri giindeme gelmistir. Doku miihendisligi prensiplerinin mikrofabrikasyon
ve mikroakigkan teknolojileri ile birlestirilmesi sonucu olusan ergan ¢ipleri biitiin bir organ
yerine onun fonksiyonlarini yerine getiren en kii¢iik birimlerinin taklit eden sistemlerdir [5,
6]. Cip-iistii-organ sistemleri dogal dokularin sahip oldugu i) biyolojik 6zellikler: 3B yapi,
heterojen kompozisyon, hiicre-hiicre ve hiicre-ECM etkilesimleri, damarlanma ve doku ara
yiizeylerinin olusturulmasi, ii) kimyasal Ozellikler: biyosinyal molekiiller, ilaglar ve
kimyasallar ve bunlarin gradyanlarimin olusturulmasi ve iii) fiziksel 6zellikler: basma ¢ekme
germe gibi dogal dokulara uygulanan yiikler ve elektriksel uyaranlar ile in vivo ortami en iyi
modelleyen sistemlerdir. Mikron boyutundaki kanallarda laminar akis ile damarlardaki sivi
akisini taklit etmesine, akiskan i¢indeki kimyasal ve biyokimyasal maddelerin ve dokunun
canlilig1 i¢in gerekli parametrelerin izlenmesine imkéan tanidig1 i¢in olduk¢a avantajli

sistemlerdir [7].



Doku miihendisligi uygulanmalarinda hiicrelerin dogal ortamindaki mikrogevre benzer
yapida hidrojeller ile saglandig1 icin bu malzemeler 6zellikle tercih edilmektedir. Hidrojeller
cok miktarda su ve biyolojik sivilar1 absorbe edebilen, polimerlerin kimyasal veya fiziksel
capraz baglanmasiyla olusan, tig-boyutlu, hidrofilik, ag seklindeki 6zel polimerlerdir [7].
Hidrojeller hiicre dis1 matrise (ECM) benzeyen 3 boyutlu agsi yapisi ile hiicrelere hacimsel
ve mekanik destek saglar. Hiicrelerin sekillerini korumasina, hareket edip ¢ogalmasina ve
hiicreler arasi etkilesimin siirdiiriilmesine imkan saglarken; oksijen ve besinlerin
difiizyonuna izin vererek hiicrelerin siire¢ boyunca canli kalmasini saglar.

Gegtigimiz yillarda peptitler kullanarak biyomimetik materyallerin iiretimi giindeme
gelmistir. Rejeneratif tipta kullanilan peptit ve protein fibroz malzemelerden biri de sentetik
peptit amfifillerdir. Peptit amfifiller temelde alkil veya agil zincirlerden olusabilen
hidrofobik segment (N-terminal bir alkil u¢) ve amino asit igeren hidrofilik segmentten (C-
terminal u¢) olusur. Hidrofilik ug 1) B tabaka olusturabilen kisim, i1) ¢oziiniirliigli saglayan
yiikli kisim ve ii1) farkli molekiiler 6zellikler eklenebilen biyoaktif epitop olmak {izere 3 ana
yapisal Ozellige sahip kisimdan olusur [8, 9]. Peptitler, farkli biyolojik molekiillerle
etkilesime  girebilecek  fonksiyonel  yapilar1  olusturmak i¢in  kendiliginden
diizenlenebilmektedirler. Sulu ortamlarda, peptit amfifil yapisindaki hidrofobik gruplar
sudan kacarken; hidrofilik kisimlar ise su ile temas edecek sekilde diizenlenir. Peptit
amfifiller, istenilen aminoasitleri dizilimine imkan tanmmasi ile hedeflenen biyoaktif
gruplarin yapilarina kolayca eklenebilmesi, dogal polimerlerin aksine giivenli, patojensiz ve
yiiksek saflikta biiyiik 6lgekte ve tekrarl tiretimlerinin miimkiin olmasi nedeniyle 6n plana
¢cikmustir [10].

Sunulan tez ¢alismasinin amaci, karacigerin gorevlerini etkin olarak gerceklestirebilen, ilag
tarama ve toksisite testlerinde kullanilmak igin ¢ip-iistii-karaciger sistemi gelistirmektir. Tez
kapsaminda yapilan ¢calismalar 3 kisimdan olugsmaktadir.

Tez calismalarinmn ilk kismi karakterizasyonu yapilan HepG2 (insan hepatoblastoma) ve
HUVEC (insan gobek ven endotel) hiicrelerinden asili damlacik yontemi ile sferoid
tiretimidir. Sferoidlerin kullanimi in vivo dokunun 3 boyutlu yapisi ve gergek hiicre-hiicre
baglantilari, doku heterojenitesini saglamaktadir. Ayrica sferoid olusumu sirasinda hiicreler,
morfogenez silirecinde kendiliginden diizenlenme (self-assembly) ve hiicre siralanma (cell
sorting) davraniglarin1 gostererek in vivo sistemi en dogru sekilde taklit etmektedir.

Ikinci bdliimiinde peptit amfifil hidrojellerin olusturulmasi ve karakterizasyona ydnelik
calismalar yapilmistir. Tez kapsaminda kolajen-mimetik ve fibronektin-mimetik olmak

tizere iki farkli peptit amfifil, ECM-mimetik hidrojel elde etmek i¢in kullanilmistir. Bu peptit
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amfifiller sadece yapisal olarak degil ayni zamanda olusum siirecini de taklit ederek hiicresel
davranislar1 destekleyen yapay mikrogevrelerin olusturulmasini ve sonucunda hiicre-hiicre,
hiicre-matris etkilesimlerine bagli dokularin fonksiyonlarinin korunmasimni saglar. Yapilan
caligma kapsaminda doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilabilecek peptit amfifil
hidrojellerin etkinligi gosterilmis olup, 6zellikle “gip-iistii-organ™ sistemlerde hidrojel
kullaniminin avantajlar1 vurgulanmstir.

Tezin son boliimiinde, gelistirilen sferoidlerin in vitro performanslarmi arttirmak icin
perflizyon biyoreaktor sistemlerinin kurulumu gerceklestirilmistir. Biyoreaktor diizenegi,
sirnga pompasi, kiiltiir ortam rezervuari, PDMS ¢ip ve baglanti elemanlarindan
olusmaktadir. Kiiltlir ortamina siirekli akis saglandigi icin, kiitle aktarimi konveksiyon ile
gerceklesmekte, boylece doku odasi ig¢indeki besin, gaz ve pH gradiyentleri minimize
edilmektedir. Ayrica akis etkisi ile hiicreler iizerinde olusturulan kayma gerilimi
hepatositlerin islevselligini arttirilmasi ve endotelyal hiicrelerin tiibiiler form kazanmasinda
olumlu etki saglamas1 amag¢lanmistir. Bagil gen ifadeleri, albumin ve iire salimi incelenerek

damarl karaciger modelinin iglevselligi ve etkinligi degerlendirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Tlac Endiistrisi ve Tla¢ Gelistirme Siireci
Endiistriyel gelismelerin, teknolojik ilerlemelerin ve ¢evresel etkenlerin hayat kosullarmi
degistirmesi ile ¢esitlenen hastaliklar ve insanlarm bu hastaliklara daha yatkin hale gelmesi,

giderek yaslanan diinya niifusu ilag¢ sektoriiniin biiylimesine neden olmaktadir [11].

Ilag sektorii; hastaliklarin teshisi, tedavisi ve korunmasi amaciyla kullanilan sentetik ve
biyolojik kaynakli kimyasal molekiilleri farmasotik teknolojiye uygun iireterek tedaviye
sunan bir sanayi dalidir [11, 12]. Yogun Ar-Ge yatirimi gerektiren ilag sektdrii Avrupa Ilag
Sanayi ve Dernekler Federasyonu’nun (The European Federation of Pharmaceutical
Industries and Associations, EFPIA) 2014 yili raporunda ilag ve biyoteknoloji olarak ilk
sirada yer almaktadir [13].

Sirketler, Ar-Ge faaliyetleri ile yeni triinler gelistirmekte ve pazarlama faaliyetleri ile
gelistirilen bu iiriinleri markete sunmaktadir. ilag sektoriinde Ar-Ge siireci arastirmanin
baslamasindan satig stratejilerinin olusturulmasina kadar olan siireci igerir. Yeni bir ilag
gelistirme siireci; ilacin kesfi, klinik oncesi donem, klinik donem, onay ve pazar sonrasi

denetim olmak iizere 5 asamadan meydana gelmektedir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Tlag gelistirme siireci [14].



Yeni bir ilacin gelistirilmesi olduk¢a uzun siire ve yiiksek maliyet gerektiren, is giicii yogun
bir prosestir. Bu proseste 5,000-10,000 molekiil, tarama testlerinden gecirilerek ila¢ olmaya
aday olan molekiil arastirilmaktadir [1, 2]. Arastirilmig her 10.000 bilesikten sadece 5
tanesinin klinik galismalarda kullanilabilecegi tahmin edilmektedir [2]. Ayristirilmis aday
molekiillerin ~ %90’1 klinik denemelerde elimine olarak sadece %10’u markete
gecebilmektedir [15]. Arastirilan bu molekiiller karmagik olmasi ve ilaglarin satis ruhsati
alma sartlarinin agirlagsmasi ilag gelistirme maliyetinin artmasi ile sonuglanmaktadir. Bu
nedenle basarili bir ilact markete siirmenin maliyeti 391 milyon dolar ile 1.8 milyar dolar
arasinda degismektedir [2] (Sekil 2.1).

Klinik 6ncesi ilag gelistirme 5-8 yil siirerken klinik denemeler 2-6 yil siirmektedir. Bir buguk
yil ila¢ onay1 da bu siireye dahil edilirse yeni bir ilacin gelistirilerek markete sunulmasi 10-
15 yil stirmektedir [2]. Yeni bir ilacin gelistirilerek markete ulagmasi 1980’lerde ortalama
11 y1l iken 2000’11 yillarda 15 yila kadar ¢ikarak son yillarda ila¢ gelistirme siiresi artmigtir
[1]. Proses verimliliginin arttirilmasi ve ilag gelistirme maliyetlerinin azalmanim incelendigi
bir ¢aligmada ilag gelistirme toplam siiresindeki %5 azalma; gelistirme maliyetine %3.5
diisiis olarak yansidigi rapor edilmistir. Bu miktar oldukga diisiik gibi goriinse de 1 milyar
dolarn  %3.5’1 azimsanmayacak kadar o©nemli bir miktardir. Calismada ozellikle
vurgulanmak istenen, ila¢ gelistirme prosesinde verimsiz gelistirme programlarinin ne kadar

erken sathada sonlandirilirsa maliyetin o kadar azaltilacagidir [2].

2.2.  Karacigerin Ila¢c Metabolizmasindaki Onemi

Karaciger; karbonhidrat, protein ve yaglarin metabolizmasi, albiimin ve pihtilasma faktorleri
gibi molekiillerin sentezi, safra gibi salgilarin sekresyonu, ilag, toksinler ve amonyumun
detoksifikasyonu ve demir, kan, ve vitaminlerin depolanmasi gibi 6nemli biyokimyasal ve

metabolik iglevlere yon veren yasamimiz i¢in 6nemli bir organdir [16].

2.2.1. Karacigerin Anatomisi

Insan viicudundaki en biiyiik organ olan karaciger karin boslugunun sag iist bdliimiinde
diyaframin altinda bulunur. Erigkin bir insanda yaklasik 1,500 gr agirhgindadir [16].
Karaciger en dista serdz bir zar olan periton ve onun altinda ise kolajen ve elastik lif iceren
Glisson kapsiilii ile gevrelenmistir. Glisson kapsiilii karaciger igerisine gonderdigi uzantilar
ile karacigeri lob, segment ve lobiillere ayirir [17]. Karaciger; sag lob (lobus hepatis dekster),
sol lob (lobus hepatis sinister), dortgen lob (lobus quadratus) ve kuyruklu lob (lobus
caudatus) olmak tizere dort lobdan olusur [18, 19] (Sekil 2.2).



Viicudumuzdaki organlar sadece arteriyel sistemden kan aldig1 halde karaciger hem arteriyel
(A. hepatica), hem de venal (V. portae) sistemden kan aldig1 i¢in diger organlardan farkli bir
kan dolasimi gosterir. Karacigerde gergeklesen bu ikili kanlanma sistemi [19-21];

1) Portal Ven Sistemi: Karacigere gelen toplam kanin % 70-80’ini saglayan portal ven,
besin maddeleri bakimmdan zengin kani tagir. Portal alanlarda portal venler kiigtik portal
veniilleri olusturmak iizere dallanir. Portal veniiller dallara ayrilarak, dagitici venleri
meydana getirirler. Siniizoidler merkezden ¢evreye dogru radyal olarak dagilir. Lobiiliin
merkezinde birlesen siniizoidler, ¢ap1 50 um olan santral veni olustururlar. Santral venler,
sublobiiler venleri meydana getirecek sekilde bir araya gelir. Sublobiiler venler tekrarl
dallanarak daha genis hepatik venlere doniisiir. Hepatik venler, bir araya gelerek inferiyor
vena kavaya katilir. Kanin ve safranin lobiiller boyunca zit yonlerde akmasi lobiil

organizasyonu ve hepatosit islevinin anlasilmasini saglar [22].

2) Arteriyel Sistem: Karacigere gelen toplam kanin % 30-20’ini saglayan hepatik arter,
merkezi dolasimdan karacigere bol oksijenli kan1 tasiyan sistemdir. Hepatik arter dallara
ayrilarak lobiiller arasi arteri meydana getirir. Bu dallanan arterlerden bazilar1 siniizoidler
icinde sonlanan arteriyolleri olusturur. Sonugta siniizoid iginde arteriyel ve portal venéz kan

karisir.

2.2.2. Karacigerin Histolojisi
2.2.2.1. Karaciger Lobiilii

Karacigerin yapisal ve fonksiyonel birimi lobiildiir (Sekil 2.2). Merkezinde terminal hepatik
veniil (santral ven), kdselerinde ise portal alanlarin bulundugu poligonal tinitelere “karaciger
lobiilii” denir. Karaciger lobiilii birkag mm uzunlugunda 0,8-2 mm c¢apinda ve silindirik
yapidadir. Karacigerde yaklasik olarak 50,000-100,000 adet karaciger lobiilii bulunmaktadir
[16]. Portal ven, hepatik arter ve interlobiiler safra kanali portal alanda yer almaktadir.
Karaciger parankimini olusturan hepatositler, santral venden etrafa dogru uzanarak Remarck
kordonlarini olusturur. Bu kordonlarin arasindaki boslukta karaciger siniizoidleri ad1 verilen
kapillerler bulunur. Siniizoidal kapillerler diizensiz olarak genislemis damarlar olup, burada
portal alandan santral vene dogru kan akis1 meydana gelir [23]. Sinuzoid duvarinda endotel
ve Kupffer hiicreleri yer almaktadir. Endotel tabakanin altinda endotel hiicreleri ile karaciger
hiicreleri arasinda bulunan dar doku araligina “Disse Araligr” denir [16]. iki komsu karaciger
hiicresi arasinda safra kanalciklar1 bulunur. Karaciger hiicreleri tarafindan sentezlenen safra,

safra kanalciklarma verilir [24].
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Sekil 2.2. Karacigerin anatomi ve histolojisi [25].



2.2.2.2. Karaciger Asiniisii

Karaciger asiniisii; portal alan ile santral ven arasinda olusan iiggen seklinde birime denir
[23] (Sekil 2.3). Karaciger asiniisiiniin kisa ekseni, iki klasik karaciger lobiiliiniin sinirlar
arasinda yer alirken uzun ekseni iki santral ven arasinda bulunan kisa eksene en yakin sanal
cizgidir. Asiniis modeli; arteriyel ve portal vendz damarlar ile karaciger parankimine ulasan
kanm hepatositlerce islendikten sonra terminal hepatik veniillere dokiilmesi goz Oniinde
bulundurularak olusturulmustur [20]. Bu model, kandan yararlanma derecelerine gore
lobiilde yer alan hepatositleri li¢ alana ayirir: En igte yer alan Zon 1 (birinci bolge), portal
veniiliin ve hepatik arteriyoliin u¢ dallarina en yakin yerlesime sahiptir. Bu bolge kandaki
oksijenin ve besin maddelerinin ilk alindig1 yerdir. Zon 2 (ikinci bolge) periferik zon ile
santral zon arasinda yer alir ve ge¢is zonudur. Oksijen ve besin maddeleri agisindan ara bir
durumdadir. Zon 3 (ii¢lincli bolge) merkezi vene en yakin olup, oksijen agisindan fakirdir
[26]. Her hepatosit karacigerin tiim islevlerini gerceklestirebilir. Fakat Zon 1'deki
hepatositler daha ¢ok aminoasit parcalanmasi, glukoneogenez, safra asidi salimi, yag asidi
oksidasyonu ve Kkolesterol iiretimi ile ilgili gérevlere, Zon 3'teki hepatositler glukoliz,
detoksifikasyon lipogenez gibi islevleri yogun olarak yerine getirir. Bu kan akim yonii
perilobiiler hiicrelerin santralobiiler hiicrelerden farkli davranmasinin nedenini kismen

aciklayabilir [23].

Santral ven

Santral ven
Portal ven 4

Hepatik arter

Hepatik
Asinis

Portal alan

Santral ven

Portal alan Parankima

Sekil 2.3. Karacigerin asiniisti [27, 28]

2.2.2.3. Karacigerin Yapisindaki Hiicreler

Karaciger; hepatositler, Kupffer hiicreleri, endotel hiicreleri, satelit (uydu) hiicreleri ve safra

kanal1 epitelyum hiicreleri olmak iizere yapisinda bes tip hiicre bulundurur.
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» Hepatositler

Hepatositler; poligonal karakterde, 20-30 p ¢apta, genellikle bir, bazen de iki ¢ekirdekli
hiicrelerdir. Karaciger hiicrelerinin % 60-70’ini olusturan hepatositler, karacierin ana
fonksiyonel hiicreleridir. Fonksiyonu itibar1 ile bol miktarda endoplazmik retikuluma,
ribozoma, Golgi cisimcigine ve mitokondriye sahiptir. Genel olarak graniillii formu protein
sentezinden sorumludur. Graniilsiiz formu hepatositlerde 06zellikle safra yapimi,

salgilanmasi ve toksik maddelerin detoksifikasyonundan sorumludur [23].

Bir hepatositin “bazolateral bolge ve apikal bolge” olmak iizere iki hiicresel bolgesi
bulunmaktadir. Yizii Disse aralifina dogru bazolateral bolge ¢ok sayida mikrovillus
icererek kandan kaynaklanan maddelerin emilimine ve plazma proteinlerinin (albumin,
fibrinojen, protrombin ve koagiilasyon faktorleri V, VII ve IX gibi) salgilanmasma katkida
bulunur. Apikal bolge ise mikrovilluslarla gevrelenmis bir girinti seklinde olup safra
kanalikiiliiniin kenarini ¢evrelemektedir. Safranin disar1 kagisin1 6dnlemek i¢in kenarlari

baglantilarla sikica kapatilmistir [20].
» Endotel Hiicreleri

Karaciger hiicrelerinin yaklasik %20-30’unu olusturmaktadir. Karaciger fonksiyonel
iinitesindeki siniizoidler, endotel hiicrelerinin birbiri ile baglanmasiyla olusturduklar: tiibiiler
yapilardir. Endotel hiicreleri, sitoplazma ve organelleri az olan hiicrelerdir. Endotel
hiicreleri yaklasik 1 mikron ¢apinda ¢ok genis porlar bulundurur [16]. Endotelin pencereli
ve kesintili yapisi bu damarlarm yiiksek diizeyde gegirgen olmasini saglar. Plazma sivisinin
siniizoid liimeniyle karaciger hiicreleri arasinda molekiil aligverisini saglar. Bu gecis ¢ok
sayida biiyiik molekiiliin (6rn. albumin, lipoproteinler, fibrinojen) hepatositler tarafindan
kana verilmesine ya da bu makromolekiillerin ¢ogunun hepatositlerce alinip ¢oziilmesine

imkan tanir [20].
» Kupffer Hiicreleri

Kupffer hiicreleri monositlerden koken alan ve kuvvetli fagositoz yapan hiicreler olup
limene dogru ¢ikint1 yapmustir. Karaciger hiicre toplulugunun % 15’ini Kupffer hiicreleri
olusturur. Bu hiicrelerin cogu fagositozda ¢ok aktif olduklar1 periportal lopcuk boliimlerinde
yerlesmistir. Baslica islevleri yaslanmig eritrositleri metabolize etmek, immiin yanit

proteinlerini salgilamak, hemoglobini sindirmek ve bakterileri ortadan kaldirmaktir [26].



» Hepatik Satelit Hiicreleri

Satelit hiicreleri, Karaciger siniizoidlerinin yakin konumunda, Disse Araligi’nda yer alan
mezenkimal kaynakli hiicrelerdir. Bu hiicrelerin, ekstraseliiler matriksin (ECM) sentezi,
hiicreler arasi iletigim, fibrogenez, eritropoietin sentezi, kemotaktik maddelerin salinmasi ve

retinoid alimi, depolanmasi ve metabolizmasi gibi farkli gérevleri vardir [20, 29].
» Safra Kanali Epitelyum Hiicreleri

Iki hepatositin bitisik oldugu her yerde tiibiiler bir aralik bulunur ve safra kanali epitel
hiicreleri bu aralikta organize olarak “safra kanalikiilii” olarak isimlendirilir [22]. Hepatosit
hiicreleri tarafindan sentezlenen safrayi, safra kanallar: ile lobiiliin merkezinden periferine

dogru tagirlar. Kan ve safra lobiiller boyunca zit yonlere dogru akar.

2.2.3. Karacigerin Fizyolojisi
Karaciger metabolik bircok reaksiyonu gergeklestiren ¢ok fonksiyonlu bir organdir.
Karacigerin agagida ayrintili olarak aciklanan 6nemli gérevlerini; metabolizma, depo, salgi,

kan1 temizleme ve biyotransformasyon temel basliklar1 altinda toplayabiliriz [16, 30].
> Metabolizma

Karaciger karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasinda, vitamin, glikojen ve mineral gibi

maddelerin depolanmasinda ve koagiilasyon faktorlerinin sentezinde gorev alir.

Karbonhidrat Metabolizmast

Karacigerin birincil metabolik gérevi glikoz ve amino asitler gibi bir¢ok metabolitlerin
kandaki miktarm diizenlemektir. Karacigere ulasan fazla glikoz karacigerde glikojen
seklinde depolanir. Kandaki glikoz konsantrasyonu diismeye basladiginda da glikojen
depolarmni kullanarak glikoz tamponlama islevini yerine getirir. Ayrica kandaki glikoz
seviyesi normalin altina diistiigiinde glikoneojenez ile laktat, gliserol ve amino asitler gibi

karbonhidrat dis1 metabolitleri glikoza ¢evirir [16, 22].

Protein Metabolizmasi

Karaciger, amino asitlerin sentezini ve bazi aminoasitlerden dnemli kimyasal bilesiklerin
olusturulmasmi saglar [16]. Ure olusumu ile amonyagm viicut sivilarindan
uzaklagtirilmasinda ve plazma proteinlerinin olusumu ile protein metabolizmasinda

fonksiyon goriir [22].
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Lipid Metabolizmasi

Karacigerde yag asitlerinin sentez ve oksidasyonu, yag asitlerinden trigliserid olusumu,
karbonhidrat ve proteinlerden yag sentezi, fosfolipid, lipoprotein ve kolesterol sentezi,

gerceklesmektedir [22].
» Depo Gorevi

Kanin Depolanmast

Karaciger kan hacmi azaldiginda ek kan saglama, kan hacmi arttiginda ise kan depolama
yetenegi olan bir organdir. Viicuttaki kan hacminin %10’unu yapisinda bulunduran
karaciger kalpte basing yiikseldiginde karacigerde de artar ve normalde var olan kan
deposuna 500 — 1,000 mL daha kan ekleyebilir [16].

Vitaminin Depolanmasi

Karaciger en fazla A vitaminini, buna ek olarak da D ve B12 vitaminini depolar [16].

Demirin Depolanmasi

Demir kandaki hemoglobinin disinda karacigerde ferritin formunda depolanir. Karaciger
hiicrelerinde bulunan apoferritin viicut sivilarinda demir miktar1 arttiginda demir
apoferritinle birleserek ferritini olusturur ve hepatik hiicrelerde depolanir. Viicut sivisinda
demir azaldiginda ferritin demiri serbest hale gelir. Boylece apoferritin-ferritin sistemi demir

deposu islevi goriir [16].
» Safra Salgilanmasi

Karacigerin 6nemli iglevlerinden biri safray1 salgilamaktir. Safra karacigerin ekzokrin salgis1
olarak, hepatositlerde graniilsiiz endoplazmik retikulumda sentezlenir. Safra igerisinde safra
asitleri, bilirubin, kolesterol, fosfolipidler ve elektrolitler bulunur. Bu maddeler epitelden
emilim yoluyla hepatosit i¢ine alinir ve hepatositler araciligiyla safra kanalikiillerine tagmir
[22]. Safra, yaglarin sindirim ve emiliminde, kandan yikim iriinlerinin atilmasinda dnemli

fonksiyonlara sahiptir [16].
» Kanin Temizlenmesi

Bagirsak kapillerinden gelen kan bagwsak florasinda bulunan birgok bakteriyi de
beraberinde gotiiriir. Hepatik venoz siniislerde yer alan Kupffer hiicreleri siniis icinden gecen
kan1 filtreleyerek sistemik dolasima temiz kani verir. Fagositik makrofaj olan Kupffer

hiicreleri bakteriyi hiicre i¢ine alarak sindirir [16].
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2.2.4. Tlaglarin Metabolizmasi

Karaciger, karbonhidrat, lipit ve aminoasit metabolizmasindaki islevlerinin yani sira
gastrointestinal sistemdeki yerinden dolay1 bir¢ok yabanci maddenin (zenobiyotiklerin)
metabolizmasindan da gorev alir [31]. Viicuda giren zenobiyotiklerin enzimler vasitasiyla
kimyasal  degisiklie ugrayarak yikim {riinlerine  (metabolit)  ddniismesine
“biyotransformasyon” denir [32]. Biyotransformasyon sonucu ilaglar aktif, daha az etkili
veya etkisiz bilesikler haline gelir [33]. Giiniimiizde kullanilan ilaglarin birgogu emilimlerini
kolaylastiracak sekilde lipofilik yapiya sahiptir. Bu ilaglar hidrofilik 6zellik kazanabilmek
i¢in biyotransformasyona ihtiya¢ duyar [31].

Bir ilacin metabolizmas1 faz 1 ve faz Il reaksiyonlar zinciri ile gergeklestirilir. Faz I’de
sitokrom P450-bagimli monooksijenazlarin etkisiyle oksidasyon-rediiksiyon ve hidroliz gibi
aktivasyon reaksiyonlar1 gerceklesir [34]. Sonugta toksik kimyasallar ve serbest radikaller
olusur [4]. Faz Il ise siilfat, glisin, glukuronik asit ve glutatyon, asetat ile konjugasyonlari
yoneterek detoksifikasyon reaksiyonlari olusturur. Bu fazda glukuronidasyon temel
detoksifikasyon reaksiyonudur. Faz Il konjugasyon reaksiyonlar1 sonucunda ila¢ veya
metabolitleri suda eriyebilir hale gelir ve safra veya idrar yoluyla atilir [31]. Aktivasyon ile
detoksifikasyon reaksiyonlar1 arasindaki dengenin bozulmasi sonucunda hepatotoksisite
goriiliir.

2.3.  Ilac Toksisite Test Yontemleri

Karaciger, bir¢ok ila¢ veya kimyasal ajanin metabolizmasi i¢in temel organ olmasi nedeniyle
reaktif metabolitlere maruz kalir ve toksik etkiler siklikla goriiliir [4]. Nefazodon,
trovafloksasin gibi ilag¢larm marketten toplatilmasina neden olan hepatotoksisite, %18 oran
ile marketten geri toplanan ilaglar iginde en yiiksek ylizdeye sahiptir [35]. Bu sebeple klinik
oncesi ilaglarm insanlar iizerindeki etkisinin daha dogru tahmin edilmesi i¢in karaciger
fonksiyonlarmi taklit eden birgok sistem gelistirilmistir. Ilk zamanlar izole ve perfiize
karaciger modelleri, karaciger doku kesitleri, 2 boyutlu (2B) hepatosit kiiltiirleri ve karaciger
mikrozomlar1 kullanilmistir [36]. Giiniimiize geldigimizde ¢ok farkli 2 ve 3 boyutlu testler
ve hayvan modellerini igeren testler yapilmaktadir. Bu test yontemleri asagida detayli olarak

aciklanmis ve Cizelge 2.1°de karsilastirilmstir.
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Cizelge 2.1. Tlag test yontemlerinin karsilastiriimasi [37]

- . . . UG BOYUTLU (3B) )
iKi BOYUTLU (2B) SISTEM UG BOYUTLU (3B) SISTEM MIKROAKISKAN SISTEM HAYVAN MODELI

O * Kisisel bagimhhgi az O * Invivo hiicresel O » Fizyolojik olaylar mevcut O * Organ seviyesinde
» Hiicrelerdeki degisiklikler organizasyona + Organ seviyesinde etkilesim
izlenebilir benzeme fonksiyonellik ve etkilesim + Biitiin organizma
+ Ko-kiiltiire olanak saglar * Hicreler ECM « Daha az 6rnek ile caligma kullanilir
+ Altakim analizlerine etkilesimlerini icerir. * Geligsmis goriintilleme ve * Fizyolojik olaylar
olanak saglar + Ko-kiiltiire olanak nicelik 6zellikler mevcut
saglar * Geligmis liretim » Genetik olarak

+ Altakim analizlerine + Kontrol edilebilirligin artmasi modifiye edilebilir.
olanak saglar *« Ucuz

_X
X -
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2.3.1. 1iki Boyutlu (2B) Sistemler
2.3.1.1. Tek Tabaka Hiicre Kiiltiirii

Uzun yillardir tek tabakali hiicre kiiltiirleri ilaglarin toksisitesinin ve metabolik yolaklarinin
tahmin edilebilmesi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu platformlar, hiicrelerin kiiltiir
kab1 yiizeylerinde tek tabakali olarak kiiltiirii seklindedir. Daha sonra, ilaglar tarama yapmak
icin hiicre kiiltiir ortamina eklenir ve belirli araliklarla, hiicreler tarafindan tiretilen kimyasal
ve biyolojik sinyaller analiz edilir. Bu yontem ilaglar ile hiicreler arasindaki etkilesimleri

analiz etmek i¢in dogrudan kullanilan bir yontemdir [38].

Ayrica kolay, ucuz, tekrarlanabilir olmalar1 nedeniyle avantajlidir [39]. Ozellikle fare, sican
ve insan gibi farkli tiirlerden elde edilen hepatositler ilag metabolizmasinin tahmin

edilebilmesi ve hepatoksisitenin degerlendirilmesi i¢in siklikla kullanilmaktadir.

Tek tabakali hepatosit hiicre kiiltiirlerinin 6nemli bir dezavantaji; hiicreleri ¢evreleyen bir
mikrogevrenin olmamasi nedeniyle hiicre yiizey reseptorlerinin ekspresyonu, ¢ogalma
ozellikleri, hiicre yogunlugu ve metabolik fonksiyonlarin zaman igerisinde farklilagsmasidir
[40]. Kiiltiir sirasinda olusturulan yanitlar dogal sistemlerdeki yanitlardan farkhidir [6].
Ayrica ila¢ metabolizmasinda kullanilan farkli tiirlere ait hepatositlerin enzimlerindeKi tiirler
aras1 kalitatif ve kantitatif farkliliklar, hayvan hepatositlerindeki ila¢ metabolizmasi ve
hepatoksik etkilerden yola ¢ikarak insan metabolizmasi i¢in tahmin yiiriitiilmesini

zorlastirmaktadir [36].
2.3.1.2. Karaciger Kesitleri

Hassas kesim karaciger kesitleri (precision cut liver slices-PCLS), organlarin ¢ok hiicreli
karakteristiklerini taklit eden bir doku kiiltiirti tekniginidir [41]. Birgok hiicre kiiltiirii tabanl
modelin aksine doku mimarisini korur ve karacigerin tiim hiicre tiplerini igerir. Doku
mimarisini ve heterojenitesini korudugu, matriks-hiicre ve hiicre-hiicre etkilesimlerini
icerdigi i¢in PCLS ila¢ toksisite testlerinde en uygun model olarak goriinebilir. Bununla
birlikte, endiistriyel ortamlardaki kullanimi, basarili kriyoprezervasyon yontemlerinin
bugiine kadar mevcut olmamalar1 ve ortamdaki kisa dmiirleri nedeniyle kullanimi sinirhdir
[42]. PCLS nin islevsel dmriinii uzatmak i¢in mikroakiskan cihazlar kullanilmaktadir. Van
Midwound ve ark. kararsiz metabolitlein saptanmasi igin, yiiksek performansli sivi
kromatografisi (HPLC) ile birlestirilen mikroakiskan bir cihaz igerisinde insan PCLS’sini
kiiltiire etmiglerdir. Mikroakiskan perfiizyonu uzun kullanim 6mrii saglarken, ilerleyen

zaman dilimi i¢inde islevsellik gdsterememektedir. Bu da en az birkag hafta boyunca kararl
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bir karaciger fenotipinin gerekli oldugu kronik ila¢ doz caligmalarini ciddi bir sekilde

smirlandirmaktadir [43].

2.3.2. U¢ Boyutlu (3B) Sistemler

1990 yilinda gelistirilen doku miithendisligi teknikleri ile ila¢ tarama ve toksisite testlerinde
biiyiik ilerlemeler kaydedilmistir. Doku miihendisligi uygulamalarinda 3B doku olusturma
teknikleri asagidan yukariya (bottom-up) ve yukaridan asagiya (top-down) yaklasimlar
olmak tizere iki gruba ayrilir [44]. Top-down doku miihendisligi tekniklerinde; biyouyumlu
ve biyobozunur doku iskelelerine hiicre ekimi gerceklestirilerek, doku iskeleleri igerisinde
cogalmalar1 ve kendi hiicre dis1 matrislerini sentezleyerek doku olusturmasi beklenmektedir
[45]. 3B doku iskelelerinin fabrikasyonunda; elektroegirme, dondurarak kurutma, faz

ayrimi, partikiil uzaklastirma, hizli prototipleme gibi yontemler kullanilmaktadir [44].

Bottom-up doku miihendisligi yaklasiminda ise mikro 6lgekteki doku bloklarmin organa
0zgili mimariye benzer daha biiyiik doku yapilarini olusturmak amaciyla bir araya getirilmesi
prensibine dayanmaktadir. Doku yapilarini; biyobaskilama (3D bioprinting), kendiliginden
organize olabilen hiicre tabakalari (cell sheet engineering) ve hiicre sferoidleri (cell

spheroids) gibi fabrikasyon teknikleri kullanilarak dokular olusturulur [46].
2.3.2.1. Hiicre Sferoidleri

Sferoidler, yapisan hiicrelerin birbirine tutunarak agregat olusturma egilimi ile ¢ok cesitli
hiicre tiplerinden elde edilebilen basit 3B modellerdir. Herhangi bir dis uyaran/etki ya da
kati doku iskelesi destegi olmadan kendiliginden diizenlenme (self assembly) ve
kendiliginden organizasyon (self organization) mekanizmalar1 iizerinden son seklini alir.
Sferoidler, karmasik ¢ok hiicreli mimarisi, kiitle transfer bariyerleri ve hiicre dis1 matriks
birikimi dahil olmak tizere kritik fizyolojik parametreleri modellemektedir [47]. Hiicreler
sferoidlere kendiliginden diizenlendik¢e, metabolik iriinleri (oksijen, karbondiaksit,
besinler), atiklar1 ve g¢ogalmayi destekleyen biyosinyalleri verimli bir sekilde igsel
gradyanlar olusturarak dogal kat1 organlar1 taklit ederler [48]. Ayrica bu hiicresel kiireler
standart 2B ortamlara gore avaskiiler ve kat1 tiimor davranisini daha etkili bir sekilde taklit
ederler. Ciinkii timorler gibi sferoidler genellikle heterojen bir popiilasyona maruz kalan ve
merkezde ¢ogalan ve ¢ogalmayan hiicreler ile iyi oksijenli ve hipoksik bolgeler igerirler [49].
Buna ek olarak diger hiicrelerle olan kokiiltiirleri ila¢ tarama ve toksisitesi testleri icin daha
dogru yanitlarin olusturulmasini saglar. Bir¢cok yiiksek verimli toksisite ve tarama
uygulamalar1 i¢in mevcut sisteme uygulanabilir, takibi ve analizi kolay ve seri iiretime izin
veren sistemler oldugu i¢in avantajhidir [50] .
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2.3.2.2. 3B Matris Sistemler

Bir dokunun tam olarak yapisini, fonksiyonunu ve patofizyolojisini anlayabilmek i¢in
dokuyu olusturan hiicrelerin, biitiin canlt bir organin bir parcasi olarak, 3B bir yap1 iginde,
biyolojik kimyasal ve mekanik mikrogevrelerini incelemek ¢ok Onemlidir. ECM
proteinlerinin bilesim, konfigiirasyon ve miktar bakimindan iiretimi; yiizey reseptorlerinin
yonelimi ve kiimelenmesindeki farkliliklara bagl olarak modifiye edilir [51]. ECM sahip
oldugu mekanik, kimyasal ve topolojik 6zellikleri ile hiicresel biyoaktiviteleri tetiklemek ve
hiicre kaderini diizenlemek igin ¢ok faktorlii sinyaller iiretir [52]. Hiicre mikrogevresinin
kontrol edilebilmesi, hiicre canliligi, biiyiime, gog, apoptoz ve farklilasmanin kontrol

edilmesi i¢in anahtardir [48].

2B kiiltiirler de, hiicre besin ortami i¢indeki ¢Oziiniir bilesenlerin tasinim alanini arttirmak
icin yiizey alanin1 genisletir. Hiicre biiylimesinin baslangic oram1 daha yiiksektir, ancak
hiicreler yiizeyi tamamen kapladiginda ¢cogalma durur. Asir1 beslenmeye ve oksijene maruz
kalan hiicreler i¢in molekiiler gradyanlar olusturulamaz. Ayrica ECM bulunmadigindan
dolay1 ECM konfigiirasyonundan kaynaklanan uygun sinyalleri almazlar ve hiicre ortamdan
farkli davramslar gosterir [51]. Daha gergek¢i sonuglar almak ig¢in 3B hiicre kiiltiirii

modelleri gelistirilmeye baslanmistir (Sekil 2.4).
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A Céziini B Zorunlu apikal- i
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yoklugu o / tabakasi E  “coaunir
/Q\ ! ~ mevcut
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(GPa araliginda) sinirl yapigmalar sinirsiz yayllma ve | -\/ A
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1 /
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(kPa araliginda)

D Sterik olarak
engellenmis yayilma
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Sekil 2.4. 2B ve 3B mikrogevrelerde bulunan hiicrelerin davranisi [52].

Ug boyutlu matriks sistemler, hiicrelerin ECM benzeri yapilar iginde 3B olarak kiiltiire
edildigi sistemlerdir. 3B hiicre kiiltiir modelleri hiicrelerin, benzeri 3B konumlanmasi,
hiicresel fonksiyonlar1 destekleyen biyoaktif yapay mikrogevrelerin olusturulmasi, hiicre-

hiicre, hiicre-matris etkilesimlerine bagli dokularin fonksiyonlarmin korunmasini saglar.
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Ayrica 3B sistemler farkli tipteki hiicrelerin bir arada kullanimina imkan taniyarak gercek
dokunun heterojenitesini saglamasiyla 2B sistemlere gore avantaj saglar [6, 52].
Giiniimiizde ECM yapisini taklit etmek i¢in, kolajen, hyalunarik asit, fibrin, jelatin gibi dogal
ve polietilen glikol (PEG) ve poli laktik asit (PLA) gibi sentetik polimerlerden,
seramiklerden (trikalsiyum fosfat, hidroksi apatit vb.) ve bunlarin karisimindan olusan

kompozit biyomalzemelerden gozenekli doku iskeleleri gelistirilmektedir [44, 46, 53].

Bununla birlikte en basarili 3B hiicre kiiltiirii modellerinde bile, doku-doku arayiizleri
(6rnegin, epitel ve vaskiiler endotelyum), molekiillerin ve oksijenin diizlemsel gradyanlar1
ve mekanik olarak aktif olan mikrogevre tam olarak taklit edilemez. Jel bazli hiicre kiiltiir
sistemleri ayrica fizyolojik diflizyon gradyanlarmin (6rnegin, bobreklerde iyon tasimasi)
veya genellikle polarize bir sekilde salgilanan hiicresel tiriinlerin modellenmesi bakimindan

teknik zorluklar yaratir [6].
2.3.2.3. Mekanik Destek Sistemler

“Filtre well insort”ler bir kiiltlir kabin1 bir membran filtreyle ayirarak iist ve alt olmak {izere
iki adet kompartman saglayan cihazlardir. Insort sistemler, hiicrelerin bazal membrana
tutunmalar1 i¢in hiicrelere alt tabakalar saglarken bazal ve apikal yiizeylerden cesitli
molekiillerin salgilanmasini1 da destekler. Bu yap1 ortamdaki benzer bir sekilde yonlii ve
polarize metabolik siireclere izin verir. 1950’lerde, Grobstein filtrelerle ayrilmis embriyonik
fare dokularmin morfogenetik 6zelliklerini incelemek i¢in filtrelerin kullanimina 6nciiliik

etmistir.

Insort sistemlerdeki filtrenin tiiriiniin segimi bu teknigin basariya ulasmasi i¢in en kritik
adimdir. Filtreler genis bir araliktaki gézenek boyutuna ve kaplama sekline sahip olabilir.
Tim bu 6zellikler kullanilacak hiicre tipine ve yapilacak testlere baghdir [54]. Fakat
fizyolojik yapiya benzerliginin diisiik olmasi, hiicrelerin statik kosullarda kiiltiire edilmesi
ve buna bagli membran gozeneklerinin tikanmasi ya da gegirgenliginin azalmasi bu
sistemlerin kullanimini kisitlamaktadir. Bu nedenle filtre well insortlerin hiicre migrasyon

ve invazyon ¢alismalarinda kullanim1 yaygindir [55].

2.3.3. Hayvan Modelleri

Yeni gelistirilen ilaclar i¢cin klinik Oncesinde yapilan testler ilk olarak hayvan ve insan
hiicrelerinde gergeklestirilir. Elde edilen bilgiye bagli olarak hayvan deneylerine gegilir.
Sonuglara gore insan viicudundaki farmakokinetik, farmakodinamik ve toksisiteye dair bir

tahmin yapilir. Zenobiyotiklerin insan viicudundaki biyolojik yollar iizerindeki etkilerinin
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tahmini, sican, fare, kdpek veya maymun gibi hayvanlardaki biyolojik yollar hakkindaki
bilgilere dayanmaktadir. Hayvan modelleri 6zellikle sistemik yanitlarin 6lgiilmesine izin
verdigi icin avantajhidir. Fakat ilaca baglh karaciger rahatsizliklarinin bir¢ok ¢esidi insan
spesifik metabolizmasindan iiretilen reaktif metabolitlerden kaynaklanir ve bu metabolitlerin
hayvan modellerinde 6l¢iilmesi miimkiin degildir. Klinik 6ncesi hayvan denemeleri ile insan
denemeleri arasindaki farkliliklar sonucu olusan basarisizliklar son donem klinik
denemelerde ya da ila¢ markette dagitildiktan sonra ortaya ¢ikar ve bu donemlerde
karsilasilan basarisizliklar daha fazla zaman ve maliyet kayb1 ile sonuglanir [56]. Ayrica
deneyde kullanilacak hayvanlarin bakimi; yliksek maliyet gerektiren, is giicli yogun bir
stirectir. Etik problemler ve yasal kisitlamalar, deney hayvani kullanimmmn bir diger

dezavantajidir [5].

2.3.4. Cip-iistii-Organ Sistemleri

Mevcut hiicre kiiltiirii ve hayvan c¢alismalarinin smirlamalari, canli organlarin kompleks
yapilarimni ve islevlerini daha iyi taklit eden alternatif hiicre bazli modeller olan organ (organ-
on-chip) ve insan ¢ip (human-on-chip) sistemlerinin gelistirilmesini saglamustir. ilk olarak
yiiksek diizeyde yapilandirilmis 2B ve 3B hiicre kiiltiirii iskeleleri i¢cinde hiicre sekli,
pozisyonu, islevi ve doku organizasyonu hassas bir sekilde kontrol edilebilen mikrogiplerin
iretimi i¢in mikrofabrikasyon teknikleri gelistirilmistir. Sonrasinda mikrofabrikasyon
yontemleri ile iiretilen substratlarin mikroakiskan teknolojiler ile entegrasyonu dinamik akis
ve basinglarin mikrometre dlgeginde hassas kontroliinii saglarken ayni1 zamanda hiicrelere
organa ait kimyasal gradyanlar1 ve dinamik mekanik uyaranlar1 iceren hiicre
mikrogevrelerinin olusturulmasini miimkiin kilmistir [57]. Organ ¢ipleri gesitli biyolojik
islemlerin geleneksel 2B veya 3B hiicre kiiltlir sistemleri, hatta hayvan modelleri ile

kullanim1 miimkiin olmayan durumlarda bile yapilmasina izin verir.

Organ ¢ipi; mithendislik tasarim ilkeleri ve iiretim yaklasimlar1 kullanarak organlarin
fonksiyonel temel birimlerini yapisal ve fonksiyonel olarak taklit eden 3B mikroakiskan
hiicre kiiltiir sistemleridir [57, 58]. Bu sistemler, biitiin bir organ yerine onun fizyolojik
fonksiyonlarmi yerine getiren en kiigiik birimini yani ‘fonksiyonel {initeyi’ model olarak alir
[5]. Cipler; fonksiyonel iinite, ¢ipin dizayn ve iretim sistemine bagli olarak fiziksel,
kimyasal ve elektriksel uyaranlar1 da yapisinda barindirarak doku ve organlarin gercek

fizyolojik fonksiyonlarini saglar [5].
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Sekil 2.5. Cip-iistii-organ sistemlerinin 6zellikleri [6, 58-62].
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Hiicrelerin canliligini devam ettirebilmek i¢in ihtiyag duydugu oksijen ve besin
maddelerinin ve test edilecek kimyasallarin hiicrelere iletilmesi ve atiklarin hiicrelerden
uzaklastirilmasi viicuttaki vaskiiler sisteme benzer sekilde yapilandirilmis ¢ip kanallarindan
besin ortaminin perfiizyonu ile saglanir [6]. Sekil 2.5’te 6zetlenen biyolojik, kimyasal ve
fiziksel faktorleri yapilarinda bulundurarak insana spesifik giivenilir yanitlar elde edilir.
Mikroakigskan sistemlerinin, akigkan igindeki kimyasal ve biyokimyasal maddelerin ve
dokunun canlilig1 i¢in gerekli parametrelerin izlenmesine imkan tanimasi, diisiik 6rnek
hacmi gerektirmesi, kisa siirede cevap alinmasi, paralel 6l¢iim yapilabilmesi ve kontrol
edilebilirlik gibi 6nemli avantajlar1 vardir. Hayvan modellerine gore {iretimi kolay ve ucuz
sistemlerdir. Ornegin CN Bio’s sirketi gelistirdigi karaciger ¢ipi ile 22,000 $ iicret
karsiliginda toksisite testi yaparken sigan kullanarak yapilan toksisite testinin maliyeti

50,000%’dan baslamaktadir [18].

Organ ¢iplerine yonelik ilk calisma Ingber ve ark. tarafindan 2000’1 yillarda akciger ¢ipi
gelistirmeye yonelik olmustur [2]. Giinlimiizde “gip-Ustii-arter (artery-on-a-chip)”, “gip-
istii-beyin (brain-on-a-chip)”, “cip-iistii-kalp (heart-on-a-chip)”, “cip-iistii-bobrek (kidney-
on-a-chip)”, “cip-iistii-karaciger (liver-on-a-chip)”, “cip-listii-akciger (lung-on-a-chip)” ve
“cip-iistii-insan (human-on-a-chip)”” olmak tizere pek ¢ok farkl insan dokusu i¢in ¢ip-iistii-
organ ¢alismalar1 yapilmaktadir. Ilag gelistirme ve toksisite agisindan kritik &neme sahip
olan karaciger c¢ipleri {lizerine yogun c¢alismalar yiiriitiilmektedir. Glniimiizde farkli

gruplarca gelistirilmis karaciger ¢ipleri bulunmaktadir. Bu ¢ipler doku odas1 dizayni, hiicre

¢esidi ve sayis1 bakimindan farklilik gostermektedir.

Hidrojele enkapsiile edilmis hiicrelerden; 3 boyutta doku olusumu basariyla gelistirilse de
bu yapilarin insan fizyolojisine daha benzer yapisal ve mekanik 6zelliklerde yapilarn
olusturulmasi organ ¢ipleri ile miimkiin olmaktadir. Organ ¢ipi sistemleri i) doku doku
araylizlerinin olusturulmast 1ii) fiziksel uyaranlarin ve iii) kimyasal gradyanlarin

olusturulmas1 bakimindan mevcut ilag¢ tarama ve toksisite testlerinde avantaj saglar [6, 57].

Doku doku araviizlerinin olusturulmasi

Mikro 6l¢ekte hiicre kiiltiirii sistemlerine yonelik erken ¢aligmalar, hiicre sekline, pozisyona,
biiyiimeye ve farkli dokuya 6zgii fonksiyonlarin ekspresyonunu kontrol etmek i¢in kontrollii
mikro ortamlar saglayan mikrofabrikasyon yontemleri ile olusturulmus substratlara

odaklanmistir. Gegtigimiz on yil boyunca, yumusak litografi tabanli mikrofabrike ve
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mikroakigkanlarla ilgili gelismeler, canli doku ve organlarin karmasik 3B mikro mimarisini

olusturan daha ileri hiicre kiiltiirii ortamlar1 gelistirmeyi miimkiin kilmistir [57].

Nakao ve ark. karaciger sinlizoidini olusturan endotelyal epitelyal arayiiziin yapisal
karmasikligini taklit eden ¢ip gelistirmistir. Bu doku ara yiiziiniin geometrisi, karacigerin
kan akis hizina yaklagmak ve hepatositleri endotelyum kapli siniizoidal bariyer boyunca
siralamak i¢in tasarlanmistir. Bu doku-doku ara yiiziinlin mikromimarisini yeniden
yapilandirmak, hepatositleri hepatik tabaka benzeri yapilara kendi kendine organize etmek
icin ve canli endotelyum olmasa bile fonksiyonel safra kanallarmi olusturmak i¢in yeterli

olmustur [63].

Bir baska calismada Jang ve ark. bobrek tasima bariyeri fonksiyonlarinm analizi igin
basitlestirilmis bir bobrek modeli gelistirmistir. Model iki PDMS odasmin, ince bir
gbdzenekli membran kullanilarak ayrilmasi ve daha sonra, membranin {ist ylizeyi lizerinde
sican renal tiibiiler epitelyal hiicrelerin kiiltiirlenmesiyle olusturulmustur. Cihazda fizyolojik
diizeyde akis altindaki bobrek hiicrelerinin kiiltiirii biiylik 6l¢iide doku polarizasyonu ve

tamamen farklilasmis ve polarize bobrek epitelyumunun olusumunu saglamistir [64].

Hiicre hiicre ara yiizlerinin olusturulmasi hiicre polaritesinin olusturulmasini ve buna bagl
hiicrenin farklilasmis spesifik fonksiyonlarmi yerine getirmesini saglamistir. Hiicre
polarizasyonu, hiicre biiylimesi ve boliinmesi, migrasyon, farklilagsma, uyarilarin iletilmesi
veya bagisiklik yanitinin gelisimi gibi spesifik gorevleri yerine getirmek icin Ozel
sitoplazmik ve membranla ilgili bolgeleri bulundurmasi ve bu asimetriyi stirdiirmesi igin
birgok hiicre tipinin temel bir 6zelligidir [65]. Epitelyal hiicrelerin gogu, gé¢ eden ve gelisen
hiicre islevleri i¢in bir hiicre polaritesi gerektirir. Bu hiicreler ¢evreleriyle ilgili hiicre dis1
biyokimyasal ve mekanik uyaranlardan bilgi alir ve bu bilgileri plazma membraninin
polaritesine, iliskili proteinlerine ve hiicre iskeletine aktarir [66]. Bu nedenle,
mekanobiyoloji, hiicre polaritesinin kurulmasi ve siirdiiriilmesinde 6nemli bir diizenleyici

rol oynar.

Kimyasallar, besinler, hormonlar, metabolitler, sitokinler ve fiziksel sinyaller, normal olarak
viicudumuzdaki organlardaki bitisik canli dokular (6rn., Epitelyum / mezensim, parankimal
hiicreler/endotelyum) arasindaki ara yiizler iizerinden aktarilir [57]. Bu temel yapisal
iliskileri yeniden olusturmak ve bu siireglerin olarak ¢aligmasina izin vermek i¢cin Huh ve
ark alveolar-kapiler ara yiiziinii modellemistir. Insan alveolar-kapiler ara yiiziin; bir merkezi

mikroakigkan kanal ve iki i¢i bos yan oda iceren esnek bir PDMS cihazinin mikro imalatt ile
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olusturmustur. ECM ile kaplanmis ve gdzenekleri (10 mm aralikli 10 mm aralikli) igeren
ince (10 mm) PDMS membrani, ana mikrokanalin merkezi boyunca yatay olarak gerilmistir.
Insan alveolar epitelyal hiicreleri gdzenekli zarin bir tarafinda, insan akciger kapiler endotel
hiicreleri ayn1 zarmn kars1 tarafinda konumlandirilmistir. Insan alveolar epitelyal hiicrelerinin
bulundugu kanaldan hava; akciger kapiler endotel hiicrelerinin bulundugu kanaldan ise besin

ortam akis1 gergeklestirilmistir [67].

Fiziksel mikrocevrenin olusturulmasi

Mikroakigkanlar, tanimlanmis kimyasal gradyanlar olusturmak i¢in uzun yillardan beri
kullanilmakta iken, son zamanlarda hiicrelerin ve dokularin organlarda var olan fiziksel
mikrogevresini taklit etmek i¢in de kullanilmistir. Bu sistemler, ilgili organa ait fizyolojik
akiskan kayma gerilmesi, dongiisel gerilme, mekanik sikistirma veya ¢cekme olmak tizere
fiziksel kuvvetleri ve elektriksel uyaranlar1 yapilarinda bulundurarak dokuya farklilagmis
fonksiyonlarmn ilaglara gelistirilen immiin yanit da dahil olmak {izere tiim cevaplarin

analizine olanak saglar [5] (Sekil 2.5).

Huh ve ark. gelistirdikleri akciger ¢ipinde alveolar-kapiller ara yiiziin yeniden
olusturulmasma ek olarak hiicrelerin fizyolojik olarak ilgili mekanik kuvvetlere maruz
birakilabilecegi sekilde tasarlamistir. Akciger hava keselerindeki alveolar epitelyal hiicreler
ile ayn1 bazal membranin zit tarafindaki pulmoner kapiler endotelyal hiicreler PDMS
membranin iki yiiziine ekilmistir. Iki farkl1 boliime ayrilan ¢ip kanal boyunca siirekli olarak
kiiltiir ortam1 ve havanin fizyolojik bir akisina maruz birakilmistir. Kayma gerilimi ve yan
bolmelere uygulanan aralikli vakum sonucu sadece doku farklilasmasmni indiiklemekle
kalmamis daha Once modellenmis akciger sistemlerinde goriilmemis karmasik akciger
islevlerinin yerine getirdigi goriilmistiir. Fizyolojik solunumun, akciger ¢ipi tarafindan
tahmin edilen alveolar-kilcal bariyer boyunca nanopargacik sogurmasi {izerindeki etkileri,
bir fare ex vivo akciger ventilasyonu-perfiizyon modelinde dogrulanmistir. Boylelikle, bu
basit cihaz sadece organ diizeyindeki islevleri taklit etmekle kalmayip, ayni zamanda insanla
ilgili bir modelde daha 6nce bilinmeyen fizyolojik organ diizeyindeki tepkilerin kesfine yol

acmustir [67].

Jang ve ark. bobrek modelinde, normal seviyelerde sivi kayma gerilmesinin morfolojik
polarizasyonu tetiklemesinin yanisira epitelyumun, normal olarak sadece viicut igindeki
bobreklerde goriilen, vazopressin ve aldosteron ile hormonal uyarmaya yanit olarak su ve

sodyumun daha fazla taginmasi gibi tasima fonksiyonlarini uyarmistir. Bu hiicrelerin apikal
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yiizeyine stvi kayma gerilmesinin fizyolojik diizeylerde uygulanmasi ayrica, aktin hiicre
iskeletinin yeniden organize edilmesini ve ila¢ taranmasi ve bdbrek fizyolojisi
caligmalarinda faydali olabilecek su tasima proteininin (aquaporin-2) tasimim goérevini

tetiklemistir [68].

Mekanik uyaranlara ek olarak, modellenmek istenen organa spesifik elektriksel uyarimi
saglamak ve spesifik hiicresel tepkileri incelemek igin mikrosistem yaklagimlari
kullanilmaktadir. Ornegin, Grosberg ve ark. neonatal sigan ventrikiiler kardiyomiyositleri,
diizlemsel olarak diizenlenmis, iki boyutlu miyojenezi desteklemek i¢cin ECM proteinleri ile
mikrodesenlenmis ve olusturulmus bu kontraktil dokulara elektriksel stimiilasyon
uygulamak i¢in ince esnek PDMS filmleri tizerinde kiiltiire etmistir. Bu kalp dokusu yapilari
elektriksel agidan islevsel ve mekanik olarak aktif olup, tam kas tarafindan iiretilen kontraktil
stresler ile karsilastirilabilir diizeydedir. Gelistirilen kalp ¢ipi, kalp kasi kasilmasinin
dogrudan izlenmesini ve aksiyon potansiyel yayilimi ile birlikte 6l¢iilmesini saglar. Cihaz
ilag etkinligini ve kardiyotoksisiteyi belirlemek i¢in farmakolojik uyarmma olan yanitlar1 ve

kalp kasilma fonksiyonu {izerindeki etkileri 6l¢mek i¢in iyi bir platform saglar [69].

Kimvasal mikrocevrenin olusturulmasi

Biyomimetik mikromiihendislik yaklasimlar1 organlarin karmasik biyokimyasal mikro
cevresini taklit etmek icin de kullanilabilir. Allen ve ark. mikroakigkan perfiizyon
biyoreaktorii, hepatosit formundaki fizyolojik varyasyonlar1 taklit etmek ve karacigerdeki
zonasyon olarak bilinen ve oksijenasyonda bolgesel degisikliklere bagli oldugu diistiniilen
karaciger siniizoitleri boyunca islev gormek ftizere tasarlanmustir. Fibroblastlar ile
hepatositler biyoreaktorde oksijen grandyanlari olusturmak tlizere birlikte kiiltlir edilmistir.
Bu mikrogip, oksijen karaciger mikromimarisinin bolgesel heterojenligini ve in vivo olarak

goriilen ilaca bagli zonal hepatotoksisiteyi etkili bir sekilde saglamustir [70].
2.3.4.1. Organ Ciplerinin Mikrofabrikasyonu

Doku miihendisligi ¢alismalarina mikroteknoloji uygulamalar1 i) organ fizyolojisinin,
organin islevselligini arttrmak igin benzeri bir mikro ortam altinda simiile edilmesini; ii)
doku miithendisliginde en kritik nokta olan dogal mimariyi taklit etmek i¢cin uygun kompleks
mikro Olcekli ultra-yapilar olusturulmasini; ve iii) cesitli tedavi yontemlerinin ve toksik
malzemelerin taranmasi i¢in hizli, kolay ve yiiksek verimliligi saglar [71]. Organ ¢ipi
uygulamalarinda tekrarli kaliplama (replica molding), yumusak litografi (soft lithography)

ve mikrotemas baskilama (microcontact printing) gibi c¢ok farkli mikrofabrikasyon
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yontemleri kullanilir [72]. Bugiine kadar, organ ¢ipi uygulamalarinda en ¢ok kullanilan
mikrofabrikasyon teknolojisi, yumusak litografidir (Sekil 2.6). Yumusak litografinin ana
avantajlari, imalat sirasinda diisiik maliyet ve uygunluk, mikro 6l¢ekte deformasyon, yapmin

kolay kontrolii ve ¢ok farkli biyomalzeme ile ¢aligma imkan1 tanimasidir [38].

Politiretan (PU), poliimid, silikon kauguk ve poli (dimetilsiloksan) (PDMS) yumusak
litografide kullanilan materyallerdir [6, 38]. PDMS sahip oldugu istiin &zelliklerinden
dolay1 hiicre ve doku kiiltiirli ¢alismalar1 i¢in mikro-cihazlarin {iretiminde en ¢ok kullanilan
materyaldir. PDMS'nin gaz gecirgenligi, hiicrelerin veya dokularm canliligini devam
ettirmesi i¢in oksijenin ¢ip i¢ine niifuz etmesine izin verir. PDMS elastik (Young modiilii
750kPa) bir malzemedir ve bu da onu mikrodinamik gerilmeyi iiretmeye uygun hale getirir.
PDMS 240-1100 nm dalga boyu araligindaki isinlar1 gegirir. Uzun dalgali UV'den kizil6tesi
radyasyona (IR) kadar dalga boyuna sahip 1smlar PDMS'den gegebildiginden dolay1 igin
cesitli mikroskop sistemleri ile yiiksek kaliteli goriintiilerin alinmasina izin verir [38].
PDMS; mikro cihaz imalat1 i¢in hizli, basit ve diisiik maliyetli bir ¢6ziim olarak tercih
edilmektedir [73].
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Sekil 2.6. Yumusak litografi yontemi ile PDMS ¢ip {iretimi [66].
2.3.4.2. Mikroakigkan Teknolojiler

Organ ¢ipi sistemlerinin temelini olusturan bir bagka teknoloji mikroakiskan teknolojisidir.
Mikro ve nano hacimlerdeki sivilarla mikrometrik kanallarda miihendislik ¢alismalarinin

gerceklestirilmesi “mikroakiskan teknolojisi” olarak tanimlanmaktadir [74].

Akiskan davraniglari;; boyutlar1 kiigiildilkge degismekte ve farkli fiziksel yapilar
gozlemlenebilmektedir. Kiitle cekimi gibi uzaysal/hacimsel kuvvetlerin etkileri azalir; buna
karsin yiizey gerilimi (s1v1 yiizeyinin kuvvete kars1 gosterdigi direng) ve kilcallik (sivinin

kanal ylizeyiyle olan daha giiclii etkilesimi) gibi yiizeysel kuvvetlerin dnemi artar [75].
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Mikroakiskan sistemlerde kanalin kiigiilk boyutlarindan dolayr akigkan akisi tamamen
laminer (¢izgisel akis) olup, ayni kanal i¢inde akan komsu akislar arasinda neredeyse hig
karigma olmaz. Bu 0zellik, tek bir hiicrenin ¢ap1 boyunca mikrometre dlgceginde ani adim
gradyanlar1 olusturmaya imkan tanir. Olusturulan kimyasal gradyanlar, ile kemotaktik
uyaranlara kars1 ortaya c¢ikan hiicre hareketliligi, kok hiicre farklilagmasi, biyokimyasal
sinyalizasyonun hiicre alt1 yayilimi ve embriyo gelisimi gibi daha karmasik hiicre

davranislar1 analiz edilir [5, 6].

Mikroakigkan ¢ipler; cevresel ve isletim oOzelliklerinin (pH, sicaklik, basing, atik
uzaklastirilmasi1 ve besin kaynagi) iyi kontrol edildigi kosullar altinda biyolojik ve/veya
biyokimyasal islemlerin gergeklestirildigi biyoreaktorlerdir [50]. Doku miihendisligi
calismalarinda perfiizyon biyoreaktdrlerin diger bir kullanim amaci ise insan viicudunun
icindeki doku sivisinin fizyolojik akigini olusturmaktir. Boylece hiicrelerin ihtiyag duydugu
besin maddeleri ve ¢ozilinebilir faktorler bu akis ile hiicrelere ulastirilirken metabolik atiklar
yine akis ile uzaklastirilir [58]. Besinlerin ve gazlarin kiitle aktarimi konveksiyon ve

difiizyon mekanizmalar1 ile gerceklesir [76].

Fizyolojik akis; canlilik, farklilasma ve islevsellik gibi hiicrelerin davranisini dogrudan
etkilemektedir. Akis hiz1 hiicrelere yeterince oksijen ve diger bilesenlerin taginimina imkan
tanimalidir. Yiiksek akis hizi hiicrelere yeterince besin ve oksijenin ulasmasimna engel
olurken diisiik akis hiz1 ortamda metabolik atiklarin birikimine ve ortam pH degisimine
sebep olur. Ayrica akisa bagl kayma gerilimi fizyolojik diizeyde uygulandiginda hepatosit
ve bobrek gibi epitelyal hiicrelerin dokuya farklilasmis islevselligi arttirirken yiiksek kayma
gerilimleri hiicrede canlilik kaybina sebep olur. Mikroakiskanin kayma gerilimi akis hizi ve
kanal boyutlarma bagl olarak degisir. Bu sebeple akis-mekanik hesaplama modelleri ile
mikrokanal geometrisi ve akis hizin1 optimize etmek ve oksijen ve besin iletimini arttirmak,

boylece hiicre canliligi ve fonksiyonunu arttirmak miimkiindir [77].
2.3.4.3. Cip-iistii-Karaciger

Yeni ilaglara artan ihtiyaclar, bu ilaclarin taramasina ve toksisitesine yonelik farkli karaciger
modellerinin gelistirilmesini gerekli kilmistir. Emilim, metabolizma, dagilim ve bosaltim
(ADME) ve toksisite i¢in yapilan in vitro testlerin kullanilirligi siirekli olarak artsa da
geleneksel in vitro modeller, insanlarda toksisiteyi tahmin etmek i¢in hayvan modellerinin
yerini alacak kadar gii¢lii olmamistir. Bu modeller genel olarak, insan ADME ve toksisitesi

icin dokunun yeterli islevsellik ve ongoriilebilirlik 6zelliklerinden yoksundurlar.
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Cizelge 2.2. Cip lstii karaciger sistemlerinin sahip olmas1 gereken 6zellikler [42]

Yapisal Ozellikler

Farkh tipte hiicreler

3 boyutlu yapi

Akis

Hiicre kaynagi
Biyosensorlerin sisteme
entegrasyonu
Fizyolojiik stvinin

dokuya oram

Karacigerin parankimal ve parankimal olmayan hiicreleri, sayisiz hepatik
fonksiyonlari, heterojen kompozisyonu ve hiicre hiicre etkilesimlerini
gerceklestirir.

Hiicre 3B yapisi; in vivo organizasyonu ve islevselligi daha iyi taklit eder.
Akas, hiicrelerin canliligini devam ettirmesi i¢in gerekli besin ve gazlarin
hiicrelere ulastirilmasini saglar. Tek gegis modunda atik {irtinleri giderir
ve in vivo benzeri konsantrasyon profillerine izin verir. Ayni zamanda
hepatositlerin ve endotel hiicrelerin polaritesini ve in vitro islevlerini
arttirir.

Insana 6zgii yanitlarm 6lgiilebilmesi igin insan hiicreleri daha uygundur.
Biyosensdrlerin entegrasyonu, ilag¢ toksisitesinde yer alan hiicre i¢i ve
hiicre dis1 olaylarin hassas bir sekilde izlenmesini saglar.

Fizyolojik sivi-doku orani, hiicreler ve ortam arasinda fizyolojik

konsantrasyon gradyanlarinin kurulmasina yardime1 olur.

Fonksiyonel 6zellikler

Ila¢ metabolizma

aktiviteleri

Tastyicilarin ifadesi

Karaciger zonlanmasi

Uzun donem canhhk

Karacigerdeki in vivo benzer metabolik aktivite seviyeleri glivenilir bir
toksisite tahmini i¢in ¢ok onemlidir.

Tasiyicilarin in vivo olarak benzer diizeylerde ve lokalizasyonda
ekspresyonu, gercek ilag maruziyetinin giivenilir bir tahmini i¢in ¢ok
onemlidir.

Karaciger zonu, karacigerde toksisite icin birincil hedef bolgeleri
belirlemek ve ilaglarin zehirlenmesi ve detoksifikasyonu arasindaki
dengeyi yansitmak i¢in dnemlidir.

Uzun stireli ila¢ maruziyeti gerektiren durumlar i¢in 6nemlidir.

Tlac toksisite test uygulama 6zellikleri

Yiiksek duyarhhk
Yiiksek spesifiklik

Kolay kullanim

Yiiksek verim

Sistemler tiim potansiyel toksik adaylar1 tanimlayabilmelidir.

Sistemler yanlis pozitif sonu¢ vermemelidir.

Rutin bir ila¢ testinde kullanilmak i¢cin uygun maliyetli ve uzmanlik
gerektirmeyen sistemler olmalidir.

Birden ¢ok ilag adayinin hizli analizine izin vermelidir.
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Doku miihendisligi, mikroakiskan ve mikrotiretim tekniklerinin gelismesi ile glindeme gelen
“cip-lstii-karaciger” sistemleri daha fizyolojik modellerin olusturulmasini saglamistir. Bu
sistemler Cizelge 2.2'de Ozetlenen ve genel olarak karaciger fonksiyonlarmi, ozellikle
biyotransformasyon, tagsinim ve toksik yanitlarin miimkiin oldugunca in vivo ozellikleri

yansitacak niteliklere sahip olmalidirlar [42].

Karaciger doku modellerinin en temel 6zelligi, hepatosit islevselligini siirdiirmek i¢in
homojen ve heterojen hiicre-hiicre etkilesimlerini ve hiicresel matris destegini saglamak
lizere, karacigerin fonksiyonel birimlerinin (yani lobiiller) morfolojisini simiile etmektir
[78]. Kompleks ¢oklu hiicre-hiicre etkilesimleri, diizlemsel yapisi ve mekanik
mikrogevresinden dolay1 in vivo karaciger siniizoidini taklit etmek zordur. Fakat
mikroiiretim yOntemleri ile karaciger mimarisi yeniden {retilebilmis ve entegre

mikroakigkan teknolojileri ile karacigerin dinamik mikrogevresi olusturulmustur.

Mikrofabrikasyon teknolojileri ile hedeflenen konfigiirasyonda gelistirilen mikroakiskan
cthazlar hiicrelerin islevini arttrmustir. Lee ve ark. mikrofabrikasyon teknikleri ile
olusturduklar1 endotelyal benzeri bariyerler iceren siniizoid konfigiirasyonda karaciger
modelini gelistirmistir (Sekil 2.7.D). Mikroakiskan sistem primer sican hepatositlerinin
hepatik tabaka benzeri yapilara hizalanmasinda yardimci olmustur. Hepatositler membran
polaritesini yeniden kazanmis ve ¢ipin tasarimi sayesinde safra kanali olusturmustur. Ayrica
siniizoidal endotelyal hiicreler, kan ve plazmanin hepatositlere taginmasini kolaylastirir.
Besin maddesinin kiitle transferi endotelyal bariyeri olusturan ince (1-2 mm kalinliginda)
kanallardan hepatositlere dogru gergeklesmistir. Bu yapay siniizoitlerde, hepatositler,
canliligini kaybetmeden 7 giin boyunca muhafaza edilmistir. Hepatositlerin ve vaskiiler
elemanlarin kompartmanizasyonu, sadece siniizoit i¢indeki nakil islemlerini taklit etmekle
kalmamuis, ayn1 zamanda hepatositleri zarar verdigi bilinen yiiksek kayma gerilimlerinden

korumustur [79].

Nonparankimal karaciger hiicreleri (karaciger siniizoidal endotel hiicreleri, Kupffer
hiicreleri, hepatik satelit hiicreleri) ile primer hepatositlerin kokiiltiirii, hiicresel ve metabolik
fonksiyonlarini gelistirerek in vivo fizyolojilerini daha iyi modeller. Du ve ark. primer fare
nonparankimal karaciger hiicreleri ve hepatositlerini, gozenekli gecirgen bir membranla
ayrilmus iki bitigik mikroakiskan kanalina entegre ederek, karacigerin fonksiyonel iinitesinin
yapisini ve konfigiirasyonunu taklit eden bir in vitro karaciger siniizoid ¢ip gelistirmistir
(Sekil 2.7.D). Her hiicre tipi, spesifik isaretgileri ile isaretlendikten sonra goriintiilendiginde

karacigere 6zgii benzersiz bir fenestrasyon morfolojisi elde edildigi rapor edilmistir. Kayma
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akis1 ve kokiiltiir albiimin sekresyonunu gelistirirken, sadece kayma akisi hepatosit biiylime
faktori (HGF) fretimini ve CYP450 metabolizmasini artirir. Lipopolisakkarid
stimiilasyonlar1 altinda hepatik hiicre kokiiltiiri, karaciger ¢ipinde notrofil alimimni
kolaylastirmistir. Bu 3B yapilandirilmig in vitro karaciger ¢ipi, karacigerin yapisindaki iki
temel faktor olan kayma akis1 ve dort ana karaciger hiicresi tipini biitlinlestirerek hepatik

fonksiyonlar1 ve birincil bagisik yanitlarini yeniden olusturur [80].

Karacigerin iglevsel biriminin, tinitedeki pozisyonlara bagli olarak farkl bir protein kiimesi
ifade ettigi ve karaciger dokusunda mevcut olan oksijen konsantrasyonu gradyani ile iligkili
olabilecegi tahmin edilmis ve oksijen gradyaninin yeniden iretilmesi, karaciger
heterojenitesi ile tutarli olarak P450 enzim aktivitesinin heterojen dagilimina yol agmistir
[81]. Domansky ve ark. karaciger siniizoitlerinin yapisini iskeleler ile desteklendigi her biri
birbiri ile entegre 12 otonom mikroakiskan sistemden olusan ¢ok gozlii plaka
tasarlamiglardir (Sekil 2.7.B). Iskelelere fizyolojik doku yogunluguna yakin hepatosit,
Kupffer, hepatosit satelit ve karaciger siniisoidal endotel hiicreleri ekilerek siirekli perfiizyon
altinda kiiltiire edilmistir. Iskele biiyiik kanallar1 dinamik kosullarda iki hiicre tipinin kendi
kendine organizasyonunu desteklemis ve hepatositlerin fonksiyonel olarak zonlanmasi

saglanmustir [82].

Karaciger, gelismis mikrogevresinde coklu hiicre-hiicre etkilesimlerine sahip essiz bir
organdir. Hiicre etkilesimlerinin etkisini arastirmak i¢in Wong ve ark. primer hepatositlerin
monokiiltiirii ve primer hepatositlerin, hepatik satelit hiicreleri ile birlikte kokiiltiiriiniin
yapildig1 sferoidal “hepatosfer” ve “heterosfer” modelleri gelistirmistir. HSH'lerin etkisinin
sik1 hiicre-hiicre temaslarmin olusumu, sferoidal yapimin organizasyonu ve kontroliinde hem
nicel hem de nitel olarak hayati dnem tasidig1 gosterilmistir. Metabolik fonksiyon analizi,
heterosferlerin %30 daha fazla albiimin salgiladigmi ve kiiltiiriin 8. ve 9. giinlerinde
hepatosferlerden daha fazla CYP450 enzimatik aktivite tirettigini gdstermistir [83]. Lee ve
ark. hepatositler lizerinde hepatik satelit hiicrelerinin (hepatic stellate cell, HSC) parakrin
etkilerini arastirmak icin, primer hepatosit sferoidleri ile dogrudan hiicre-hiicre temasi
olmayan primer HSC'leri igeren bir 3B ¢ip iistii karaciger modeli gelistirmistir (Sekil 2.7.C).
Farkl ¢iplerde kiiltiire edilen hepatosit ve HSCler birbirine baglanarak kiiltiire edildiginde
alblimin sekresyonundaki ve CYP450 aktivitesindeki artigin otokrin etkilerin yani sira
parakrin etkileri ile iliskili oldugunu gostermistir. HSC hepatik satelit hiicrelerinin varligi

metabolik fonksiyonlar1 gelistirirken kiiresel yapinin siirekliligini de saglamistir [84].
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Basarili bir doku miihendisligi {iretim yontemi olan biyobaski ydntemi ¢ip-iistii-organ
sistemlerinin {iretiminde kullanilmaya baslanmistir. Bhise ve ark. ekstriizyon biyoyazici
kullanarak hepatik sferoidler igeren metakrilatlatmis jelatini (GelMA) onceden iiretilmis

PDMS odalarina baskilayarak ¢ip iistii karaciger modeli gelistirmislerdir (Sekil 2.7.E).

B

Hiiere
iceren
kanal

Hepatosit
0 .

PCL baskidama
Hiicreli hidrojel Kartusu
kartusu

(Min PCL basks
genisligi 175 pm)

Hiicreli hidrojel

bolgesi - -~ - Endotel hiicre
L Akaskan kanal [ Hepatosit igeren kolajen hidrojel

baskilanmasi

Sekil 2.7. Cip tstii karaciger modelleri A)[80] B)[82] C)[84] D)[79] E)[3] F)[85].

Mikrofabrike organ sistemlerinin hepatosit fonksiyonlarmi gelistirebildigi ve iyilestirilmis
karaciger fonksiyonlarmm, ilag metabolik profilini daha dogru bir tahmin edebildigi
kanitlanmistir. Bununla birlikte, yeni uygulamaya konulan sistemlerin, bir ilag gelistirme
slirecine uygulanmadan 6nce in vivo hepatik klerans verilerine karsi dogrulanmasi gerekir
[78]. In vitro metabolizma analizleri kullanilarak in vivo hepatik klerensinin tahmin edilmesi,
yart Omriinii, biyoyararlanimmi, dozu ve dozlama rejimlerini belirlemek icin ilag
gelistirmenin bir parcasidir. Ozellikle zor olan, ilag gelistirmede giderek daha 6nemli hale
gelen diisiik klerans bilesiklerdir. Insan karaciger mikrozomlar1 ve insan hepatositlerinin
siispansiyon kiiltiirli gibi mevcut altin standart modelleri, genellikle insan klirensi, yar1 dmiir

ve dozun Ongoriilmesinde belirsizlige yol agar. 3B organotipik hepatik kiiltiirlerin uzun
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stireli metabolik yeterliliginin artmasi nedeniyle, bu modeller 6zellikle diisiik klerans
bilesiklerin metabolik profilini belirlemek icin ilag metabolizmasinda ve farmakokinetik

caligmalarda umut vericidir [86].

2.4.  Damarh Karaciger Modelinin Gelistirilmesi

2.4.1. Sferoidlerin Gelistirilmesi

1830’larin sonuna dogru Mathias Jacop Schliede ve Theodor Schwann tarafindan ortaya
atilan hiicre kuramu; hiicreleri canli sistemlerin orgilitlenmesindeki biyolojik aktivite gosteren
en kiiglik yapisal birim olarak tanimlar. Farkli yapisal 6zelliklere ve islevlere sahip hiicreler
bir araya gelerek farkli dokulari, dokular birleserek organlari, organlar sistemleri, sistemler
de organizmayi yani kisaca canliy1 olustururlar [87]. Doku miihendisligi yaklasimiyla
fonksiyonel doku ve organlarm iiretilmesinde baslangi¢ noktasi hiicrelerdir [88]. Sferoid
olusumu, hiicrelerin integrinler araciligryla kiiresel formda agregasyonu ile baslar daha sonra
E-kaderin araciligi ile yapi1 sikilasarak 3B formunu kazanir. Agregasyon ile sikisma fazi
arasinda transmembran proteini olan E-kaderinin ekspresyonu i¢in gecikme fazi yasanir [89]

(Sekil 2.8).

1. Hucre agregasyonu 2. Kaderin ekspresyonu 3. Sferoidin
ve birikimi sikilagmasi

Sekil 2.8. Sferoid olusum basamaklari [89].



Fonksiyonel doku ve organ iiretimi doku miihendisligi haricinde sadece dogal embriyonik
gelisim stirecinde gerceklesmektedir. Embriyonik donemdeki morfolojik yap1 kendiliginden
diizenleme ozelliginden gelismektedir. “Kendiliginden diizenlenme” kompleks biyolojik
yapmin gelisiminde ve yasamin orijininde yatan en temel mekanizmadir. Dis miidahale
olmadan bilesenlerin otonom organizasyonuna “kendiliginden diizenlenme” adi verilir.
Bununla ilgili ¢aligmalar Aron Moscona’nin civeiv embriyosunun iglevini yitirmis
organlarindan hiicrelerin ayrilmasi ve agregasyonu ile baslamistir. Dokularin kendiliginden
diizenlenme mekanizmasindaki termodinamik kurallar1 ortaya koyan Malcolm Steinberg
ayirict adezyon hipotezi ile hiicre siralanmasindaki akigkan dogasini ve kendiliginden

diizenlenmeyi agiklamistir [90].

B Hiicre tipi A
P
{2 Hicre tipi B

Hicre viizey
adezyon proteinleri

Sekil 2.9. Hiicre siralanma davranisi [91].

Hiicre swralanmasi; hiicresel boliimlerin ve iki farkli doku arasindaki simirlarin
olusturulmasimni saglar. Viicudumuzdaki limen ve kavitelerin olusumundaki temel
mekanizmadir. Farkli doku tiplerinden elde edilen hiicrelerin siispansiyonu once farklilasir,
bir siire sonra ayni tip hiicrelerin kendi aralarinda kiimelesir, polarize olmaya baslar,
yiizeyinin sinir bolgelerinde adezyon molekiillerini eksprese eder ve bu sekilde liimen

olusumu gergeklesir [92] (Sekil 2.9).

Ayiric1 adezyon hipotezi, sivilar ile morfogenetik siirecte hareketli ve adeziv hiicreler
arasinda analoji kurar. Birbiri ile homojen karigmayan iki siv1 (yag-su) bir miiddet sonra
yiizey gerilimine baglh olarak van der Waals kuvvetlerinin etkisi ile farkli fazlara ayrilir.
Dokular i¢indeki hareketli hiicreler, yilizeylerindeki adezyon molekiillerine bagli olarak
metabolik enerji ile siralanirlar. Hipoteze gore farkl tipteki hiicrelerden biri digeri ile farkh

dayanimda baglant1 kurar. Boylece farkl hiicreler kendiliginden siralanmis olur [93].
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2.4.2. Sferoid Uretim Yéntemleri

Hiicresel kiire yani sferoid tiretiminde ¢ok farkli yontemler kullanilmaktadir. Hiicresel kiire
iiretimi i¢in en uygun yontemin se¢iminde dikkat edilmesi gereken hususlar; kullanilacak
yontemin olgek biiyiitebilir olmasima, diisiitk maliyetli olmasina ve kolay olmasina dikkat

edilmelidir. En temel yontemler asagida agiklanmis ve Cizelge 2.3°de karsilastirilmustir.

a. Asili Damlacik Yontemi
Istenilen hiicre yogunluguna sahip 15-30 pL hiicre siispansiyonu Petri kabmin kapagma
damlatilir ve kapagin ters ¢evrilmesi ile damlaciklar asili kalir. Hiicreler yer¢ekiminin etkisi
ile damlanin ucunda toplanir ve hiicre-hiicre baglantilarmin kurulmasi ile sivi-hava
araylizeyinde kiiresel form kazanir. Hiicre yogunluguna bagl olarak istenilen kiire ¢capina
uniform olarak ulasilir. Fakat damlacigin yiizeyde kalabilmesi i¢in sivi hacminin yiizey
gerilimini agsmayacagi maksimum miktar 50 mikrolitredir. Bu durum kullanilacak hiicre
sayisimni1 ve kiltlir stiresini kisitlar. Cilinkii yontemin diger bir kisitlayict unsuru besin
ortammin degistirilememesidir. Bir insan bobreginin hacmini 100x50x50 mm?® kabul
edersek 6,250,000 tane 200 pum ¢apli hiicresel kiireye ihtiyag olacaktir. Dolayisiyla, bu

yaklagim yogun is giicii, uzun siire ve yiiksek maliyet gerektiren bir yontemdir [94].

3D Biomatrix firmasi bu sistemi modifiye etmistir. Doksanalt1 ve 384 g6z bulunduran kiiltiir
kaplar1 kiirelerin istenilen boyutta kolay, hizli bir sekilde {iretimine ve ortam degisimlerine
de izin verir. Béylece kullanilacak hiicre sayis1 ve kiiltiir siiresi artirilabilir. Ayrica hiicresel

kiire tiretiminde kullanilan otomatik dagitici ile biiyiik 6l¢ekte iiretim miimkiin olmustur [47,

94, 95].

b. Hiicre Tutunmasw Desteklemeyen Yiizeyler
Hiicrelerin yiizeye tutunmalarmi engelleyecek modifiye kiiltiir kaplarinda birbirleri ile
baglant1 kurmaya zorlanarak yergekiminin etkisi ile kiiltiir kabi dibinde kiiresel form

kazanmalar1 saglanir [95].

IIk zamanlar polihidroksiletilmetakrilat (pHEMA) ve agaroz gibi hiicre yapigmasma izin
vermeyen hidrojeller ile 96 gozlii kiiltiir kaplar1 kaplanarak hiicresel kiire iiretimi yapilmistir.
Yontem fazladan kaplama basamagi icermesinden dolay1 is giicli yogundur. Fakat gelisen
teknoloji ile birlikte adhesiv olmayan hidrojellerden ¢oklu gozlii kaliplar iretilmistir.
Agaroz, PEG gibi hidrojellerden iiretilen bu kaliplar ile boyutu ve bilesimi belirli sferoid
{iretimi daha kolay ve hizli olmustur. Ozellikle iiretim yontemine robotik dagiticilarin dahil

edilmesi ile biiyiik 6lgekte iiretim miimkiin olmustur [96].
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Cizelge 2.3. Sferoid tiretim yontemlerinin karsilastiriimasi [47, 96].

ADHESIV OLMAYAN MIKROAKISKAN
ASILI DAMLACIK YUZEYLER BiYOREAKTORLER SISTEMLER

» Kiltivasyonu kolay *  Uretimi Kolay

* Ayni boyut » Buyiik 6lcekte tiretim » Verimliligi yiiksek
* Ayn1 boyut « Istenilen hiicresel *  Arttirlmus kiitle * Ayni1 boyut ve
« Istenilen hiicresel kompozisyon ve boyut transferine baglh yiiksek kompazisyonda tiretim
kompozisyon ve boyut * Ticari olarak satilan metabolik aktivite ve
* Ticari olarak satilan kaliplar ile tiretim canlilik
plakalar ile verimlilik verimliligi artar

artar- -
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C. Biyoreaktorler
Hiicrelere spinner flask ya da doner duvarli biyoreaktdrler iginde karigtrma etkisiyle
birbirleri ile baglant1 kurmaya zorlandirilmalariyla kiiresel form kazandirilir [95]. Yontem
digerlerine gore daha kolay ve hizlidir. Ayrica oldukea yiiksek sayida kiire iiretimine imkan
tanir. Fakat en Onemli sorun kiire boyutunun degisken olmasidir [47]. Farkli tipte
hiicrelerden kokiiltiir calismalarinda da bilesenlerin bilesiminin belirlenememesi de bir diger
problem olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Ayrica bu reaktorlerin ¢alistirilmast igin gerekli

ortam ve hiicre sayis1 oldukca yiiksektir.

d. Dijital Mikroakiskanlar

Ortak eksenli damlacik tireten mikroakiskan sistemler hiicrelerin hidrojellerle birlikte kiire
tretiminde kullanilmaktadir. Saniyeler igcinde 10,000 kadar kiire iretilmektedir. Fakat
olusturulan kiirelerde hiicre sayismin diisiik olmast optimize edilmesi gereken bir

parametredir [94].

2.5. Doku Gelistirilmesinde Hidrojeller

Doku miihendisliginde; doku ve organ yapisinin olusmasi i¢in gerekli ECM yapis1 doku
iskeleleri, iskele olusumunu saglayan hiicre tabakalar1 ya da destek gorevi goren hidrojeller
ile karsilanmaya ¢alisilmaktadir [97]. Doku iskeleleri, hiicrelere uygun tutunma yiizeyi
olusturmalarmin yani sira mekanik olarak destek saglamakta, fizyolojik ve biyolojik
degisikliklere yanit olusturmak i¢in ¢cevre doku ile etkilesimin kurulmasina yardim etmekte

ve sonunda dogal hiicre dis1 matrisin yeniden olusumunu uyarmaktadir [98].

Hidrojeller; igerisine kiitlesinin %?20’sinden fazla su alabilen, yapisinda —OH, —NH;, —
COOH, —COOR gibi hidrojen bagi olusturabilme yetenegine sahip hidrofilik gruplari
bulunduran, kimyasal veya fiziksel ¢apraz baglanmayla olusan, lig-boyutlu, hidrofilik, ag
seklindeki 6zel polimerlerdir [7]. Hiicrenin mikro ortaminda 6zelliklerin kontrol edilmesine
izin veren hidrojeller, amaglanan uygulamaya yonelik istenilen bir dizi biyolojik ve fiziksel

tasarim kriterini karsilamalidir (Sekil 2.10).
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Hedef mikrocevre L ~ 7 Biyouyumluluk
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* Bozunma kinetiginin kontrol

Sekil 2.10. Hidrojellerin biyolojik ve fiziksel tasarim kriterleri [53].

2.5.1. Biyouyumluluk

Hiicresel mikrogevre olarak hidrojel uygulamalar1 diisiiniiliirken ilk ve en kritik parametre
biyouyumluluktur. Biyouyumluluk, herhangi bir istenmeyen lokal veya sistemik yan etki
yaratmadan bir biyomalzemenin istenen islevi yerine getirme yetenegi olarak tanimlanir.
Hiicre tasiyici sistemler olarak kullanilacak hidrojeller; hiicreye uyumlu ve ayni1 zamanda
yenilenmekte olan dokuya ve ¢cevre dokulara zarar verecek zararh degisimlere (sicaklik, pH,
elektrolit dengesi) ve sistemik yanit olusumuna yol agmayan bozunma mekanizmalar1 ve

bozunma {irlinlerine sahip olmahdir [99].

PEG, PLGA ve PLA gibi sentetik polimerler ve aljinat, kolajen ve fibrin gibi dogal
polimerler Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (Food and Drug Administration - FDA) tarafindan
spesifik klinik uygulamalar i¢in onaylanmistir. Fakat bunun gibi biyouyumlu bircok
polimerden hidrojel iiretimi swrasmnda kullanilan veya iiretilen kiiciik molekiillerin
(reaksiyona girmemis monomer, baslatici ve ¢capraz baglayicilar gibi) ortadan kaldirilmas,
malzeme tasarimi sirasinda dikkate alinmasi gereken 6nemli bir parametredir [53]. Bu

molekiiller konakgr1 hiicrelere de toksik olabilirler.

2.5.2. Mikrogevre
Viicudumuzdaki dokular; hiicreler ve hiicre dis1 matristen olusmaktadir. ECM, hiicreler i¢in
iic boyutlu mikrogevreyi olusturur. Hiicre dis1 matrisler; jel benzeri polisakkarit temel

maddesi i¢ine gdmiilmiis proteinler ve hiicre dis1 bilesenlerini birbirlerine ve komsu hiicreye
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baglayan adezyon molekiillerinden olusur [100]. ECM ipliksi proteinler ve glikozaminglikan
yan zincirine sahip proteoglikanlarin fiziksel ve kimyasal olarak ¢apraz baglanmasi ile
olusmus ag yapisina sahiptir [101]. Ayrica g¢esitli molekiiller ve iyonlar da bu ag yapisina
baglanmistir. Hiicrelere fiziksel bir destek olusturmasmin yani sira stirekli olarak kendini
yeniden diizenleyen, hiicre-hiicre etkilesimini organize eden, hiicrelerin yapigmasi, goci,
cogalmasi, farklilasmasi ve matris birikimi i¢in ¢esitli biyokimyasal ve biyofiziksel uyarilari
sunan oldukg¢a dinamik bir ortamdir [98]. Mikrogevre ile hiicreler arasindaki bu iki yonlii
iletisimi anlamak ve kullanmak, doku rejenerasyonu ve/veya hastaliklarin tedavisi i¢in

uygulanan stratejilerin bagarisini arttiracaktir.

2.5.3. Capraz Baglanma

Hidrojeller farkli polimer zincirleri arasinda fiziksel ya da kimyasal olarak ¢apraz baglarin
varligi sonucu ile olusan polimerik aglardir [102, 103]. Makromolekiiler zincirlerin ¢apraz
baglanmasi, polimerlerin sulu ortamlarda kontrolsiiz olarak ¢dziinmesini 6nlemek igin
kullanilir [104]. Capraz baglanma; fiziksel ya da kimyasal baglarin sicaklik, pH, gibi
cevresel faktorlerle, enzimatik tepkimelerle ya da fotopolimerizasyon ile olusumunun

saglanmasiyla gerceklesebilmektedir [105, 106].

Kimyasal ¢apraz baglanma stratejileri, serbest radikal zincir polimerizasyonu, “click”
reaksiyonlari, Schiff bazlarmm reaksiyonlar1 ve karbodiimid aracili aktivasyon
reaksiyonlarini igeren zincir veya basamak biiyiime reaksiyonlar1 ile kullanarak hidrojel
olusumu i¢in reaktif fonksiyonel gruplar1 kovalent olarak birlestirmesine dayanir[7, 53].
Fiziksel ¢apraz baglanma stratejileri, iyonik etkilesimler, elektrostatik etkilesimler, hidrojen
baglama, kristallestirme, hidrofobik etkilesimler ve protein etkilesimleri gibi islevsel gruplar

arasindaki kovalent olmayan etkilesimleri kullanir [7].

Fiziksel olarak capraz baglanmis hidrojeller, toksisite olusturabilecek kimyasal ¢apraz
baglayict veya baslatici kullanmadan basit ag olusumuna izin verir. Fakat fiziksel
etkilesimlerin zayiflig1 ve bozunma hizlarinin sinirh kontrolii nedeniyle, bazi uygulamalar
icin yetersiz mekanik 6zelliklere sahiptir. Kendiliginden bir araya getirilmis amfifilik blok
kopolimerler, proteinler, peptidler ve polipeptidler tipik olarak fiziksel ¢apraz baglama

yoluyla hidrojel olustururlar [53].

Capraz bag konsantrasyonu veya yogunlugu, elastikiyet, diflizivite, su igerigi ve gdzenek
boyutu da dahil olmak iizere hidrojellerin ¢esitli fiziksel 6zelliklerini belirler. Buna ek
olarak, ¢apraz baglanma derecesi, hidrojel par¢alanma oranmi etkiler bu nedenle, kontrol

edilebilir hidrojel ¢capraz baglama yontemleri tercih edilir. Hidrojel olusumunda yer alan
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kimyasal doniisiimler sirasinda sicaklik, pH ve serbest radikallerde ani lokalize degisiklikler

taginan molekiillerin aktivitesini, hiicre fonksiyonunu veya canliligini etkileyebilir [53].

2.5.4. Mekanik Ozellikler

Hiicre gocii, proliferasyonu ve farklilagsmasi da dahil olmak tizere hiicresel yanitlari etkileyen
hidrojelin mekanik o6zellikleri, hedef dokunun yapisal ve mekanik o6zelliklerine sahip
olmalidir. Ciinkii dokularmm mekanik 06zellikleri yag, deri, karaciger gibi yumusak
dokulardan, kemik gibi sert dokulara kadar genis bir aralikta degismektedir. Polimer
konsantrasyonu, reaktif gruplarin stokiyometrisi ve c¢apraz baglanma yogunlugu,
hidrojellerin mekanik 6zelliklerini ayarlamak ve dolayisiyla hiicresel mikro ¢evreyi kontrol
etmek i¢in yaygin olarak kullanilir [53]. Hidrojeller viskoelastik 6zellik gosterdiklerinden
dolay1 yumusak doku miihendisligi i¢in daha uygundurlar. Fakat sert doku uygulamalar1 i¢in
olan bu kisitlama, mekanik &zellikleri bakimindan dayanimi yiiksek polimerlerin ve

seramiklerin karigtirilmas1 (kompozit maddeler) ile asilmaktadir.

2.5.5. Biyobozunma Kinetigi

Hidrojellerin doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilabilmesi i¢in bozunur olmasi
gerekir. Bozunma ¢ogalan hiicreler igin yerlesme alani saglarken ayni zamanda yap1 iginde
damarlarin olusmasini da kolaylastirir. Polimerik malzemlerin bozunumu enzimatik
tepkimeler, hidrolitik tepkimeler (sentetik polimerler) veya iyon degisimleri (6rn. aljinat,
peptit amfifiller) ile gergeklesmektedir [53]. Bozunma kinetigi bozunma yontemine bagh
olarak farklilik gosterir. Hidrolitik tepkimeler sonucunda bozunma kitlesel olarak
gergeklestigi i¢in bozunum hizi sabittir. Viicut igerisinde matris metalloproteinazlari
(MMP’ler), heparinaz, hiyaliironidaz, serin proteinazlar ve trombospondin motiflerini i¢eren
disintegrin gibi matris bozunumu ve yeniden diizenlenmesi i¢in 6zellesmis enzim siniflar1
bulunmaktadir [107]. Enzimatik tepkimeler c¢evredeki enzim konsantrasyonuna ve
polimerdeki kesilme bdlgelerinin sayisina bagli oldugundan dolay1 daha 6zgiil ve kontrol

edilebilir 6zelliktedir [108].

Doku miihendisligi ¢alismalarinda hiicrelerin ECM {iretim hiz1 ile hidrojelin bozunma
kinetiginin birbirine paralel olmasi gerekmektedir. Eger hidrojel ¢ok yavas bozunursa
polimer ag1 hiicrelerin yayilma, bliylime ve cogalmasini, hiicreler ile besin ortami arasindaki
diftizyonunu engelleyebilir. Eger hidrojel ¢ok hizli bir sekilde bozunursa yapr seklini
kaybeder ve buna bagl olarak hiicreler ihtiya¢ duyduklari destek zemininden mahrum
kalarak doku gelisimini durur. Hidrojelin bozunma hizi ile iginde bulunan hiicrelerin ECM

sentezleme hizlar1 arasindaki dengeyi saglamak i¢in hidrojelin bozunma kinetigi hedeflenen
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zamana ve hiicreye bagli olarak optimize edilmelidir. Bozunma kinetigi; polimere ve bu
polimerin bozunma yontemine, polimer konsantrasyonuna, ¢apraz baglanma derecesine ve

hidrojel i¢inde bulunan hiicre tipine ve konsantrasyonuna baglidir [109].

2.6. Peptit Amfifillerin Yapisi ve Ozellikleri
Son yarmm ylizyilda biyomalzeme alaninda biiyiik gelismeler gerceklesmistir. Baslangicta
sadece yapisal ve mekanik fonksiyonlar1 yerine getirmek igin biyoinert malzemeler
kullanilmistir. Zamanla molekiiler biyolojideki gelismeler malzeme-hiicre etkilesimlerinin
hiicrenin islevselligindeki 6nemini ortaya koymus ve hiicre canlilig1 tutunmasi iglevselligi
ve farklilagsmasindaki biyoaktif komponentler tanimlanmistir. Bu gelismelerle birlikte
hiicrenin onu ¢evreleyen malzeme ile aktif olarak etkilesime gegen biyoaktif malzemeler
tiretilmistir. Glinlimiizde ise biyokimyasal siire¢leri de taklit eden biyomimetik malzemeler
gelistirilmektedir. Dogal biyolojik proseslerden esinlenerek gelistirilen biyomimetik
malzemeler hem yapisal, kimyasal ve mekanik olarak hemde iiretim mekanizmas: ile doku
ve organ rejenerasyonu saglar [110, 111].
2 4
A , i S 1

\

\ T ] NH,

1) Hidrofobik bolge
2) 3 tabaka
katlanma bolgesi

3) Yiikli aminoasit
4) Biyoaktif epitop

Sekil 2.11. Peptit amfifilin yapis1 [8].
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Doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilan biyomimetik malzemelerden biri de sentetik
peptit amfifillerdir. Peptit amfifilin (PA) tasarmu ilk olarak Hartgerink ve Stupp tarafindan
gelistirilmistir. Peptit amfifiller temelde alkil veya agil zincirlerden olusabilen hidrofobik
segment (N-terminal bir alkil ug) ve amino asit igeren hidrofilik segmentten (C-terminal ug)
olusur. Hidrofilik ug i) B tabaka olusturabilen kisim, ii) ¢oziinirliigii saglayan yiiklii kisim
ve iii) farkli molekiiler dzellikler eklenebilen biyoaktif epitop olmak iizere 3 ana yapisal

ozellige sahip kisimdan olusur (Sekil 2.11) [8, 9].

Bir aminoasidin amino grubuyla digerinin karboksil grubunun reaksiyona girmesiyle olusan
peptit baglari cok sayida aminoasitin ug¢ uca eklemesi sonucunda polipeptit zincir olusumunu
saglar. Birincil yap: adm verdigimiz bu polipetit zincir; aminoasitler arasindaki hidrojen
baglari, aminoasit yan zincirleri arasindaki disiilfit baglar1 ve kovalent olmayan
etkilesimlerle daha sik1 olan ikincil yapiyr olusturur. Ikincil yaps; diizenli iliskilerle olusan
a-heliks, B-tabaka ve diizensiz iliskilerle olusan tesadiifi kivrilmalardan meydana gelir. o-
heliks ve P-tabaka yapilar1 katlanmalar gecirerek proteinlerin fonksiyonel karakterini
belirleyen digiinciil yapilari olustururlar. Dérdiinciil yapt ise birden fazla polipeptit zincirinin

kovalent olmayan baglarla bir arada bulundugu yapidir [112, 113] (Sekil 2.12).

Peptit birincil yap1 Peptit ikincil yap1
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Sekil 2.12. Peptit amfifilin ikincil yapis1 [112].

Peptid amfifiller ¢ozeltide amfifilik dogasi geregi ilk olarak misellerin olusumunu
gerceklestirir. Daha sonra bu miseller pH veya yiiklii iyon gibi uyaranlarin varliginda

hidrofilik bas gruptaki baskin elektrostatik ¢ekim kuvvetleri nedeniyle silindirik nanofibere
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dontiglir. Silindirik nanofiber PA'lar arasinda, B tabaka segmentinden hidrojen baglari
olusturarak yonlenir. PA nanofiberler fonksiyonel biyoaktif hidrojel olusturmak i¢in fiziksel

capraz baglarla belirli kritik konsantrasyon iistiinde jel olustururlar [114].

Dogal ECM proteinleri biyomedikal uygulamalarda kullanilan temel materyaldir. Bununla
birlikte hayvan tiirevli proteinler, olasi immiinojenesite, hayvan kaynakli hastalik bulastirma
riski, diisiik tekrarlanabilir {irin eldesi gibi problemler barindirmaktadir [115]. Bu sebeple
dogal ECM’i taklit eden biyomimetik materyallerin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmustur.
Peptit amfifiller, istenilen aminoasitleri dizilimine imkan tanimasina bagli olarak hedeflenen
biyoaktif gruplarin yapiya kolayca eklenebilmesi, dogal polimerlerin aksine giivenli,
patojensiz ve yiiksek saflikta biiyiik Olcekte ve tekrarli iiretimlerinin miimkiin olmasi

nedeniyle 6n plana ¢ikmistir [10].

2.6.1. Kolajen-Mimetik Peptit Amfifiller

Kolajen, ECM’de bulunan en yaygin yapisal proteindir. Kolajen yaklasik 1000 aminoasit
dizisinden olusan ti¢ adet polipeptit a zincirinin ti¢lii sarmal konfigiirasyonuna sahiptir [116].
Sarmal bolgelerinde tekrar eden Gly-X-Y sekanslar1 bulunur. Genellikle X ve Y
kisimlarinda sirasiyla prolin ve hidroksiprolin bulunmaktadir. Glisin en kiigiik aminoasit
olmasindan dolay1 kolajen tiglii sarmalinin yeterince yakin paketlenebilmesini saglarken
prolin ve hidroksiprolin, halka yapilar1 nedeniyle polipeptit zincirinin sarmal diizenini

saglamlagtirir [100].

Degisik kolajen alt birimlerinin (polipeptid zincirlerinin) birlesmesi ile 25 ¢esit kolajen
ortaya ¢ikmistir. Bunlardan tip 1, 2 ve 3 fibril yapidaki en yaygin kolajenlerdir. Sekil 2.13’te
tip 1 kolajenin prokolajen olarak isimlendirilen en basit iinitesinden kolajen fiber olusumuna

kadar olan siireci gostermektedir [117].

Kolajen proteinin yap1 tasi olan prokolajen ii¢ farkli primer polipeptit zincirinin heliks
konfigiirasyonunda kendiliginden diizenlenmesi ile meydana gelir. Hiicre i¢inde sentezlenen
prokolajen, prokolajen metalloproteinaz gibi enzimler tarafindan hiicre i¢i enzimatik
modifikasyona ugrayarak tropokolajen adi verilen yapiya doner ve ardindan hiicre digina
verilir. Tropokolajen molekiilleri diizenli aralikli diziler halinde bir araya gelerek fibrillleri
olugturur. Fibriller hem dogrusal hem de yatay olarak diizenlenerek daha kalin kolajen

fiberleri olusturur [118].
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Sekil 2.13. Kolajenin yapis1 [117].

Kolajen sadece yapisal agidan degil ayn1 zamanda biyomolekiiler fonksiyonlar1 agisindan da
biliyiik 6neme sahiptir. Kolajen yapisinda bulundurdugu DGEA, GFOGER gibi hiicre
baglama motifleri ile alB1, a2p1, a3B1, al0B1, ve al1B1 gibi integrinlere baglanarak hiicre
yapismasi, embriyojenez, homeostaz ve dokularin yeniden modellemesi ile iyilesme gibi

biyolojik siire¢lerde 6nemli rol oynar [119, 120].

Son zamanlarda “(GPO)n” tekrar eden yapisal birim ile kolajen mimetik peptitleri
sentezlenmistir. Ozellikle Luo ve ark. kendiliginden diizenlenme ve biyoaktif epitoplar ile
nanoyapiyl ve kimyasal islevselligin ayni anda kontrol edildigi daha biyomimetik ve
biyoaktif kolajen mimetik peptit amfifileri sentezlemistir. Sekil 2.14'de gosterildigi gibi,
peptit amfifil tipik olarak dort anahtar yapisal bélgeden olusmaktadir. {lk olarak, hidrofobik
karakter tasiyan palmitoil (C16) grubunun uzun bir alkil kuyrugu, lipofilik segmenti
olusturur. Takip eden bolgede katlanma bolgesini olusturmak i¢in bes ardisik alanin (A) ve
yiiklii bolgeyi olusturmak tizere 4 ardisik lisin (K) aminoasitleri kullanilmistir. Son olarak,
epitop segmenti, kolajen ti¢lii sarmal yapiy1 taklit eden birincil sekansi yani Glisin (G) -
Prolin (P) - Hidroksiprolin (O) (GPO) ve hiicre yapisma ligandi GFOGER ile birlikte

tekrarlanir. GPO'nun tekrarlari, peptit amfifile tig-sarmal dogasini kazandirir [10].
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Sekil 2.14. Kolajen mimetik peptit amfifilin kimyasal yapist [10].

2.6.2. Fibronektin-Mimetik Peptit Amfifiller

Adezyon molekiiller hiicre dis1 matris komponentlerinden biridir. Bag dokularm temel
adezyon molekiilii fibronektindir. Fibronektin her biri 2500 kadar aminoasit iceren iki
polipeptit zincirinden olusan dimerik bir glikoproteindir [100, 116] (Sekil 2.15). Fibronektin
kan plazmasinda ¢6ziinmiis formda ya da ECM de disiilfid baglar1 ile capraz baglanarak

fibril formunda bulunur [121].

Fibronektin; hem kolajene 6zgii hem de GAG'lara 6zgii baglanma bolgeleri ile hiicre dis1
matris bilesenlerini birbirine baglanmasindan ve hiicre yiizey molekiillerine 6zgii baglanma
bolgeleri ile hiicrelerin hiicre dis1 matrise baglanmasindan sorumludurlar. Hiicreler, amino
asit dizisi RGD'ye (arginin-glisin-aspartik asit) baglanan integrinler adi verilen yiizey
reseptOrleri araciligiyla fibronektin ile etkilesime girer. Epitop molekiiler olarak tanman
integrin reseptdrlerine baglanarak, hiicrelerin hiicre dis1 matrise yapismasinda ve izleyen
karmasik sinyal yolaklarinda kritik bir rol oynar [116]. Bu sebeple RGD baglanma dizisi

iceren peptit amfifiller doku miihendisligi ¢alismalarinda en ¢ok kullanilan molekiillerdir.

.' 5—NH,

COOH —e———
L ' Hicre yuzey reseptord

S| Fibrin baglanma bdlgesi
baglanma Heparin RGD
bolgesi baglanma o
bolges: Fibrin Kolai
baglanma oOlajen S———
bolgesi baglanma eparin ve fibrin
CREH e bolgesi baglanma

ST O 3—‘_‘{ bolgesi

B
NH2
Sekil 2.15. Fibronektinin yapis1 [122].
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Tripeptid RGD dizisi biyomateryallerin yiizey 6zelliklerini gelistirmek i¢in en sik kullanilan
molekiiller olsa da dogal olarak meydana gelen bir¢ok hiicre adezyon molekiiliinde as, azp1
ve osP1 gibi integrin alt gruplarina baglanarak olusan hiicre etkilesimini ve yapigmasi daha

uzun olan RGDS dizisini igerir [123, 124].

Jun ve ark. hiicreye duyarli PA nanofiber aglar1 kullanarak doku miithendisligi i¢in yeni bir
strateji gelistirmistir. Gelistirilen peptit amfifil dizisi hiicre yapigsma sekans1 RGDS ek olarak
dogal ECM'nin bozunmasinda gorev alan hiicre aracili enzimlerin tanima bolgesi

GTAGLIGQ sekansini igerir [125] (Sekil 2.16).

GTAGLIGQERGDS HaN__NH
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Sekil 2.16. Fibronektin mimetik peptit amfifilin kimyasal yapis1 [126].

ECM sentez, parcalanma ve yeniden yapilanma siire¢lerini hiicre aracili metalloproteinazlar
ile diizenler. MMP hiicre dis1 matriksi pargalayan, nétral pH’da aktif olan, Zn?* ve Ca?"'a
bagimli bir endopeptidaz ailesidir [127, 128]. Fibroblast, osteoblast, kondrosit, makrofaj,
notrofil ve endotel hiicreleri gibi ¢esitli bag dokusu hiicreleri tarafindan proenzim olarak
salgilanirlar. MMP’ler organogenez, vaskularizasyon, yara iyilesmesi, kemigin yeniden
yapilanmasi, uterus ve meme dokusu fizyolojik fonksiyonlari, oviilasyon ve embriyogenez
gibi fizyolojik siireglerde yer aldig1 gibi, ayn1 zamanda artrit, kanser hiicrelerinin uzak doku
yayilimlari, vaskiilarizasyonu ve hiicre boliinmesi gibi patolojik siireglerde de rol oynarlar
[129]. Substrat 6zgiilliklerine gore; kolajenazlar (MMP1, MMP8, MMP13), jelatinazlar
(MMP2, MMP9), stromelisinler (MMP3, MMP10, MMP11), matrilisinler (MMP7,
MMP26) ve membran tip metalloproteinaz 1-5 (MT-MMP) olmak iizere 5 ana gruba ayrilir
[128, 130]. Aktif formu 72 kDa olan jelatinaz A (MMP 2); jelatini, tip IV-V-VI1I-X kolajeni,

elastin, fibronektin ve laminini parcalayan enzimdir [128].

2.7.  Vaskiilarizasyon
Normal doku fonksiyonlarinin devam i¢in hiicrelerin ihtiya¢ duydugu besinler, gazlar (O2
ve COg2), biyosinyal molekiilleri ve hiicre iiriinleri dokulara giden kan damarlari ile

tasinmaktadir. Damarlanmis doku esleniklerini olusturmak igin insan viicudunda kan
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damarlarinin olusumundan sorumlu metabolik olaylar1 daha iyi anlamak gerekir. Yeni
damar yapilarmin olusturulmast hem saglikli hem de patojenik durumlarda ortaya ¢ikan

dogal bir prosestir [131].

Vaskiilojenez, embriyoda anjiyoblastik onciil hiicreler (angioblastic progenitor cells - APC)
ya da endotel Onciil hiicreler (endothelial progenitor cells-EPC) tarafindan yeni kan
damarlarinin olusturulmasidir. Olusan bu primitif damarlarin biiylimesi, geniglemesi ve
yeniden modellenmesi ile ilgili siire¢ ise anjiyogenezdir [132]. Anjiyogenez erigkinlerde
yara iyilesmesi, endometriyum proliferasyonu, folikiil olgunlagsmasi ve koleteral dolagim
gibi fizyolojik siire¢lerin yani sira tiimor biiyiimesi ve retinal neovaskiilarizasyon gibi

durumlarda fizyolojik dengenin disinda da ortaya cikar.

Anjiyogenez ise var olan damar yatagindan yeni damar agmin olusumu filizlenme
(sprouting) ve intiissiisepsiyon ile gerceklesir. Filizlenme matrisin yeniden yapilandirilmasi
ile birlikte endotel hiicrelerinin dallanmalarina dayanirken; intiissiisepsiyon, zit konumdaki
kilcal damar duvarlarinin birbirlerine dogru uzanip, damar i¢i koprii olusturarak damar
agmin genislemesidir [133, 134]. Damar olusumu ve yeni damar aginin sekillenmesi
vaskiiler endotel biiylime faktorii (VEGF), fibroblast biiylime faktorii (FGF) and transforme
edici bliytime faktorii-f (TGF ) gibi biyosinyal molekiiller, hiicreler arasi adezyon
molekiilleri ve ECM ile iletilen sinyallerce diizenlenen karmasik bir siirectir [132]. Bu

stiregte gorev alan biiyiime faktorlerinin gorevleri Cizelge 2.4 te verilmistir.

Damardaki endotel hiicreler pasif durumda birbirlerine siki hiicre-hiicre baglantilar1 ile
baglanmistir. Endotel hiicrelerinin etrafi perisit hiicreleri ile sarilmistir. Endotel hiicreler ve
perisitler bulunduklar1 durum itibari ile hareketsiz bir membran olusturmaktadir. Hipoksi ve
inflamasyon gibi durumlarda nitrik oksite bagimli olarak kan damarlar1 duvarinda bulunan
diiz kaslar gevser ve damar i¢ ¢apinda artis (vazodilatasyon) gergeklesir. Anjiyogenez
vazodilatasyon ile baslar. Nitrik oksit vazodilatasyonu bagslatmasinin yani swra VEGF gen
ifadesini arttirir [135]. VEGF, platelet endotel hiicre adezyon molekiilii (PECAM-1) ve VE-
kaderinin yeniden dagilimini saglayarak ve hiicre membrani yapisinda bir seri kinaz

molekiiliiniin degisimine sebep olur ve sonugta damar gegirgenligini saglar [136].
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Sekil 2.17. Kan damarlarmin olusum siireci [137].

Endotel hiicreler VEGF, VEGF-C, anjiyopoietin 2 (ANG-2) ve FGF gibi bir sinyal aldiklar1
zaman, MMP diizeyini arttirirlar. Perisitler MMP araciligiyla proteolitik bozunmaya ugrar
ve bulunduklart membran yapisindan ayrilir. Buna bagli olarak olgun damarlar stabilize
durumlarini kaybederken, endotel hiicreler gogalma ve go¢ edebilme yetegine kavusur [133].
VEGF, anjiyopoietin 1 (ANG-1) ve TGF-f ve bunlarm reseptorleri arasinda etkilesimler ile
cogalan endotel hiicreler yeni damar olusumunun gergeklesecegi bolgeye dogru goc eder ve
siralanarak lumen olustururlar [138]. ANG-1, PI3-kinaz/Akt ve Bcl-2 sinyal yollarini aktive
ederken; p53, p21, Bax gibi yolaklar1 baskilayarak endotel hiicrelerin apoptoza girmesini
engeller [135]. Bu durum olugan damarlarin kararl olarak yapilarini koruyabilmesini saglar.
Bazal membran tekrar olusur ve perisitler damar tiipii yapisina katilir [139]. Perivaskiiler

hiicrelerin endotel tiipii cevrelemesi ile damar olusum siireci tamamlanir.
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Cizelge 2.4. Damarlanma i¢in dnemli olan faktorler ve kullanim amaci [131, 132]

Faktorler

Gorevleri

Vaskiiler Endotel Bityiime
Faktorii (VEGF)

Hipoksi Indiikleme Faktorii (o
ve ) (HIF)

Trombosistten kaynakh

biiyiime faktorii (PDGF)

Bazik fibroblast biiyiime
faktorii (bFGF)

Anjiyopoietin 1 (Ang-1)

Anjiyopoietin 2 (Ang-2)

a-Transforme edici biiyiime

faktorii (TGF-a)

B-Transforme edici biiyiime

faktorii (TGF-p)

Epitel biiyiime faktori (EGF)
Matriks Metalloproteinaz
(MMP-1, -2 ve -9)

Interlokiinler (IL-1, -6,-8,-13)

Endotel hiicrelerin ¢ogalmasi, yayilmasi, farklilasmasi

ve canliligini saglar.

VEGF, PDGEF reseptorler (PDGFR), TGF-0, EGF ve

eritropoietinin liretimi i¢in stimiile eder.

Perisitler ve diiz kas hiicrelerinin yeniden aktiflesmesi
ve cogalmasini saglayarak vaskiiler olgunlasma ve

yeniden modellemede rol oynar.

Endotelyal hiicrelerin migrasyonu, proliferasyonu ve
farklilagsmasimi tesvik ederek anjiyogenezin
baslatilmasinda ¢oklu rol oynar. Kilcal biiylimeyi uyarir
ve diiz kas hiicrelerine olan mitojenik etkisi ile biiyiik

damarlarin biiylimesini saglar.
Damarlarda kararli durumun korunmasina yardimcidir.

VEGF varliginda endotelyal hiicreleri proliferasyon
sinyallerine duyarli hale getirir, bazal laminanin
yeniden modellenmesini arttirr  ve  endotelyal

hiicrelerin gog¢iinii uyarir.

VEGF'in yoklugunda, endotel hiicre Oliimiine ve

damar regresyonuna yol agar.

Anjiyogenez ve hiicre ¢ogalmasini indiikler.

Anjiyogenez faktorleri, proteinazlar1 ve bazal membran

olusumunu tesvik eder.
VEGTF iiretimini diizenler.

Bazal laminanin  pargalanmasimi,  ekstraseliilar

matriksin yeniden modellenmesini saglar.

Endotelyal hiicre cogalmasini destekler.
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3.  DENEYSEL CALISMALAR

Sunulan tezin bu bdlimiinde, ¢aligma kapsaminda kullanilan malzemeler ve yapilan
deneyler ayrintili olarak agiklanmistir. Caligmanin ilk kisminda, hiicre kiiltiir calismalarinda
kullanilan HepG2 ve HUVEC hiicre hatlarinin karakteristik 6zellikleri belirlendikten sonra
sferoid iiretimi yapilmustir. Uretilen sferoidlerin optik mikroskop goriintiilerinin Image J
programinda analizi ile kiirelerin boyutlar1 belirlenmistir. Sonrasinda bu sferoidlerin

islevsellikleri immiinofloresan boyama ile gosterilmistir.

Calismanin ikinci kisminda fibronektin-mimetik ve kolajen-mimetik peptit amfifillerin
morfolojik, kimyasal ve konformasyonel 6zellikleri belirlenmistir. Daha sonrasinda jellesme

calismalari yiiriitiilmiis ve elde edilen hidrojellerin reolojik 6zellikleri belirlenmistir.

Calismanin ti¢lincli kisminda ¢ip iistii karaciger sistemi i¢in ¢ip tasarimi yapilmis ve dinamik

hiicre kiiltiir caligmalarinda kullanilan perfiizyon sistemin diizenegi olusturulmustur.

Calismanin son kisminda optimum 6zellige sahip peptit amfifil hidrojellerde sferoidlerin
statik ve perflizyon kiiltiirii yapilmistir. Statik ve dinamik kiiltiir kosullarmin hiicre canliligi,
albumin salimi, iire sentezi ve gen ifadesi iizerine olan etkisi karsilastirmali olarak

sunulmustur.

3.1.  Deneysel Calismalarda Kullanilan Kimyasal ve Biyolojik Malzemeler

Hiicre kiiltiir calismalar: siiresince kullanilan tiim malzemeler ve elde edildikleri firmalar
Cizelge 3.1°de Ozetlenmistir. Kullanilan techizatin marka ve model numaras1 ise metin
icinde belirtilmistir.

Cizelge 3.1. Hiicre kiiltiir calismalarinda kullanilan malzemeler

Malzeme Kod Firma Ulke
DMEM (High Glucose) L0101 Biowest Fransa
RPMI 1640 L0490 Biowest Fransa
Fotal Sigir Serumu (FBS) S181H Biowest Fransa
L-Glutamin G7513 Sigma-Aldrich Almanya
Penisilin — Streptomisin P4333 Sigma-Aldrich Almanya
Dulbecco’nun steril fosfat tampon ¢ozeltisi BE17-516F Lonza Isvigre
(wo Ca/Mg2+)
Tripsin/EDTA T9935 Sigma-Aldrich Almanya
Akutaz ACCIB Capricorn Almanya
Scientific
Heparin H4784 Sigma Almanya
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Hidrokortizon
Askorbik Asit

Endotel biiylime faktorii (EGF)

Insiilin benzeri biiyiime faktorii (IGF)
Fibroblastik biiylime faktorii-bazik (bFGF)
Vaskiiler endotel biiyiime faktorii (VEGF)
Kalsiyum kloriir (CaCly)

Sodyum hidroksit (NaOH)

Hidroklorik Asit

Thizolyl blue tetrazolium bromide - (MTT)

izopropanol

Calcein Am

Etidyum Homodimer-1

Albumin birincil antikor

Cyp rediiktaz birincil antikor

Alexa Fluor 488 konjuge anti Rabbit IgG

ikincil antikor

Alexa Fluor 488 Phalloidin

Alexa Fluor 568 konjuge anti Mouse IgG

ikincil antikor

4,6-Diamidino-2-fenilindol,
dihidrokloriir (DAPI)
Si1gir Serum Albumin

Kegi serumu
Metanol

Paraformaldehit

Gluteraldehit (%25)
Hekzametildisilazan

Etanol

5X HOT FIREPol EvaGreen gPCR mix Plus

(No ROX)

QIlAzol Lysis Reagent

Triton X-100

H0888
A4034
E9644
P05019
9F0291
ah92846
1.02378.0500
1927280
07102
A.2231
P1009
C-3099

46043
Y9A2
4E6.2
A11008

A12379

A11004

D-1306

A2153
G-9023
34885-2.51-R
1.04002
G-6257
8.04324
32221
08-25-00001

79306
T8787

Sigma

Sigma
Sigma-Aldrich
R&D System
Sigma Aldrich
Abcam

Merck

Merck
Sigma-Aldrich
AppliChem
Sigma-Aldrich
Thermo Fisher
Scientific
Sigma-Aldrich
Abcam
Abcam
Thermo Fisher
Scientific
ThermoFisher
Scientific
Thermo Fisher
Scientific

Invitrogen

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Merck

Sigma-Aldrich
Merck

Sigma-Aldrich
Solis BioDyne

Qiagen
Sigma-Aldrich

Almanya
Almanya
Almanya
ABD
Almanya
Ingiltere
Almanya
Almanya
Almanya
Ispanya
Almanya
ABD

Almanya
ABD
ABD
ABD

ABD

ABD

ABD

Almanya
Almanya
Almanya
Almanya
Almanya
Almanya
Almanya

Estonya

Almanya
Almanya
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3.2.  Hiicre Kiiltiirii Cahsmalan

[laglarin toksisite diizeylerini belirlemesi dngdriilen sistemimiz igin karacigerin fonksiyonel
en kiigiik birimi olan sinusoid taklit edilmeye calisilmistir. Bu birimde yer alan hiicreler géz
Oniine almarak; hiicre kiiltiir calismalari, insan karaciger hiicreleri (HepG2) ve insan endotel

hiicreleri (HUVEC) ile gergeklestirilmistir.

3.2.1. Hepatosit Hiicre Kiiltiirii

Karacigerde ila¢ doniisiimiiniin gerceklestiren hepatositler i¢in model hiicre hatti olan insan
kanser karaciger hiicreleri (HepG2) ATCC Hiicre Bankasi’ndan (Amerika) temin edilmistir.
Hiicreler %10 (v/v) fotal sigir serumu (FBS), antibiyotik karigimi (100 birim/mL penisilin-
100uL/mL streptomisin) ve 2 mM L-glutamin igeren Dulbecco Modified Eagle’s Medium
(DMEM)’dan olusan biliylime ortaminda 37°C’deki %5 CO2 iceren etiivde (Heraus
Instruments, Almanya) ¢ogaltilmistir. Her ti¢ giinde bir besin ortamu degistirilmis ve 6-7

giinde bir pasajlama yapilarak kiiltiire devam edilmistir.

3.2.2. Endotel Hiicre Kiiltiirii

Siniisoid duvarlarmi olusturmak i¢in insan umbilikal ven endotel hiicreleri (Human
Umbilical Vein Endothelial Cell, HUVEC) kullanilmistir. Hiicreler, %10 (v/v) FBS,
antibiyotik karisimi (100 birim/mL penisilin-100uL/mL streptomisin) ve 1 mM L-glutamin
iceren Roswell Park Memorial Institute Medium 1640’dan (RPMI 1640) olusan biiylime
ortami i¢inde CO> etiiviinde 37°C’de kiiltiire edilmistir. Ortam, her iki giinde bir taze besi

ortamiyla degistirilmis ve 3-4 gilinde bir pasajlama yapilmstir.

3.3.  Hiicre Karakterizasyonu

3.3.1. Hiicre Sayim

Hiicreye ait spesifik biiylime hiz1 ve ikilenme siiresi gibi karakteristik 6zellikleri 10 giinliik

kiiltiir boyunca hiicre sayim testleri ile belirlenmistir. Bu ¢alisma igin, 6 gozli polistiren

doku kiiltiir kabmin (TCPS) her bir goziine hepatositler icin 2x10* HepG2/cm?, endotel

hiicreler i¢in 1x10* HUVEC/cm? konsantrasyonunda hiicre ekimi yapilmistir. Her giin 3

gbzdeki hiicrelerin lizerindeki kiiltiir ortami uzaklastirilmis ve hiicreler %0.25 Tripsin-

EDTA ¢0zeltisiyle muamele edilerek yiizeyden kaldirilmistir. Hiicreler tamamen kalktiktan

sonra, elde edilen hiicreler Tripan mavisi ile boyanmis ve Neubauer lami kullanilarak canl

hiicreler sayilmistir.

3.3.2. MTT Analizi

Uremesini devam ettiren canli hiicrelerin mitokondriyal aktivitelerinin belirlenmesi igin 3-

[4,5-dimetiltiazol-2-il]-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) analizi gergeklestirilmistir. Bu
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analizde suda ¢Oziiniir tetrazolyum tuzlar1 hiicre icerisinde metabolize edilerek suda
¢oziinmez formazan kristallerine doniigmektedir. Elde edilen formazan kristallerinin
izopropanol iginde ¢oziinmesini takiben spektrofotometrik Slgiimlerle elde edilen renk

yogunlugu ¢ogalan canli hiicre miktar1 ile dogru orantilidir.

MTT calismalari icin, 24 gozlii kiiltiir kaplarmin her bir goziine, 2x10* HepG2/cm? ve 1x10*
HUVEC/cm? konsantrasyonunda hiicre ekimi yapilmustir. On haftalik kiiltiir boyunca her
giin 4 gozdeki hiicrelerin tlizerindeki kiiltiir ortami uzaklastirilmistir. Her bir géze 60 pL
MTT (2.5 mg/mL, PBS igerisinde) ve 600 pL serumsuz taze besin ortami eklenmistir.
Ornekler, 37°C’de 3 saat inkiibe edildikten sonra, iizerlerindeki MTT iceren ortam
uzaklastirilmis ve her géze 400 ulL 0.04 M HCl igeren izopropanol ¢ozeltisi eklenmistir. Elde
edilen ¢ozeltiden 200 pL alarak 96-gozlii TCPS’e aktarilmis ve spektrofotometrede (Asys
UVM 340, Avusturalya) 690 nm referans olmak {izere 570 nm’de absorbans Ol¢timii

yapilmistir.

3.3.3. Kiristal Viyole ile Boyama

Hiicrelerin ¢ekirdek ve sitoplazmasina dair bilgiler elde etmek amaciyla kiiltiiriin 1., 3. ve 5.
giinlerinde, hiicreler kristal viyole ile boyanmistir. Hiicrelerin {lizerindeki besin ortami
uzaklastirilmig ve PBS ile iki kez yikama islemi gergeklestirilmistir. Hiicreler, 1:1 (v/v)
oranindaki aseton-metanol ¢ozeltisi ile 4°C’de 20 dk muamele edilerek fiksasyon islemi
gerceklestirilmistir. Fiksasyon isleminden sonra gozlere hiicre yiizeylerini kapatacak kadar
kristal viyole boyasi (%20’lik metanol ¢ozeltisi kullanilarak %0.5°lik, w/v kristal viyole
¢ozeltisi) eklendikten sonra 30 dk inkiibe edilerek boyanmasi saglanmistir. Boyanan
yiizeyler, akan suyun altinda boya kalintilar1 tamamen uzaklagincaya kadar yikanmis ve

hiicreler optik mikroskop (Olympus, ABD) altinda incelenmistir.

3.3.4. Floresan Boyama

Hiicre kiiltiir kab1 yiizeyine ekilen hiicrelerin hiicre iskeleti organizasyonu kiiltiiriin 2., 4. ve
6. giinlerinde yapilan ikili floresan boyama ile goriintiilenmistir. Hiicreler 3 kez PBS ile
yikandiktan sonra PBS (pH 7.4) icerisinde hazirlanmis %4 (v/v) paraformaldehit ¢ozeltisi
ile 20 dk muamele edilerek fikse edilmistir. Fiksasyon igsleminden sonra, %0.1 (v/v) Triton
X-100 (PBS igerisinde) ile 10 dk boyunca muamele edilerek hiicre membran gecirgenligi
arttirilmistir. Hiicrelerin filament6z aktinleri (F-aktin), %1 (w/v) sigir serum albiimin (BSA)
iceren PBS (PBS/A) ¢ozeltisinde 1:100 seyreltmede hazirlanan anti F-aktin ile konjuge
Alexa Fluor 488 phalloidin sekonder antikoru ile; hiicre ¢ekirdegi ise 1:1000 seyreltmede
hazirlanan 4,6-diamidino-2-fenilindol dihidrokloriir (DAPI) ile 30 dk boyunca oda
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sicakliginda ve karanlikta muamele edilerek boyanmustir. Inkiibasyon sonrasi drnekler

PBS/A ile 3 kere yikanarak floresan mikroskop ile goriintiilenmistir.

3.4. Sferoidlerin Olusturulmasi

500-2000 hiicre igeren sferoidler asili damlacik yontemi kullanilarak olusturulmustur.
Istenilen sayida hiicre iceren 30 uL hiicre siispansiyonu 10 cm ¢apma sahip TCPS kabmin
kapagina damlatilmig ve i¢ine DPBS eklenen TCPS kabmin iizerine kapatilarak CO>
etiivinde 37°C’de inkiibe edilmistir. DPBS, buharlagsma ile besin ortaminin kaybmin ve
hiicrelerin kurumasmin engellenmesi igin eklenmistir. Yer¢ekiminin etkisi ile damlanin
ucunda toplanan hiicreler birbirleri ile baglant1 kurmus ve kiiresel form almistir (Sekil 3.1).
Bes giin boyunca her giin bir Petri kabinin kapagindaki kiireler besin ortamu ile yiizeyden

toplanarak sferoid olusumu takip edilmistir.

® HepG2
HUVEC
| I @ e @ Il
= D O G S b S— =
HepG2 ve HUVEC hucreleri 30 uL hicre suspansiyonu Petri kapagi kapatilarak damlaciklarin 3-5 guinde heterospheroid
1:1 ve 2:1 oraninda kanistirilir petri kapagina damlatilir yuzeyde asil kaimasi saglanir. olusumu gerceklesir.

Sekil 3.1. Asili damlacik yontemi ile sferoid tiretimi.

3.5.  Sferoidlerin Karakterizasyonu

3.5.1. Sferoid Boyut Analizi

Bes giinliik inkiibasyon sonunda sferoidler yiizeyden toplanmis ve optik mikroskop
gortintiileri almmustir. Sferoidlerin optik mikroskop goriintiilerinden Imagel] yazilimi
(Ulusal Saglik Enstitiisii, MD, ABD) kullanilarak yapilan analiz sonucu sferoid boyutlari

belirlenmistir.

3.5.2. Sferoid Canhhginin Belirlenmesi

Steroidlerde hiicrelerin canliliklari, Live&Dead (canli-6lii) analiz kiti (Life Technologies,
ABD) ile belirlenmistir. Kitin, Calcein-AM ve etidyum homodimer-1 (Ethd-1) olmak tizere
iki bileseni vardir. Normalde floresan 06zelligi olmayan Calcein-AM canli hiicre
membranindan gecerek hiicre sitoplazmasinda hiicrei¢i aktivite (esteraz aktivitesi) ile
enzimatik hidrolize ugrar ve floresan Ozellik kazanir. Floresans mikroskop altinda
bakildiginda canli hiicre yesil renkte goziikiir. Normal sartlarda canli hiicrenin

membranindan gegemeyen etidyum homodimer hiicre membran biitiinliigli bozuldugunda
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(yani hiicre 6ldiigiinde) hiicre i¢ine girer ve niikleik asitlere baglanir. Canliligini yitirmis
hiicreler etidyum homodimer ile boyandiginda floresans mikroskop altinda kirmizi renk

verirler.

Analiz, yiizeyden toplanan sferoidler iizerinde gergeklestirilmistir. Ca?* ve Mg?" iceren
DPBS (DPBS+) ile yikanan 6rnekler, 2 uM Calcein AM ve 4 uM EthD-1 iceren DPBS+ ile
30 dk boyunca karanlikta inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras1t DPBS+ ile 2 kez yikanan

ornekler tizerinden floresan mikroskop ile hiicre canlilig1 goriintiilenmistir.

3.5.3. Sferoidlerin Morfolojik Analizi

Hiicrelerin organizasyonu ve formu, Taramali Elektron mikroskobu (SEM, Zeiss Evo 50,
Almanya) ile goriintiilenmistir. SEM analizi i¢in sferoidler santrifiij tiipiinde toplandiktan
sonra santrifligasyon ile lizerinden kiiltiir ortami1 uzaklastirilip 2 kez PBS ile yikanmistir.
Fiksasyon islemi i¢in 30 dk boyunca %2.5 (v/v) glutaraldehit ¢ozeltisi i¢erisinde bekletilmis
ve analize kadar PBS igerisinde 4°C’de saklanmistir. Analize gitmeden 6nce, 6rnekler %30,
%50, %70, %90 ve %100 (v/v) etanol serisi igerisinde 2’ser dk bekletilerek dehidrasyon
islemi gerceklestirildikten sonra hekzametildisilazan (HMDS) igerisinde 5’er dk muamele
edilerek kurumaya birakilmistir. Ornekler altin-paladyum ile kaplanarak SEM goriintiileri

almmustir.

3.5.4. Sferoidlerin Immiinofloresan Goriintiilenmesi
3.5.4.1. Albumin/Cyp Rediiktaz/DAPI Boyama

Bes giinliik inkiibasyon sonunda yiizeyden toplanan sferoidlerdeki hiicrelerin islevselligi
floresan boyama ile gosterilmistir. Karacigerin fonksiyonlarini devam ettirdigini gosteren
islevsel sitokrom p450 rediiktaz enzimi ve albumin proteinleri boyanmistir. Bu boyama igin,
yiizeyden toplanan sferoidler 3 kere DPBS ile yikanmistir. Oda sicakliginda %4 (v/v)
paraformaldehit ile 20 dk boyunca fikse edilen 6rnekler 2 kez PBS ile yikanmugtir. %0.1
Triton X-100 igeren DPBS ile 30 dk inkiibe edilerek membran gecirgenligi artirtlmustir.
Inkiibasyon sonunda 6rnekler 2 kez %0.1 (w/v) BSA igeren PBS (PBS/A) ile yikanarak fazla
Triton X-100 uzaklastirilmis ve %10 (w/v) PBS/A ile +4 °C sicaklikta 30 dk bloklama
yapilmistir. %10 (w/v) PBS/A ¢ozeltisinde 1:100 seyreltmede hazirlanan anti sitokrom p450
rediiktaz antikoru ve 1:500 seyreltmede anti insan serum albumin antikoru ile 16 saat (bir
gece) boyunca +4 °C’de inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonras1 drnekler %0.1 (w/v) PBS/A
ile yikanmigtir. Hiicrelerin albumin ve sitokrom P450 rediiktaz proteinleri %1 (w/v) PBS/A
cozeltisinde anti albumin ile konjuge 1:400 seyreltmede hazirlanan goat F(ab)2 poliklonal
ikincil antikoru, sitokrom P450 rediiktaz ile konjuge 1:200 diliisyonda hazirlanan keci anti
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tavsan IgG(H+L) (FITC) ikincil antikoru ve hiicre g¢ekirdegi igin 1:1000 seyreltmede
hazirlanan DAPI ile 1 saat boyunca oda sicakliginda ve karanlikta muamele edilerek
boyanmuistir. Inkiibasyon sonrasi érnekler %0.1 (w/v) PBS/A ile yikanmstir ve drnekler

floresan mikroskop ile goriintiilenmistir.
3.5.4.2. von Willebrand Faktor/DAPI Boyama

Sferoidlerdeki damarlanmayi1 gostermek icin von Willebrand Faktér (vVWF) boyama
yapilmistir. Bu boyama i¢in, sferoidler ylizeyden toplanmis ve 2 kere PBS ile yikanmustir.
Oda sicakliginda %4 (v/v) paraformaldehit ile 20 dk boyunca fikse edilen 6rnekler 2 kez
PBS ile yikanmistir. %0.1 Triton X-100 iceren DPBS ile 30 dk inkiibe edilerek membran
gecirgenligi arttirilmustir. inkiibasyon sonunda drnekler 2 kez %1 (w/v) PBS/A ile yikanarak
fazla Triton X-100 uzaklastirilmis ve %5 (v/v) kegi serumu ve %1 (w/v) PBS/A ile oda
sicakhiginda 30 dk bloklama yapilmustir. Yiizde 5 (v/v) ke¢i serumu ve %1 (w/v) PBS/A
kullanarak 1:400 seyreltmede hazirlanan anti vVWF antikoru ile 16 saat (bir gece) boyunca
+4°C inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras1 6rnekler %1 (v/v) PBS/A ile yikanmustir. Yiizde
5 (v/v) kegi serumu ve %1 (w/v) PBS/A kullanarak vWF ile konjuge 1:500 seyreltmede
hazirlanan kegi anti tavsan IgG(H+L) (FITC) ikincil antikoru ve hiicre ¢ekirdegi i¢in 1:1000
seyreltmede hazirlanan DAPI ile 1 saat boyunca oda sicakliginda ve karanlikta muamele
edilerek boyanmustir. Inkiibasyon sonrasi drnekler %1 (w/v) PBS/A ile yikanmis ve drnekler

floresan mikroskop ile goriintiilenmistir.

3.6.  Peptit Amfifillerin Sentezi ve Karakterizasyonu

Bu calismada iki farkl tiir peptit amfifil dizisi kullanilmistir. Kullanilacak peptit amfifiller
hiicrelerin ihtiya¢ duydugu ECM yapisinda bulunan bilesenleri taklit edecek sekilde kolajen-
mimetik ve fibronektin-mimetik olarak tasarlanmistir. Peptit amfifiller standart Fmoc
kimyas1 kullanilarak kati-faz peptit sentezi yontemiyle ile Genecust (Liiksemburg) firmasi
tarafindan tiretilmistir. Sentezin basarisi kiitle spektroskopisi ile belirlenmistir. Calisma igin
sentezlenen peptit amfifiller yeterli biyouyumluluga sahip olmasi icin HPLC ydntemiyle

saflagtiriimistir.

Tez kapsaminda kullanilan kolajen-mimetik peptit amfifil (PA-GFOGER), fibronektin-
mimetik peptit amfifil (PA-RGDS) ve bu iki yapmmn karistirilmasiyla elde edilen peptit
amfifillerin (PA-GFOGER+RGDS (1:4)) karakterizasyonuna yonelik calismalar bu
boliimde sunulmustur. Peptit amfifil karisimi hazirlanirken ilk olarak PA-GFOGER ve PA-
RGDS ¢ozeltileri ayr1 ayr1 hazirlanmistir ve sonrasinda hacimsel oran 1:4 olacak sekilde
karigtirma gerceklestirilmistir.
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3.7.  Peptit Amfifil Hidrojelinin Hazirlanmasi

PA-GFOGER hidrojel elde etmek igin literatiirde yer alan prosediire gére 5 mM kolajen ultra
saf suda ¢ozdirilmistiir [114]. Jellestirme ¢alismalarina gegilmeden dnce ¢ozelti +4 °C’de
2 giin bekletilmistir. Ardindan peptit amfifilden 4 kat derisik sodyum fosfat ile (20 mM
NasPO4) 1:1 oraninda karigtirilmigtir. Cozelti tuz ile indiiklenerek kendiliginden
diizenlenmesi saglanmistir. Fakat kararli jel yapisina ulasilmadigi i¢in genipin (1, 2 ve 4
mM), riboflavin A (1%, 0.1% ve 0.01% w/v), B gliserol fosfat (10, 20 ve 40 mM) ve bunlarin

ikili karigimlart kullanilarak jellesme ¢caligmalar1 yiirtitiilmiistiir.

PA-RGDS, agirlik¢a %0.5, %1 ve %2 (w/v) olacak sekilde deiyonize su icerisine eklenmis
ve 0.1 M NaOH ile ¢6zelti pH’s1 7 ye ayarlanarak PA’larin suda ¢oziilmesi saglanmigtir. PA
jellesmesi, bulunduklar1 ortamin ¢6zelti pH’smnin asidik hale getirilerek veya ortama art1
yikli inorganik tuzlar eklenerek gerceklesir. Hiicreler pH’ya karst ¢ok duyarh
olduklarindan, in vitro hiicre kiiltiirti ¢alismalarinda kiiltiir ortamimin pH’smni1 degistirmek
miimkiin degildir. Bu nedenle, PA’lar hiicreler iizerinde olumsuz bir etki gostermedigi
bilinen CaCl; ¢ozeltisi ile jellestirilmistir. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan PA ¢ozeltisi
48 g6zl plakalar i¢ine mikropipet yardimiyla konulmus, bu PA ¢ozeltisine 0.1 M CaCl,

eklenerek en kararl jel yapis1 belirlenmistir.

Sonrasinda ECM benzeri hidrojelin olusturulmasi i¢in %2°lik (w/v) PA-GFOGER ile %2’1lik
(w/v) PA-RGDS peptit amfifil ¢dzeltileri 1:4 oraninda karistirilmis ve 0.1 M CaCl, peptit
cozeltisine 1:1 oraninda eklenerek PA-GFOGER+RGDS hidrojeli elde edilmistir.

3.8.  Peptit Amfifil Hidrojellerin Karakterizasyonu

3.8.1. Zayiflatilmis Toplam Yansima Fourier Transform Kizilotesi Spektroskopisi
(ATR-FTIR) Analizi

Peptit amfifillere ait kimyasal yap1t ATR-FTIR (Thermo Scientific Nicolet iS10, ABD) analizi ile
incelenmistir. Ornekler Boliim 3.8’de anlatildigi gibi hazirlandiktan sonra -20 °C’de
dondurulmus ve sonrasinda dondurarak kurutma yontemiyle (Christ, Almanya) -80 °C’de

liyofilize edilmistir. Analiz 400-4000 cm™? dalga boyu arah@inda gerceklestirilmistir.

3.8.2. Geg¢irimli Elektron Mikroskobu (TEM) Analizi

Peptit amfifillerin kendiliginden diizenlenme siireci sonunda fiber yapisi gegirimli elektron
mikroskobu (TEM, FEI Tecnai Spirit G2 Biotwin, Hollanda) ile goriintiilenmistir. 2 mM
PA-RGDS, PA-GFOGER ve bunlarm karisimimdan olusan peptit distile suda ¢oziilmiistiir.
Elde edilen ¢ozeltiler pH 7’ye ayarlandiktan sonra bakir metal {izerine eklenmistir. PA-

RGDS ve PA-GFOGER+RGDS (1:4) iizerine 10 pL 100 mM CaCl; ¢ozeltisi damlatilmis
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ve kendiliginden diizenlenme saglanmistir. Fazla su kagit mendil araciligiyla uzaklagtirilmig
ve Ornekler uranil asetat ¢ozeltisi (%2’lik (w/v), distile su i¢inde) ile 5 dk boyanmustir.
Ornekler DPBS (pH 7.4) ile yikanmis ve fazla s1v1 kagit mendil ile uzaklastirildiktan sonra
havada kurumaya birakilmistir. Kuru 6rnek 80 kV’da TEM ile analiz edilmistir.

3.8.3. Dairesel Dikroizm (CD) Analizi

Peptit amfifillerin dairesel dikroizm (CD) analizi ile konformasyonel yapilar1 incelenmistir.
Peptit amfifillerin CD spektrasi JASCO J-815 (JASCO Analytical Instruments, ABD)
spektropolarimetresi ile belirlenmistir. PA-RGDS ve PA-GFOGER o6rneklerine ait ¢ozeltiler
0.1 mM derisime sahip olacak sekilde hazirlanmis ve 100 mM NaOH kullanilarak pH 7’ye
ayarlanmigtir. Daha sonra, PA-RGDS igeren Orneklerden (PA-RGDS ve PA-
GFOGER+RGDS (1:4)) 950 uL. Eppendorf tiiplere aktarilmis ve tizerlerine 50 pL. 100 mM
CaCly ¢ozeltisi eklenmistir. Analiz, 190 — 300 nm dalga boyu araligindaki uzak UV

bolgesinde, 1 mm 151k yoluna sahip kuartz kiivetler igerisinde gerceklestirilmistir.

3.8.4. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi

PA-RGDS ve PA-GFOGER+RGDS (1:4) hidrojellerinin morfolojisi Taramali Elektron
mikroskobu (SEM, Zeiss Evo 50, Almanya) ile goriintiilenmistir. PA-GFOGER ile kararli
bir jel yapisi elde edilemedigi icin SEM analizi gerceklestirilememistir. PA-RGDS ve PA-
GFOGER+RGDS (1:4) hidrojeller %2 (w/v) derisime sahip olacak sekilde hazirlandiktan
sonra fiksasyon islemi i¢in 30 dk boyunca %?2.5’Iuk (v/v) glutaraldehit ¢ozeltisi igerisinde
bekletilmistir. Yikama sonrasinda 6rnekler analize kadar DPBS (pH 7.4) igerisinde 4 °C’de
saklanmistir. Analiz 6ncesi ornekler %30, %50, %70, %90 ve %100 (v/v) derisime sahip
etanol serisi igerisinde 2’ser dk bekletilerek dehidrasyon islemi gergeklestirilmistir. Ornekler
kritik nokta kurutucusu (Emitech K850, Ingiltere) ile kurutulduktan sonra altm-paladyum ile

kaplanarak SEM gorintiileri alimmustir.

3.8.5. Reolojik Analiz

Hidrojellerin viskoelastik 6zellikleri reometre (Ares Instruments, ABD) ile belirlenmistir.
Analiz icin PA-GFOGER ve PA-RGDS cozeltileri %1’lik (w/v) ve 9%2’lik (w/v) derisime
sahip olacak sekilde hazirlanmistir. Ayrica %1°lik (w/v) ¢ozeltiler ve %2’lik (w/v) ¢cozeltiler
kendi aralarinda PA-GFOGER/ PA-RGDS hacimsel orani 1:4 olacak sekilde karistirilarak 2
farkli peptit amfifil karigimi elde edilmistir. Cozeltiler 100 mM CaCl, ile gapraz
baglandiktan sonra 8 mm ¢apindaki paralel plaka ile reolojik dlgiimler gerceklestirilmistir.
Analizi yapilan 6rneklerin depo modiil (G’) ve kayip modiil (G’*) degerleri 25°C sicaklikta,

0-10 rad/s degisen frekansta yapilan dinamik dl¢iimler sonucu belirlenmistir.
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3.9.  Sferoidler ile Hiicre Kiiltiir Calismalar

3.9.1. Besin Ortaminin Belirlenmesi

Karaciger organoidlerinin gelistirilmesi i¢in kullanilacak en uygun 6zelliklere sahip ortamin
belirlenmesi igin 1:1 oraninda karistirilan HepG2 ve HUVEC hiicreleri, ekim yogunlugu
20000 hiicre/goz olacak sekilde 48 gozlii plakalara ekilmistir. Hiicreler 5 giin boyunca 3
farkli ortam i¢inde kiiltiire edilmistir ve besin ortaminin hiicre canlili§ina etkisi MTT analizi

ile belirlenmistir. Kullanilan besin ortamlarina ait igerikler asagida sunulmustur:

e %10 (v/v) FBS, antibiyotik karigtmi (100 birim/mL penisilin-100 pL/mL
streptomisin) ve 4 mM L-glutamin igeren DMEM

e %10 (v/v) FBS, antibiyotik karigimi (100 birim/mL penisilin-100 plL/mL
streptomisin) ve 1 mM L-glutamin igeren RPMI 1640

e Bu iki ortamin 1:1 karisimindan olusan besin ortami1 (DMEM+RPMI)

Calismada ulasilmak istenen hedeflerden biri de vaskiilarizasyonun saglanmasidir.
Vaskiilarizasyonu indiikleyen bilesenleri igeren ticari {iriinler bulunmaktadir. Bu iiriinlerin
icerigindeki bliylime faktorleri DMEM besin ortamui i¢ine eklenerek Kkiiltiir ¢alismalari
yiiritiilmistiir. Besin ortaminin vaskiilarizasyon {izerine etkisi Matrigel® tizerinde tiibiiler
yap1 olusum analizi ile incelenmistir. Bu ¢alisma i¢in Matrigel® ile yiizeyi kaplanan 96
gozlii TCPS kaplara HUVEC hiicreleri (10* hiicre/gdz) ekilmistir. Hiicreler 24 saat boyunca
3 farkl ortam i¢inde kiiltiire edilmis ve tiibiiler yap1 olusumu 24. saatte optik mikroskop ile

goriintiilenmistir. S6zii edilen ortam bilesenleri asagida sunulmustur:

e %10 (v/iv) FBS, antibiyotik karigimi (100 birim/mL penisilin-100 plL/mL
streptomisin) ve 4 mM L-glutamin igceren DMEM (hiicre biiyiime ortami)

e Vaskiilarizasyonu saglamak i¢in Promocell (ABD) firmasi tarafindan gelistirilen
ticari besin ortamlarindan Endotelyal Hiicre Ureme Ortanu 2’nin (Endothelial Cell
Growth Medium 2) igerigine uygun sekilde hazirlanan vaskiilarizasyon ortamu:
Vaskiiler Endotel Biiylime Faktorii (VEGF, 5 ng/mL), Epidermal Biiyiime Faktorii
(EGF, 5 ng/mL), Bazik Fibroblast Biiyiime Faktérii (bFGF, 5 ng/mL), Insulin
Biiyiime Faktorii (IGF-1, 15 ng/mL), heparin siilfat (0.75 birim/mL), hidrokortizon
(1 pg/mL), askorbik asit (50 pg/mL), L-glutamin (4 mM), %2 (v/v) FBS ve
antibiyotik karigimi (100 birim/mL penisilin-100 pL/mL streptomisin) iceren
DMEM

e %10 (v/v) FBS igeren vaskiilarizasyon ortami (yukarida belirtilen)
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3.9.2. Sferoidlerin Durgun Kiiltiirii

Sferoidlerin durgun kosullarda kiiltiirii, biyolojik olarak uyumlu ve inert olan agaroz kaph
24 gozli plakalarda gergeklestirilmistir. Agarozun biyoinert yapist hiicrelerin yiizeye
tutunmasin1 engelleyerek kiiltiir boyunca kiiresel yapinin korunmasmi saglamaktadir.
Agaroz otoklav ile sterilize edildikten sonra, 50 ulL/géz olacak sekilde 24 gozlii TCPS
gozlerine kaplanmigtir ve sogutulmaya birakilmistir. Agaroz, sicaklik duyarli bir polimer
olup oda sicakliginda ¢apraz baglanmaktadir. Sferoidler, her bir sferoid iginde 1500 hiicre
olacak sekilde, HepG2 ve HUVEC hiicrelerinin 2:1 oraninda karistirilmasiyla asili damlacik
yontemi ile olusturulmustur. Agaroz kapl gézlere 100 sferoid/goz olacak sekilde hiicre
ekimi gerceklestirilmis ve durgun olarak kiiltiire edilmistir. Her ti¢ giinde bir ortam degisimi

yapilmistir.

Peptit amfifillerin sferoid gelisimine etkisini incelemek icin sferoidler peptit amfifil
hidrojellere enkapsiile edilerek durgun kiiltiir calismalar yiiriitiilmiistiir. Bu amaca yonelik
olarak PA-RGDS ve PA-GFOGER peptit amfifil ¢ozeltileri %2 (w/v) konsantrasyona sahip
olacak sekilde distile suda ¢oziilmiistiir. Cozeltilerin pH degeri 0.1 M NaOH ve 0.1 M HCl
ile 7.4°e ayarlanmustir. Sterilizasyon 30 dk UV 151k altinda gerceklestirilmistir ve sonrasinda
peptit amfifil ¢ozeltileri 1:4 oraninda (PA-GFOGER: PA-RGDS) karistirilmistir. Bes gilinliik
kiiltlir sonunda ylizeyden toplanan sferoidler steril peptit amfifil karisim ile karigtirilmastir.
Hiicreli peptit amfifillerden 100 pL alinarak, karisim 100 sferoid/6rnek olacak sekilde 24
gozlii kiiltiir kabinin gézlerine dagitilmistir. Sonrasinda gozlere 100 uL 100 mM CaCl»
cozeltisi eklenerek capraz baglanma saglanmistir. Her ii¢ giinde bir ortam degisimi yapilarak

kiltiire devam edilmistir.

3.9.3. Sferoidlerin Dinamik Kiiltiirii

3.9.3.1. Cip-iistii-Karaciger Sisteminin Gelistirilmesi

Perfiizyon sistemi; akis hizin1 ve yoniinii etkin bir sekilde kontrol etme imkani taniyan
siringa pompasi, hiicrelerin kiiltiire edilecegi c¢ip, ¢ipin icinden gegen kiiltiir ortaminin
toplanacagi rezervuar ve bu temel elemanlarm baglantisini saglayan baglant1 elemanlarindan
(silikon tiipler, iki ve ii¢ yollu vana, ignesiz vana) olugmaktadir. Karaciger ¢ipi kurulumu
icin kullanilan tim malzemelerin kullanim amaclar1 ve temin edildikleri firmalar Cizelge

3.2’de detayl olarak tanitilmastur.
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Cizelge 3.2. Perfiize karaciger ¢ipi sistemine ait malzeme ve ekipmanlar

Ekipman/Malzeme/Firma

Kullanim Amaci

Siringa pompast

New Era (ABD)

Doku Cipi

Nehir Biyoteknoloji
(Turkiye)

Plantinyumlu silikon tiip
(0.76 mm ve 1.6 mm)

Cole Parmer (ABD)

Disi ve erkek luer kilitler

Value Plastics (ABD)

Luer kilit uglu siringa

Fisher Scientific (ABD)

Ignesiz vana (Smartsite)

Smiths Medical (ABD)

Tek-yonli vana

Fisher Scientific (ABD)

Ug-yonlii vana

Fisher Scientific (ABD)

Hidrofobik filtre

MilliPore (ABD)

Baglanti Elemanlari

Nehir
(Tiirkiye)

Biyoteknoloji

Ortam akis hizinin ve yOniiniin kontroliinii saglayarak sisteme
besin ortamimin dagitilmasini saglayan ana pargadir. Sekiz

enjektor ile ¢aligmaya izin vermektedir.

Sferoidlerin i¢in tretilen bu tek kullanimlik ¢ip steril olmasi,
kontaminasyonu onlemesi, sizintilar1 engellemesi, seffaf yapisi,
manipiilasyon ve sisteme yerlestirme kolayligi ile galisma boyunca

doku iskelelerine steril ve giivenli bir kiiltiir ortamu saglar.

Silikon tiipler, sistem pargalar1 arasindaki baglantiyr
saglamaktadir. Uzunluklari, perfiizyon ¢emberi ve diger sistem
bilesenleri arasindaki uzakliklara ve CO2 inkiibatorii ile laminer

akisl kabin arasindaki mesafe dikkate alinarak diizenlenmistir.

Platinli silikon tiiplerin sistemin diger bilesenleri ile olan
baglantisini saglar. Disi ve erkek luer Kkilitler birbirlerine

baglanirlar ve sisteme sizdirmazlik kazandirirlar.

Siringa pompasina yerlestirilen enjektor ile sisteme taze besin
ortami saglanir. Cip sonrasinda sisteme ters olarak baglanan
enjektor ile ¢ipin i¢inden gecen kiiltiir ortami igin rezervuar gorevi
goriir. Kilitli 6zel ucu araciligiyla sistemdeki baglantilara

sizdirmazlik kazandirir ve sterilitenin bozulmasini engeller.

Ortam degisiminde ve baglantilarin manipiilasyonu sirasinda

sistemin steril kalmasim saglar.

Tek yonlii vanalar, pompa kapali iken kiiltiir ortaminin kontrolsiiz

bir sekilde akmasini engeller.

Ucg yonlii vana rezervuarda toplanan besin ortamindan belirlenen

glinlerde 6rnek alinmasina izin verir.

Ortam  rezervuarinda  gaz  aligverisinin  steril  olarak

gerceklesmesini saglar.

Platinli silikon tiiplerin ¢ip ile olan baglantisini saglar
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Perfiizyon biyoreaktor diizeneginin en Onemli bileseni sferoidlerin kiiltiiriiniin
gerceklestirilecegi doku ¢ipidir. Lee ve ark. (2007) karacigerin fonksiyonel en kiigiik birimi
olan siniisoid yapisini taklit etmek i¢in en uygun modelin endotelyal benzeri bariyere sahip
siniisoidal konfiglirasyon oldugunu belirttigi i¢in ¢caligmamizda siniisoidal konfigiirasyona
sahip ¢ip tasarimi yapilmustir (Sekil 3.2). Mikroakigkan ¢ip, fotolitografi yontemi
kullanilarak Nehir Biyoteknoloji (Tiirkiye) firmasi tarafindan tiretilmistir.

PDMS ¢ipler, 9,000 x 10,300 x 500 um boyutlarda doku odas1 ve doku odasina acilan besin
ortami ve hiicresel bilesenler i¢in giris ve ¢ikis portlarina sahiptir. Cipin doku odasinda
hiicrelerin yerlesecegi kistm 500 pm genisligindedir. Doku odasi igindeki kanallar 300 pm
genislige sahip olup siniisoidal konfigiirasyondadir. Akigkan kanal ile hiicrelerin yerlesecegi

bolgeler arasinda besin ve oksijen gegisleri i¢cin 150 pm aralikli duvar bulunmaktadir.

[=========

L

e e

Sekil 3.2. Karaciger ¢ipinin konfigiirasyonu ve boyutlar1.
3.9.3.2. Cip-iistii-Karaciger Sisteminde Sferoidlerin Dinamik Kiiltiirii

Karaciger ¢ipi ¢alismalarinda kullanilmak iizere tasarlanan ve kurulumu gerceklestirilen
perflizyon biyoreaktor sistemine ait sema Sekil 3.3°te verilmistir. Sistemde kullanilan ¢ipler
ve silikon tiipler otoklav ile 121°C’de 30 dk boyunca sterilize edilmistir. Diger elemanlar tek

kullanimlik olup steril olarak satin almmuigtir.
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Cip i¢inde kan akismin taklit edilmesi ve difiizyon kisitlamalarinin asilmasi i¢in, akis hizini
ve yoniinii etkin bir sekilde kontrol etme imkani taniyan siringa pompasi ve pompaya
yerlestirilen luer uglu sirmga ile kiiltiir ortamui perfiizyon hattma 5 pL/dk akis hizinda
kontrollii bir sekilde dagitilmistir. Asili damlacik yontemi ile 5 giinde olusturulan sferoidler
(100 sferoid/¢ip) pipet yardimi ¢ip icine yerlestirilmis ve baglant1 elemanlar ile sisteme
entegre edilmistir. Pompaya takili olan siringadaki kiiltiir ortamu sisteme verildiginde ortam
doku ¢ipinden gegerek rezervuarda (ters ¢evrilmis luer uglu siringa) toplanmistir. Doku ¢ipi
ve ortam rezervuarinin inkiibatore yerlestirilmesi ile kontrollii ¢evre sartlarinda (37°C %S5
COy) in vitro kiiltiir ¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Kiiltiirin belirli giinlerinde ti¢ yonlii

vana vasitasi ile alt akimdan 6rnek alinmis ve albumin ve lire miktar1 analiz edilmistir.

Doku Cipi

13

v ; -
12

- lLi : 11

J 4 0 |

>

5 T 1. Siringa pompasi

A . e 2. Kilit uglu enjektor
3. ve 8. Ignesiz vana
4. Tek yonll vana

5. 7. ve 10. Silikon tip

6. Doku cipi
9. Ug yonlii vana
11. Rezervuar

12. Keskin uglu igne
13. Hidrofobik filtre

-
-~

Sekil 3.3. Dinamik hiicre kiiltiirii caligmalarinda kullanilan karaciger ¢ipi sistemine ait sema.

3.10. Sferoidlerin Analizi

3.10.1. Hiicre Proliferasyonunun Belirlenmesi

Kiiltirdeki sferoidlerin degisen giinlere bagli ¢ogalmalart MTT analizi ile Boliim 3.3.2°de
aciklandig1 gibi analiz edilmistir.

3.10.2. Albumin Saliminin Incelenmesi
Sferoidlerden besin ortamina salman albumin miktar1 6zgiil antijen-antikor arasindaki

reaksiyona dayanan enzime bagli immiinosorban analizi (ELISA) ile belirlenmistir.
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Kiiltiiriin belirlenen gilinlerinde besin ortamindan alman 6rnekler Ependorf tiip i¢cinde -80
°C’de analiz giiniine kadar muhafaza edilmistir. Albumin miktar1 Albumin Human ELISA
kiti (Abcam, ABD) ile 6l¢iilmiis ve analizler kitin i¢cerigine uygun olarak gerceklestirilmistir.
Optik yogunluk kolorimetrik spektrofotometre (ASYS, Hitech UVM 340 plate reader,
Avusturya) ile 450 nm dalga boyunda 6l¢tilmiistiir. Albumin miktar1 kalibrasyon grafigi (Ek-

1) kullanilarak belirlenmistir.

3.10.3. Gen ifadesinin Belirlenmesi

Gelistirilen sferoidlerin islevselligini gen ifadesi diizeyinde incelemek i¢in gergek zamanl
polimeraz zincir aktivitesi (RT-PCR) analizi gerceklestirilmistir. Bu amag¢ dogrultusunda
HepG2 hiicrelerinde ilag biyotransformasyonunun gerceklestigi metabolik yol izinde yer
alan sitokrom p450 1A2 (CYP1A2), sitokrom p450 2E1 (CYP 2E1) ve ALBUMIN genleri

icin bagil gen ifadeleri belirlenmistir.

Cizelge 3.3. Caligmada kullanilan primer dizileri

Gen Erisim Numaras1 Primerler (5°-3”)

Forward GTGCTATGTTGCCCTAGACTTCG
Reverse  GATGCCACAGGATTCCATACCC
Forward GCCTTCATCCTGGAGACCTT
Reverse ~ AGCGTTGTGTCCCTTGTTG

Forward TTCAGCGGTTCATCACCCT

Reverse ~ GAGGTATCCTCTGAAAATGGTGTC
Forward GCACAGAATCCTTGGTGAACAG
Reverse ~ ATGGAAGGTGAATGTTTCAGCA

B-aktin -~ NM_007393.5

CYP1A2 NM_000761.4

CYP2E1 NM_000773.3

Albumin  HQ537426.1

Gergek zamanli polimeraz zincir aktivitesi analizi i¢in kiiltiiriin belirli giinlerinde 6rnekler
DPBS (pH 7.4) ile yikanmis ve mikrotiipler icinde analiz giiniine kadar -80°C'de
saklanmistir. Analiz glinii 6rnekler oda sicakliginda ¢oziildiikten sonra 200 pL Trizol
(Invitrogen, ABD) eklenmistir. Vorteksleyici kullanilarak karistirilan orneklerden tek
basamakli asit-fenol guanidinyum metodu kullanilarak RNA izolasyonu gergeklestirilmistir.
RNA saflastiriimasi icin ise RNEasy kit (Qiagen, ABD) kullanilmustir. Izole edilen RNA’nin
konsantrasyonu ve saflastirilma orant Nanodrop (Thermoscientific 2000c, ABD) ile
belirlenmistir. RNA izolasyonu sonrasi iretici firmanin kit i¢in Onerdigi protokol

kapsaminda yiiksek kapasite cDNA reverse transkripsiyon kiti (Applied Biosystem, ABD)
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kullanarak programlanabilir termal kontrol cihazinda (Life Technologies, ABD) cDNA
sentezi ger¢eklestirilmistir. RT-PCR analizi, SolisBioDyne 5 Hot FirePol® EvaGreen®,
qPCR Mix Plus (Estonya) kitleri ile LightCycler® Nanolnstrument (Roche, Almanya)
cihazinda yapilmustir. “Housekeeping gen” olarak kullanilan f-AKTIN ve CYP1A2, CYP 2E1
ve ALBUMIN genleri i¢in primer dizileri (Oligomer, Tiirkiye) Cizelge 3.3 te verilmistir.

3.10.4. Ure Sentezinin Incelenmesi

Sferoidlerin sentezledigi iire miktar1 Urea Assay Kit (abcam, ABD) ile kantitatif olarak
belirlenmistir. Kiiltiiriin belirlenen giinlerinde besin ortamindan alinan 6rnekler -80 °C’de
analiz giiniine kadar muhafaza edilmistir. Ure miktar1 kit igerigine uygun olarak analiz
edilmistir ve optik yogunluk kolorimetrik spektrofotometre ile 570 nm dalga boyunda

Ol¢tilmiistiir. Sentezlenen tire miktar: kalibrasyon grafigi (Ek-2) kullanilarak belirlenmistir.

3.11. [Istatistiksel Analiz

Calisma sonuglar1 Graph-Pad Software InStat programi kullanilarak istatistiksel agidan
degerlendirilmistir. Farkli gruplarin istatistiksel olarak karsilagtirilmasi amaciyla tek yonli
varyans analizi (ANOVA) yontemi, Tukey-Kramer Multiple Comparison Test kullanilmis

ve p-degerinin 0.05’ten az oldugu degerler anlamli olarak kabul edilmistir.
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4.  DENEYSEL SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Hiicre Hatlarimin Karakterizasyonu

Sunulan tez ¢alismasi kapsaminda hepatosit icin HepG2 ve endotel i¢in HUVEC hiicre
hatlar1 kullanilmistir. Hiicrelerin 10 giinlik in vitro hiicre kiiltiir ¢alismalar1 ile
karakterizasyonu gerceklestirilmistir. Hiicrelerin morfolojik incelemeleri optik ve floresan
mikroskop altinda yapilmis, tireme davranislari ise hemositometrik hiicre sayimi1 ve MTT

analizleri ile belirlenmistir.

4.1.1. Hepatosit Hiicre Karakterizasyonu

HepG2 hiicre hatti1 insan karacigerinden izole edilmis hepatositlerdir. HepG2 bir¢ok
kaynakta hepatoseliiler sarkom olarak belirtilse de yapilan molekiiler genetik testler
sonucunda hepatoblastoma (HB) oldugu gosterilmistir. HB, hepatoseliiler kaynakli bir
embriyonal malignitedir ve siklikla yasamin ilk yillarinda ortaya ¢ikan ve ¢cocuklukta en sik
goriilen primer karaciger tiimoriidiir. Hepatoseliiler karsinom, HB'ye gore ¢ok daha koti
prognoz ve agresif davranig gosteren ve kemoterapiye daha az yanit veren nadir bir tliimordiir

[140].

HepG2 hiicrelerinin; albiimin, globiilin gibi kan plazmasinda bulunan proteinleri
sentezleyebilmesi, hepatosit hiicrelerine benzerlikleri, bilinyesinde CYP450 bagimli
monooksijenaz enzimlerini igermesi ve glukuronat-siilfatla birleserek detoksifikasyon
reaksiyonlarinda gérev alabilmesi sebebiyle karaciger in vitro doku modeli gelistrilmesi

caligmalarinda siklikla tercih edilmektedir [141].
4.1.1.1. Hiicrelerin Morfolojik Analizi

HepG2 hiicrelerinin tek tabakali kiiltlirdeki optik mikroskop goriintiileri; hiicrelerin yiizeye
bagimli ve adaciklar halinde iireyen, 24,0 + 4,8 um boyutlarinda ve poligonal morfolojiye
sahip oldugunu gostermektedir (Sekil 4.1). Hiicre boyutlar1 ve morfolojik goriintiisii literatiir

ile uyum i¢indedir [142].
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Sekil 4.1. TCPS yiizeylerde kiiltiire edilen HepG2 hiicrelerinin farkli biiyiitmelerde ve
giinlerde optik mikroskop goriintiileri; 1. giin a)10X ve b) 32X, 5. glin a)10X ve b) 32X.

Sekil 4.2. Kristal viyole ile boyanan HepG2 hiicrelerinin farkli giinlerde optik mikroskop
gorintiileri; 1. giin a)10X ve b) 40X, ¢) 3. giin 40X, d) 5. giin 40X
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Hiicre morfolojisi ve ¢ekirdegini incelemek igin kiiltliriin 1., 3. ve 5. giinlerindeki kristal
viyole ile boyanan hiicrelere ait farkl biiylitmelerdeki goriintiiler Sekil 4.2°de verilmistir.
Elde edilen goriintiilerden hiicrelerin poligonal morfoloji i¢inde ¢ogunlukla bir bazen iki
biiyiik ¢ekirdegi oldugu goriilmektedir. Ayrica adaciklar halinde ¢ogalan hiicrelerin artan

kiiltiir giinlerine bagli olarak daha siki ve birden fazla tabaka halinde ¢ogaldiklarini

gorilmektedir.

Sekil 4.3. TCPS yiizeylerdeki HepG2 hiicrelerinin kiiltiiriin farkli giinlerindeki floresan
mikroskop goriintiileri; 2. giin a) 20X ve b) 32X, 4 giin c) 20X ve d) 32X, 6. giin e) 20X ve
f) 32X.
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Hiicre ¢ekirdegi ve hiicre iskelet organizasyonunu incelemek amaciyla Alexa Fluor 488
phalloidin ve DAPI ile ikili boyama yapilmistir. Floresan mikroskop goriintiilerinde hiicre
cekirdegi mavi, aktin filamentler ise yesil olarak goriilmektedir Sekil 4.3’te kiiltiiriin 2., 4.
ve 6. gilinlerine ait farkli bliylitmelerdeki hiicrelerin floresan mikroskop goriintiileri

verilmistir.

Hiicreler karakteristik epitelyal hiicre morfolojisi sergilemistir. Hiicrelerin tek ¢ekirdek ve
yogun bir aktin filament aga sahip oldugu gosterilmistir. Kiiltliriin 4. giin goriintiilerinde
hiicrelein daha yogun bir hiicre iskeletine sahip oldugu ve hiicrelerin sikilastigi goriilmiistiir.
Bu durum HepG2 hiicrelerinin adaciklar halinde iireme 6zelligini bir sonucu olup, 6zellikle

bu hiicrelerin sferoid iiretimi i¢in uygun bir hiicre hatt1 oldugunu gostermektedir.
4.1.1.2. Hiicre Ureme Davramsinin Analizi

Hiicrelerin kiltiir kaplarindaki tireme davranislari 10 giinliik kiiltiir boyunca her giin
hemositometrik hiicre saymmi1 ve MTT analiziyle takip edilmistir. Hemositometrik sayim
sonucu hesaplanan hiicre sayis1 degerlerinin (Sekil 4.4) ve MTT analizinden elde edilen
optik yogunluk degerlerinin (Sekil 4.6) zamana kars1 grafige gecirilmesiyle hiicre biiyliime

egrisi elde edilmistir.
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Sekil 4.4. TCPS yiizeylerdeki HepG2 hiicrelerinin hemositometrik sayim sonucu elde edilen

ireme grafigi.
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Sekil 4.4’te verilen grafige gore hiicreler ilk giin kiiltiire adapte olduktan sonra (gecikme
fazi1) aktif tireme fazina (logaritmik faz) gegmistir. Dort giin aktif olarak ¢ogalan hiicrelerde
kiiltiiriin 6. gliniinden sonra besin ortami bilesenlerinin diflizyon smirlamasi ve kontak

inhibisyona bagli olarak hiicre ¢ogalmasi yavaslayarak hiicreler durgun faza girmistir.

Hiicre tiremesi logaritmik fazdaki 6zgiil hiicre {ireme hiz1 (p) ve hiicre ikilenme siiresi (tq)
ile karakterize edilmektedir. Logaritmik fazdaki hiicreler i¢in lireme hizi Esitlik 4.1 ile

ikilenme siiresi ise Esitlik 4.3 kullanilarak hesaplanmustir.
dx/dt=px (Esitlik 4.1)

Burada x, hiicre sayisini, p, 6zgiil tireme hizini ve t de zamani ifade etmektedir. Esitlik 4.1

diizenlendiginde Esitlik 4.2 elde edilir.
Inx=pt (Esitlik 4.2)

Hiicre ikilenme siiresi, hiicre sayisinin iki katina ¢ikmasindan dolayi x yerine 2 yazilmasi ile

hesaplanir.

ta=In(2)/p (Esitlik 4.3)
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y = 0,0152x + 12,405
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Zaman (sa)

Sekil 4.5: HepG2 hiicrelerine ait In(X) - t grafigi.

Esitlik 4.2°de belirtildigi lizere Inx’e kars1 zaman grafiginin egimi hiicrelerin 6zgiil lireme
hizin1 vermektedir. Sekil 4.5’te verilen grafige gére HepG2 hiicrelerinin 6zgiil tireme hiz1
0.015 sa?, ikilenme siiresi ise 45 sa olarak hesaplanmustir. lgili literatiir incelendiginde

HepG2 hiicrelerinin ikilenme siiresinin 41-48 saat civarinda oldugu belirtilmistir [143, 144].
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Karakterizasyon g¢aligmalar1 sonucu elde edilen ikilenme siiresinin literatiirde belirtilen

aralikta oldugu goriilmiistiir.

Sekil 4.6’da mitokondriyal aktivite analizi sonucunda elde edilen optik yogunluk degerlerine
karst1 zaman grafigi verilmistir. MTT analizi ile olusturulan hiicre ireme grafigi
hemositometrik sayim sonucu elde edilen grafik ile benzer bir profil sergilemektedir. Hiicre
sayisina karsilik elde edilen MTT degerlerinin birbiriyle uyumlu oldugu goriilmiistiir. Her
iki tireme grafiginde de gecikme, logaritmik artis ve durgun faz yer alirken 10 giiniin

sonunda 6liim faz1 gézlenmemistir.
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Sekil 4.6. TCPS yiizeylerdeki HepG2 mitokondriyal aktivite analizi sonucu elde edilen

iireme grafigi.

4.1.2. Endotel Hiicre Karakterizasyonu

Insan gobek kordonundan izole edilen insan gdbek kordonu ven endotel (HUVEC) hiicreleri,

uzun zamandan beri damar olusumu ¢alismalarinda siklikla kullanilan endotel hiicre hattidir.
4.1.2.1. Hiicrelerin Morfolojik Analizi

Optik mikroskop goriintiileri hiicrelerin yiizeye bagimli olarak iireyen, tek katli, yassi, 37+7
pum boyutlarinda, poligonal morfolojiye sahip oldugunu gostermektedir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. TCPS yiizeylerde kiiltiire edilen HUVEC hiicrelerinin farkli giinlerdeki optik
mikroskop goriintiileri; 1. giin a)10X ve b) 32X, 5. giin a)10X ve b) 32X.

Sekil 4.8. Kristal viyole ile boyanan HUVEC hiicrelerinin farkli giinlerdeki optik mikroskop
gortintiileri; 1. giin a)10X ve b) 40X, ¢) 3. giin 40X ve d) 5. giin 40X.
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Hiicre morfolojisi ve ¢ekirdegini incelemek i¢in kiiltiiriin 1., 3. ve 5. giinlerinde kristal viyole
boyamast yapilmistir. Sekil 4.8’te verilen goriintiilerde hiicre c¢ekirdeklerinin, hiicre
sitoplazmasindan daha koyu boyandigi goriilmektedir [145]. Elde edilen goriintiiler

hiicrelerin poligonal morfolojide olduklarini ve hiicre ¢ekirdeklerinin limene dogru kabarik,

yass1 ve oval olduklarint gostermistir.

Sekil 4.9. TCPS yiizeylerdeki HUVEC hiicrelerinin kiiltiiriin farkli giinlerindeki floresan
mikroskop goriintiileri; 2. giin a) 20X ve b) 32X, 4 giin ¢) 20X ve d) 32X, 6. giin ¢) 20X ve
f) 32X.
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Hiicre ¢ekirdegi ve hiicre iskelet organizasyonunu incelemek amaciyla Alexa Fluor 488
phalloidin ve DAPI ile ikili boyama yapilmistir. Floresan mikroskobu goriintiilerinde hiicre
cekirdegi mavi, aktin filamentler ise yesil olarak goriilmektedir. Kiiltiiriin 2., 4. ve 6.
giinlerine ait hiicrelerin farkli biiyiitmelerdeki floresan mikroskop goriintiileri Sekil 4.9°da

verilmistir.

Hiicrelerin floresan mikroskop goriintiileri optik mikroskop ile benzer sekilde karakteristik
endotel hiicre morfolojisi sergilemistir. Hiicreler merkezde tek g¢ekirdek ve cevresinde

hiicrelere yapisal destek saglayan yogun bir aktin filament aga sahiptir.
4.1.2.2. Hiicre Ureme Davramsinin Analizi

HUVEC hiicrelerine ait biiylime egrileri; hemositometrik sayim sonucu hesaplanan hiicre
sayismin (Sekil 4.10) ve MTT analizinden elde edilen optik yogunluk degerlerinin (Sekil

4.12) zamana karsi1 ¢izilen grafikleri ile elde edilmistir.

Hiicre Sayis1 x 10°
= N w o ul D ~l (0]
o O O O o o o o

o

0 2 4 6 8 10 12
Zaman (Giin)

Sekil 4.10. TCPS yiizeylerdeki HUVEC hiicrelerinin hemositometrik sayim sonucu elde

edilen iireme grafigi.

Sekil 4.10°da verilen grafige gore hiicreler 2 giinliikk gecikme fazindan sonra 3. giinden
itibaren logaritmik faz gegmistir. Hiicrelerde kiiltiiriin 6. giiniinden sonra kontak inhibisyona

bagli olarak hiicre gogalmasi yavaslamis ve durgun faza gegmistir.

Sekil 4.11°de yer alan In(X) - t grafiginden HUVEC hiicrelerinin 6zgiil iireme hiz1 0.0296

sa?, ikilenme siiresi ise Boliim 4.1.3’te yer alan esitlikler kullanilarak 23 saat olarak
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hesaplanmistir. Daha Once grubumuz tarafindan yiiriitillen karakterizasyon c¢alismalari

sonucu elde edilen ikilenme siiresi 24 sa olarak bulunmus olup literatiir ile uyumludur [145].
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Sekil 4.11. HUVEC hiicrelerine ait In(X) - t grafigi.

HUVEC’lerin ait mitokondriyal aktivitelerine bagli olarak olusturulan tireme grafigi hiicre
saymmi ile uyumlu olarak, hiicrelerin kiiltiire 2 giinde adapte olduklar1 ve arkasinda 4 giin
boyunca aktif olarak c¢ogaldiklar1 gézlenmistir. Kiiltiirtin 6. ve 10. giinleri arasinda hiicre

iiremesi yavaglamis ve 10. giinden itibaren hiicreler 6liim fazina girmistir.
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Sekil 4.12. TCPS yiizeylerdeki HUVEC hiicrelerinin mitokondriyal aktivite analizi sonucu

elde edilen lireme grafigi.
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4.2.  Sferoidlerin Olusturulmasi ve Karakterizasyonu

Hiicre siispansiyonunda sferoid olusturmak igin ¢ok ¢esitli yontemler mevcut olup bu
yontemler i¢inde asili damlacik yontemi ¢ok sayida sferoidi kolay, ucuz ve homojen boyut
dagilimia sahip sekilde iiretimine izin verdigi i¢in avantajlidir. Bu nedenle tez kapsaminda

asili damlacik yontemi ile sferoid liretimine karar verilmistir.

Sferoidler ile yapilacak galismalarda sferoid boyutu, bilesimi ve {iretim siiresi hiicrelerin
canlilig1 ve islevselligi agisindan 6nemlidir. Uygun bilesim ve sferoid boyutuna ulagmak i¢in
oncelikle optimizasyon g¢alismalar1 yiirtitiilmiistiir. Bu amagla HepG2 hiicreleri ve HUVEC
hiicreleri 1:1 oraninda karistirilmis ve 1000, 1500 ve 2000 hiicre icerecek sekilde sferoid
iiretimi yapilmistir. Sferoid olusumu 5 giin boyunca optik mikroskop altinda takip edilmistir.

Hiicre Sayis1

Sekil 4.13. Farkli sayida hiicre igeren HepG2+HUVEC (1:1) sferoidlerin 5 giinliik optik
mikroskop goriintiileri (10X).

Sferoid tretimi birbirini takip eden 3 fazdan olusmaktadir. Sekil 4.13’de verilen optik
mikroskop goriintiileri incelendiginde biitiin gruplar i¢in ilk giin hiicrelerin bir araya geldigi
agregasyon fazi ger¢eklesmistir. Hiicre sayis1 arttik¢a agregasyon fazinin siiresi artmaktadir.
Agregasyon fazindan sonra hiicre sayisina bagli olarak degisen siirelerde gecikme fazi
gerceklesmistir. Bu stire 1000 hiicre i¢in 1 giin iken, 2000 hiicre igeren sferoidler i¢in 2

giindiir. Gecikme faz1 sonrasinda sferoidler tam bir kiiresel forma ulagmistir. Bu fazda hiicre-
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hiicre baglantilar1 artmis oldugu igin yap1 Sikilasir ve sferoid yiizeyinde optik mikroskop ile
bakildiginda bir ¢izgi ¢izilmis gibi siir olusur. Bu smir 1000 hiicre igeren sferoid icin 4.

giinde gozlenirken 1500 ve 2000 hiicre i¢in 5. glinde gdzlenmistir.

Yip ve ark. 2 giinliik inkiibasyon sonucu, Kelm ve ark. ise 5 giinliik inkiibasyon sonunda ise
fonksiyonel sferoidler elde etmistir [146, 147]. Calismamizda sferoid {iretimi ig¢in 5 giin
inkiibasyon siiresinin homojen ve kiiresel form kazanmasi i¢in uygun oldugu sonucuna

varilmistir.

4.2.1. Sferoid Capinin Belirlenmesi

HepG2 ve HUVEC hiicreleri ile sferoid tiretimi i¢in 5 giinliik inkiibasyon siiresine karar
verildikten sonra optimizasyon ¢alismalarina sferoid bilesiminin belirlenmesine yonelik
olarak devam edilmistir. Bu amagla 1000, 1500 ve 2000 hiicre igeren sferoidler 1:1 ve 2:1
(HepG2:HUVEC) oraninda karistirilarak iiretilmistir. Sferoidler 5 giin inkiibe edildikten
sonra optik mikroskop goriintiileri alinmig ve bu goriintiiler Image J programinda analiz

edilerek sferoid ¢ap1 belirlenmistir.

Hiicre Say151
1000 1500 2000

1y

HepG2/HUVEC (1

HepG2/HUVEC (2:1)

Sekil 4.14. Farkli sayida ve oranda hiicre iceren sferoidlerin optik mikroskop goriintiileri

(10X).
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Dogal dokularda ¢ok sayida ve farkl tipteki hiicreler organize olarak ¢oklu islevleri yerine
getirmektedir. Gelistirilmekte olan in vitro model sistemler; hiicrelerin ¢esidi, sayisi,
konumu, birbirleri ve ¢evreleri ile olan etkilesimler dikkate alinarak dizayn edilmektedir.
Onemli tasarim parametrelerinden biri olan farkh tipteki hiicrelerin orani; albiimin ve iire
sentezi gibi hepatositlerin iglevlerine ve polarizasyonuna etki etmektedir. Saglikli bir
karacigerin yapisinda hepatositlerin endotel hiicreye oran1 10:1°dur [148, 149]. Ucciferri ve
ark. in vitro kokiiltiir caligmalarinda hiicrelerin birbirine olan oraninin belirlenmesi igin 1)
hiicre metabolizma ve yiizey orani (hepatosit basal metabolizma ve endotel yiizey alanina
gore Olceklendirme) ve 11) hiicre sayilarinin orani olmak {iizere iki farkli yaklagim oldugunu
ve bu yaklasimlardan hiicre sayisina gére oranlamanin daha uygun oldugunu belirtmistir
[148]. Guzzardi ve ark. karacigerdeki hiicre sayisi oranmni dikkate alarak tasarladiklari
calisgmada farkli tipteki hiicrelerin birbiri ile olan etkilesiminin hiicre islevselligini
arttirdigini ortaya koymustur [149]. Chiew ve ark. ise hiicre oraninin etkisini endotel hiicre
farklilasmas1 ve vaskiilarizasyon agisindan incelemistir. En yiiksek endotel hiicre
farklilasmast ve en hizli tiibiiler yap1 olusumu 2:1 (HepG2:HUVEC-C3) oraninda
gergeklesmistir [150].

Sekil 4.14’te yer alan optik mikroskop goriintiilerinde artan hiicre sayisina bagh olarak
sferoidlerde ¢ap artis1 disinda morfolojik olarak bir fark gézlenmemistir. Fakat HepG2 ve
HUVEC hiicrelerinin TCPS yilizeylerde kiiltiirti yapilirken HUVEC hiicrelerinin gok hizli
cogalarak hepatositleri baskiladigi gozlenmistir. Hiicre karakterizasyon caligmalarinda
HUVEC hiicrelerinin ikilenme siiresinin HepG2 hiicrelerinden daha kisa bulunmus olmasi
TCPS yiizeylerde goriilen bu davranisin sebebini agiklamaktadir. HUVEC hiicrelerinin
hepatositleri baskilamasi ve literatiirde yer alan ¢caligmalar g6z 6niinde bulundurularak tezin

ilerleyen galismalarinda HepG2: HUVEC oraninin 2:1 olmasina karar verilmistir.

Sferoid cap1 hiicrelerin canliligini etkileyen en 6nemli parametredir. Dokular i¢in 200-250
um boyut diftizyon limiti olup 400-500 um ¢apindan biiyiik sferoidlerin kullanimi sferoidin
i¢ bolgelerinde hipoksi ile sonuglanarak nekrotik bir bolge olusmasina neden olur [47]. Optik
mikroskop goriintiilerinin Image J programinda analiz edilmesi sonucu bulunan ¢ap
degerleri  Sekil 4.15te  verilmektedir. Uretilen sferoidlerin  ortalama ¢aplari
HepG2+HUVEC(1:1) i¢in sirasiyla 340+48, 45140 ve 534450 um; HepG2+HUVEC(2:1)
icin 329+43, 428+45 ve 512450, pum ve HepG2 igin 313441, 374466 ve 491+53 um olarak

bulunmustur.
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Sekil 4.15. Farkli sayida ve oranda hiicre igeren sferoidlerin ¢ap degerleri.

Optik mikroskop goriintiileri ile benzer sekilde artan hiicre sayisina bagl olarak sferoid ¢ap1
artmistir. Difiizyon limiti g6z Oniinde bulunduruldugunda 1500°den fazla hiicre igeren
sferoidlerin kullanilamayacagina karar verilmistir. Tezin ilerleyen kisimlarinda 2:1 oraninda

1500 hiicre i¢eren sferoidler ile ¢aligilmistir.

Sekil 4.15’ten ¢ikarilacak bir bagska sonug ise ayni sayida hiicre icermesine ragmen farkl
oranda hiicre iceren sferoidlerin ¢aplarmnin farkli olmasidir. Farkli hiicre sayisi igeren tiim
gruplarda 2:1 oraninda karistirilan sferoidlerin 1:1 oraninda karistirilan sferoidlerden daha
kiiciik capa sahip oldugu goriilmiistiir. Heterosferoidlerde toplam hiicre sayisi sabit
tutuldugu i¢in hiicre oran1 1:1 den 2:1 degistirildiginde hepatosit sayisinda artis
gergeklesmistir. Farkli oranda karistirilan bu sferoidlerdeki ¢ap degisimi hiicre boyutlari ile
iligkilendirilebilinir. Yapilan karakterizasyon c¢alismalarinda HepG2 hiicreleri 24 um
boyutlarinda iken HUVEC’ler 37 um’dir. HUVEC sayisinin azalmasi sferoid ¢apmin

azalmasina sebep olmustur.

Sferoidlerin farkli oranda karistirilmasiin sferoid morfolojisine olan etkisini gozlemlemek
icin 5 giin boyunca optik mikroskop ile inceleme yapilmistir. Hiicre oranmnin
degistirilmesinin morfolojik ve inkiibasyon siiresi agisindan bir farklilik olusturmadigi

g6zlenmistir (Sekil 4.16).
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HepG2/HUVEC (2:1) HepG2/HUVEC (1:1)

Sekil 4.16. Farkli oranda karistirilmis 1500 hiicre igeren heterosferoidlerin 5 giinliik optik
mikroskop goriintiileri (10X).

Tezin ilerleyen asamalarinda tretilen sferoidler mikroakigkan bir cihazin kanallarma
yerlestirilecegi igin ayni bliyliklilkte olmalar1 gerekmektedir. Sekil 4.17°de 1500 hiicre
iceren sferoidlerin optik mikroskop goriintiilerinden elde edilen sferoid ¢cap dagilim grafigi
bulunmaktadir. HepG2+HUVEC 2:1 oraninda karistirildiginda 375-525 pm aralinda dagilim
gosterirken 1:1 oraninda karistirildiginda 325-600 um aralinda dagilim gosterir. Sferoid
yapisima katilan HUVEC miktar1 arttikga sferoid capi daha genis bir aralikta dagilim

gostermistir.

B HepG2+HUVEC (1:1) m HepG2+HUVEC (2:1)

0

300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625
Sferoid Cap1 (um)

w ~ o1 o

Siklik (%)

N

Sekil 4.17. Farkli oranda karistirilmis 1500 hiicre i¢eren heterosferoidlerin ¢cap dagilima.
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4.2.2. Sferoid Canhiliginin Belirlenmesi

Insan viicudunda dokular ihtiya¢ duyduklari besinler (glikoz, aminoasit vb.), gazlar (oksijen,
karbondioksit), biyosinyal molekiiller (biiylime faktorleri, hormonlar vb.), metabolitler
(alblimin, tire vb.) ve uzaklastirmak istedikleri atiklar1 (amonyak, laktat vb.) vaskiiler sistem
araciligi ile tasimaktadir. Viicudumuzdaki hemen her hiicre bir kan damarina yakindir. Genel
olarak, bir dokunun 200 um'nin 6tesinde biiytimesi i¢in yeni kan damari olusumu gereklidir.
Laboratuvarda iiretilen in vitro doku mithendisligi tiriinlerinin vaskiiler agdan yoksun olmasi

sebebiyle 200 pm bu dokular i¢in difiizyon limitidir [151].

Sferoidlerin 6nemli bir 6zelligi 200 pm mesafelerdeki difiizyon limitine bagl oksijen, besin
dagilimi, metabolik atik birikimi ve proliferasyon profili gradyanlar1 gdstermeleridir.
Sferoid ¢ap1 400 - 500 pm'den daha yiiksek oldugunda; nekrotik bir ¢ekirdek onu ¢evreleyen
canli hiicreler ve en dista proliferasyon yapan hiicrelerin olusturdugu kiiresel bir yap1 ortaya

¢ikar. Buna dayanarak 500 um avaskiiler sferoidler i¢in bir smir olusturur [47].

Sferoidi olusturan hiicrelerin canliliklarini belirlemek i¢in canli — 6lii boyama yapilmistir.
Floresan mikroskop goriintiilerinde canli hiicreler yesil, 6lii hiicreler ise kirmizi renkte
boyanirlar. Sekil 4.18°de verilen mikroskop goriintiilerinde biitiin gruplarda canli hiicre
oraninin olduk¢a yliksek oldugu goriilmektedir. Gruplar1 kendi aralarinda karsilastiracak
olursak hiicre sayis1 arttikga Olii hiicre sayisi artmustir. Ozellikle 2000 hiicre iceren
sferoidlerde merkezde Oli hiicrelerin yogunlasmasi difiizyon limitine bagli hiicre

Oliimlerinin basladigmi géstermektedir.
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Sekil 4.18. Farkli sayida hiicre iceren HepG2+HUVEC (2:1) sferoidlerinin canli 6lii boyama
floresan mikroskop goriintiileri; 1000 hiicre/sferoid a) 4X, b) 10X ve c) 20X; 1500
hiicre/sferoid d) 4X e) 10X ve f) 20X; 2000 hiicre/sferoid g) 4X, h) 10X ve 1) 20X.

4.2.3. Sferoidlerin Morfolojik Analizi
Sferoidlerin morfolojisini incelemek amaciyla 1000, 1500 ve 2000 hiicre i¢eren 1:1 ve 2:1
oraninda birlestirilmis HepG2+HUVEC heterosferoidleri ile sadece HepG2 hiicrelerinden

olusan homosferoidleri SEM ile analiz edilmis ve goriintiiler Sekil 4.19°da sunulmustur.
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Sekil 4.19. Farkli sayida ve oranda hiicre igeren sferoidlerin SEM goriintiileri: HepG2 a)
1000, b) 1500 ve c) 2000; HepG2+HUVEC (1:1) d) 1000, e) 1500 ve f) 2000;
HepG2+HUVEC (2:1) g) 1000, h) 1500 ve 1) 2000.

Sferoidlerin kiiresel yapilarini inceledigimizde optik mikroskop goriintiileri ile benzer
sekilde artan hiicre sayisina bagli olarak sferoid ¢capiin arttig1 géze carpmaktadir. HepG2
sferoidlerinin HepG2+HUVEC sferoidlerine gére sinirlarmin daha belirgin ve daha kiiresel
yapida olduklar1 goriilmektedir. HepG2+HUVEC sferoidlerinin bu kiiresellikten sapan
yapisinin HepG2 ile HUVEC hiicreleri arasinda gergeklesen hiicre siralanma prosesinden
kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Sferoid yiizeyinde yer alan hiicrelerin farkl ylizeye sahip
olmas1t HUVEC’lerin dig ylizeye dogru hareket ederek hiicre swralanma davranisi

gosterdigini dogrular niteliktedir.

Ayrica SEM goriintiilerinde yer alan kiirenin dig yiizeyindeki porlar kiirenin merkezine
dogru agilan kanallarin varligii gostermektedir (Sekil 4.20). Bu kanallar vasitasiyla
hiicresel kiirenin merkezine dogru besin, oksijen akisi ve atiklarin uzaklastirilmasi

gerceklesmektedir. Ayrica bu porlarin ¢ap1 2-3 pm olarak bulunmus olup karacigerdeki safra
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kanalciklar1 (1-3 pm) ile benzer 6zelliktedir [152]. Literatiir ile uyumlu elde edilen sonuglar

calismamiz kapsaminda fonksiyonel hiicresel kiireler elde edecegimizi gostermektedir.

EHT = 15.00kV Signal A = SE1 Mag = 10.92K X Sample ID =

Sekil 4.20. Sferoid yiizeyindeki gozenegin SEM goriintiisii.

4.2.4. Sferoidlerin Immiinohistokimyasal Géoriintiilenmesi

Gelistirilmek istenen karaciger modelinin fonksiyonalitesini ve etkinligini degerlendirmek
icin antikor boyama yapilmistir. Karacigerin spesifik fonksiyonu olan albiimin sentezini ve
ilag doniisimiini devam ettirdigini belirlemek i¢in albumin proteinine ve ilag
doniisiimiinden sorumlu sitokrom p450 rediiktaz enzimine spesifik antijenler baglanmis ve
floresan mikroskopta goriintiilenmistir. Floresan mikroskop gorintiileri Sekil 4.21°de
verilmistir. Elde edilen goriintiiler sferoidlerdeki albumine 6zgii kirmizi renk boyamanin ve
sitokrom p450 rediiktaza 6zgili yesil renk boyamanim varligi hepatositlerin islevselligini

korudugunu gostermistir.

2
Cyp Rediiktaz

Sekil 4.21. Sferoidlerin immiinositokimya analizi floresan mikroskop goriintiileri; a) hiicre

cekirdegi DAPI boyama (mavi), b) albiimin proteini (kirmiz), c) sitokrom p450 rediiktaz
proteini (yesil).
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Ayrica sferoidlerdeki HUVEC’lerin organizasyonunu belirlemek i¢in endotel hiicrelerinde
bulunan spesifik von Willebrand Faktor (vWF) proteinleri boyanmistir. Konfokal mikroskop
altinda 3B tarama yapilan sferoidin z ekseni boyunca goriintiileri Sekil 4.22°de verilmistir.

Goriintiilerdeki mavi renk PI ile boyanan cekirdegi, yesil renk ise VWF proteinini

gostermektedir.

Sekil 4.22. Sferoidlerin immiinositokimya analizi konfokal mikroskop goriintiileri; hiicre
cekirdegi (mavi) ve vVWF (yesil). Fotograflarin sol iist kdsesinde yer alan rakamlar yiizeyden

merkeze olan uzaklig1 géstermektedir.

Sekil 4.22°de yer alan konfokal mikroskop goriintiilerinden sferoid ¢evresinden merkeze
dogru vWF bulunmamasi HUVEC hiicrelerinin sferoid dis yiizeyini kapladigini
gostermektedir. Konfokal goriintiileri HepG2 ile HUVEC arasindaki kendiliginden

diizenlenme ve hiicre siralanma prosesinin gergeklestigini kanitlamaktadir.

Sekil 4.22’de yiizeyden 35 pm derinlige kadar oklarla belirtilen bolgelerde endotel
hiicrelerin i¢i bos silindirik sekilde organize olduguna dikkat cekmektedir. Sekil 4.23°te yer
alan 5 um derinlikten alinmis kesit goriintiisiinden bu hiicrelerin tiibiiler bir yap1 olugturmak
lizere organize oldugu agikca goriilmektedir.
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Sekil 4.23. Sferoid ylizeyinden 5 pm derinlikteki sferoid kesitinin konfokal mikroskop

goruntusi.

4.3.  Peptit Amfifillerin Sentezi ve Karakterizasyonu

Bu calismada iki farkl tiir peptit amfifil molekiilii kullanilmistir. Peptit amfifiller hiicrelerin
ithtiya¢ duydugu ECM yapisini taklit etmesi icin gelistirilmistir ve yapis1t ECM’de bulunan
bilesenleri taklit edecek sekilde kolajen mimetik (PA-GFOGER) ve fibronektin mimetik (PA-
RGDS) olarak tasarlanmistir. Peptit amfifiller standart Fmoc kimyasi kullanilarak kati-faz
peptit sentezi yontemiyle ile Genecust (Liikksemburg) firmasi tarafindan tiretilmistir. Firma
Sentezin basarisini kiitle spektroskopisi ile belirlemis ve yeterli biyouyumluluga sahip olmasi

icin sonug iiriinii HPLC yontemiyle saflagtirmustir.

4.3.1. Kolajen-Mimetik Peptit Amfifil

Tez kapsaminda kullanilan kolajen mimetik peptit amfifil Luo ve ark. tarafindan dizayn
edilmistir [10]. Peptit amfifil yapisinda; 16 karbonlu palmitik asitten olusan hidrofobik
kisim, onu takip eden boliim B-tabaka diizenlenmeyi saglayan 5 tane alanin (AAAAA), daha
sonra yiikli bolgeyi olusturmak tizere 4 ardigik lizini (KKKK) ve en son kisim ise kolajenin
ticlii sarmal yapisini taklit eden glisin-prolin-hidroksiprolinin (GPO) hiicre yapisma ligandi
GFOGER (le birlikte iiclii tekrarini igeren sekanslar1 bulundurur (Cizelge 4.1).

Sekil 4.24.b’de yer alan kiitle spektroskopisi analizine gore, PA-GFOGER’nin molekiil
agirligi 3503.22 g/mol olarak bulunmustur. Sekil 4.24.a’da yer alan HPLC kromatogramina
gore PA-GFOGER %94.439 saflik derecesine sahip olup in vivo ve in vitro ¢aligmalar igin

kullanilabilir 6zelliktedir.
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Peak No Ret Time Height Area Conc.
1 14.422 22195.264 249845 344 2.5843
2 14.675 503943.156 9130146.000 94.4396
3 14.675 31123.027 184761.609 1.9111
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Sekil 4.24. PA-GFOGER’e ait a) HPLC analizi ve b) kiitle spektroskopisi sonuglari.

4.3.2. Fibronektin-Mimetik Peptit Amfifil
Fibronektin mimetik peptit amfifil ilk kez Jun ve ark tarafindan dizayn edilmistir [125].
Peptit amfifilin kimyasal yapisi, N-ucuna bagl 16 karbonlu hidrofobik alkil zincir, onu takip
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eden bolimde MMP-2 tarafindan spesifik olarak pargalanabilen GTAGLIGQ aminoasit
sekansi, ¢Oziiniirliigli ve ylik kontroliinii saglayan yiiklii aminoasit (E) ve en son hiicre

yapistirict RGDS sekansindan olusmaktadir (Cizelge 4.1).

a
\ . k.‘v
Peak No. Ret Time Height Area Conc.
1 10.958 191.247 844549 0.0179
2 11.800 13006.091 189792.281 4.0280
3 11.975 506619.656 4374630.500 928448
4 11.975 14616.146 140912.656 2.9907
S 12.822 964.086 5588.853 0.1186
Total 100.00
b ™ 47020 [M+K+2H]3+

| 46485 [M-Na-2H]3+

1370.10

144105 155135 1624.30 174475 1827.55

Sekil 4.25. PA-RGDS’¢ ait a) HPLC analizi ve b) kiitle spektroskopisi sonuglar.
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Sekil 4.25°te yer alan PA-RGDS molekiiliine ait kiitle spektroskopisi sonuglarina gore; peptit
amfifil 1369.64 g/mol molekiil agirligina sahiptir. Peptit amfifile ait HPLC kromatogramma
gore molekiillerin %92.844 saflikta oldugu goriilmektedir.

Cizelge 4.1. Peptit amfifillerin kimyasal yapis1 ve 6zellikleri

Molekiil | Saflik Net
Peptit Amfifil Aminoasit Dizisi Agirlig Derecesi | Yiik

(gmol™) | (%) (PH7)

PA-GFOGER C16-AAAAAKKKK(GPO)3GFOGER(GPO)sG | 3503.22 94.439 -4

PA-RGDS C16-GTAGLIGQERGDS 1369.64 92.844 +1

4.4. Peptit Amfifil Hidrojelinin Hazirlanmasi

PA-GFOGER peptit amfifilllerden hidrojel elde etmek igin literatiirde yer alan prosediir
dahilinde 5mM PA-GFOGER ultrasaf suda ¢Oziilmistir. Jellestirme calismalarina
gecilmeden 6nce 2 giin +4°C derecede bekletilmis ve 4 kat derisik sodyum fosfat ile (20 mM
NazPOs) 1:1 oraninda karistirtlmistir [153]. Cozelti tuz ile indiklenerek kendiliginden
diizenlenmesi saglanmistir. Fakat bu son ¢6zelti hidrojel caligmalarinda kullanilacak yeterli
mekanik 6zelliklere sahip olmadig1 belirlenmistir. Cozeltinin mekanik 6zelliklerini arttirmak
icin peptit amfifil konsantrasyonu (10 mg/mL, 20 mg/mL ve 50 mg/mL), NasPOa
konsantrasyonu (22.8 mM ve 56 mM) ve karistirma orani degistirilerek optimum mekanik
Ozelliklere ulasilmaya calisilmistir. Tiim denemeler sonucunda bu yaklasimlarla hidrojel

elde edilemeyecegine karar verilmis ve farkli yaklasimlar arastirilmistir.

Calismamizda kullanilan kolajen mimetik peptit amfifil; tipl kolajenden tasarlandigi i¢in
capraz baglama igin tip 1 kolajende kullanilan yontemler denenmistir. Literatiirde kolajeni
capraz baglamak i¢in gluteraldehit, genipin [154], karbodiimit hidrokloriir (EDC), 1-etil-3-
diaminopropil-karbodiimid (EDC)/N-hidroksisiiksinimid (NHS) (EDC/NHS) [155],
riboflavin A [156] ve gliserol fosfat [157] kullanilmustir.

Krawetz ve ark. 3 mg/mL sigir tip 1 kolajenini 10 mM beta-gliserol fosfat (BGP) (4:1
oraninda) kullanarak ¢apraz baglamistir [157]. Calismamizda 10 mM, 20 mM ve 40 mM
konsantrasyona sahip BGP, 10 mg/mL ve 20 mg/mL derisimdeki peptit amfifil ile farkli
oranlarda (4:1, 2:1 ve 1:1) karistirilarak ¢apraz baglanmaya ¢alisilmistir. 20 mM derisimdeki
BGP 1:4 oraninda peptit amfifil ile karistirildiginda pH degeri 7°ye yiikselmis ve ¢ozelti rengi
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ve viskozitesinde artig gozlenmistir. Fakat ¢ozeltinin son yapist yeterli mekanik 6zelliklere

sahip olmadig1 i¢in ¢aligmalarda kullanilamayacagina karar verilmistir.

Ahearne ve ark. farkli dokulardan izole edilen tip 1 kolajeni %1, %0.1 ve %0.01 riboflavin
ile 350-370 nm dalga boyunda 15-30 dk capraz baglamistir [158]. Bu calisma referans
alimarak 364 nm dalga boyunda UV uygulamasi ile capraz baglanma ¢aligmalari
yuritilmistiir. Calisma igin farkli konsantrasyonda peptit amfifiller farkli oranlarda
riboflavin ile karigtirilmigtir. Ayni zamanda peptit amfifil ¢ozeltisinin pH degerini
yiikseltmek i¢cin NazPOs veya PGP farkli oranlarda eklenmistir. Yapilan tiim denemeler

sonucunda capraz baglanma ger¢eklesmemistir.

Cizelge 4.2 : PA-GFOGER peptit amfifilinin ¢apraz baglama yontemleri

Peptit Amfifil Konsantrasyonu Capraz Baglayic1 Ajan Capraz
(mg/mL) Baglanma
10, 20, 50 NasPOs (22,8 mM) X

10, 20 BGP (10, 20, 40 mM) X

10, 20 Genipin (1, 2, 4 mM) X

10, 20, 50 B-GP + Genipin X

10, 20 Riboflavin A X

10, 20, 50 Riboflavin A+BGP (10, 20 mM) X

10, 20 Riboflavin A+ NasPO4 X

Zhang ve ark. ise kolajeni kimyasal olarak ¢apraz baglamak i¢in genipin kullanmistir [159].
Benzer sekilde 1 mM, 2 mM ve 4 mM genipin stok ¢ozeltileri farkli oranlarda farkli derisime
sahip peptit amfifiller ile karistirilarak 37°C de capraz baglanma galismalar1 yapilmustir.
Peptit amfifillere paralel olarak mevcut ¢apraz baglanma mekanizmasinin etkinligi dogal tip
1 kollajen ile karsilagtrmali olarak yiiriitiilmiistiir. Calisma sonucunda 2 mM ve 4 mM
genipin 1:3 oraninda dogal kolajen ile karistirildiginda jellesme saglanirken peptit
amfifillerde jellesme gézlenmemistir. Bu caligma mevcut jellestirme yontemlerinin dogal
kolajende etkin olmasma ragmen kolajen mimetik peptit amfifil i¢in yetersiz oldugu

sonucuna goturmustur.

Literatiirde yer alan ¢alismalarda peptit amfifilllerin kalsiyum iyonlar1 varliginda kolay bir
sekilde jellesme saglandig rapor edilmis ve hiicre enkapsiilasyonu ve doku miihendisligi
caligmalarinda bu yaklagim siklikla kullanilmaktadir[160]. Bu caligmada hiicreler igin
uyumlu olan ve nétral pH da galisma imkani saglayan kalsiyum iyonu, PA-RGDS peptit
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amfifili i¢in kendiliginden diizenlenme ve jellestirici ajan olarak kullanilmistir. PA-RGDS
molekiilleri notral pH’da yapisindaki glutamik asidin karboksil grubuna bagli olarak net
negatif yiike sahiptir. Bu nedenle kalsiyum iyonu varliginda jellesmeye baslamaktadir.
Kiitlece % 0.5, 1 ve 1.5 PA-RGDS distile su icerisine eklenmis ve 100 mM NaOH ile pH’s1
7’ye ayarlanarak ¢Oziinmesi saglanmistir. Farkli derisimdeki PA-RGDS ¢ozeltileri 100
mM’lik CaCly ¢ozeltisine eklenmis ve en kararli jel olusumu igin gereken minimum

derisimin kiitlece %1 olmasi gerektigi gdzlenmistir.

Tez kapsamida ECM yapisinda bulunan kolajen ve fibronektin bilesenleri taklit edilerek
hiicreler i¢in daha biyomimetik bir mikrogevre olusturulmasi amaglanmistir. Bu sebeple PA-
GFOGER ve PA-RGDS peptit amfifillerinin karistirilmasi ile ECM mimetik hidrojel elde
edilmesi planlanmistir. Zit yiiklii peptit amfifillerin yiikk miktarlarma gore hacimsel olarak
karigtirilmasi ile kendiliginden diizenlenme prosesinin indiiklenmesi olduk¢a giincel bir
yaklagimdir. Bu amagla -4 yiikli PA-GFOGER ile +1 yiiklii PA-RGDS peptit amfifilleri 1:4
hacimsel oraninda karistirilarak kendiliginden diizenlenmenin indiiklenmesi planlanmgtir.
ECM mimetik hidrojel (PA-GFOGER+RGDS) elde etmek i¢in PA-GFOGER ve PA-RGDS
peptit amfifilleri ayr1 ayr1 %2 (w/v) derisimde ultra saf suda ¢ozdiiriilmiis 100 mM NaOH
ile pH ayarlamasi yapildiktan sonra 1:4 hacim oraninda karistirilmistir. Jellesmenin
saglanmasi i¢in 48 gozlIii kiiltiir kab1 icine 100 pL peptit amfifil ¢ozeltisi eklenmis, lizerine
100 mM’lik CaClz ¢ozeltisinden 100 pL ilave edilmistir. PA-GFOGER+RGDS hidrojeli

basari ile elde edilmistir.

4.5.  Peptit Amfifil Hidrojelin Karakterizasyonu
Bu boliimde PA-GFOGER, PA-RGDS ve bu iki yapmnin karistirilmasiyla elde edilen PA-
GFOGER+RGDS (1:4) peptit amfifil hidrojelinin  karakterizasyonuna yonelik

gergeklestirilen ¢alismalar ve elde edilen sonuglar sunulmustur.

4.5.1. Zayiflatilmis Toplam Yansima Fourier Doniisiimlii Kiz1lotesi Spektroskopisi
(ATR-FTIR) Analizi

Peptit kullanilarak olusturulan malzemelerin birincil ve ikincil yapilari, elde edilen son
iirliniin morfolojisi agisindan 6nemli bir faktordiir. Bu olusumlar1 degerlendirmek i¢cin FTIR

analizi yapilmis ve elde edilen sonuglar Sekil 4.26 *da sunulmustur.
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Sekil 4.26. Peptit amfifillere ait FTIR spektrumlari.

Sekil 4.26°da verilen FTIR spektrumlari incelendiginde, 3290 - 3280 cm™ araligindaki amid
A (proteinlerdeki N-H gerilmesi) ve 1625-1630 cm? arahginda goriilen amid I
(proteinlerdeki C=0O gerilmesi) bantlar1 peptit amfifillerin B-tabaka iizerinden nanofiber
yapilar1 olusturdugunu gostermektedir. PA-RGDS 6rneginde 1720 cm™ dalgasayisinda
goriilen pik palmitik asitin C=0 titresim bandina aittir. Bununla birlikte, 2 peptit amfifilin
karistirilmasiyla elde edilen PA-RGDS+GFOGER 6rneginde 1690 cm™ dalgasayisinda pik
goriilmemesi bu karigim i¢inde PA-RGD molekiillerinin B-tabaka yapisi sayesinde paralel
diizen olusturdugunu gostermektedir [161]. Ayrica 2920 cm™ dalgasayisindaki —CH gerilim
piki ise, alkil gruplarmm birbirlerine yakin olacak sekilde yigin olusturup nanofiberlerin i¢
kisminda bulunduklarin1 géstermektedir [162]. ATR-FTIR analizinden elde edilen sonuglar,
literatiir ile uyumlu sekilde hidrofobik uglarin nanofiberlerin i¢ kisminda, hiicrelerle ilk
karsilagmay1 saglayacak biyoaktif epitop olan RGDS’nin ise nanofiberlerin dis kisminda yer

alarak peptit amfifillerin arzu edilen sekilde sentezlendigini gostermistir [160, 163].

4.5.2. Dairesel Dikroizm (CD) Analizi
Peptit molekiillerinin ikincil yapilar1 ve molekiiler oryantasyonu CD analiziyle incelenmis

ve elde edilen sonuglar Sekil 4.27°de sunulmustur. PA-RGDS ve PA-GFOGER+RGDS (1:4)
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orneklerine ait CD spektrumlara gore, 220 nm dalga boyundaki genis negatif bant ve 201
nm’deki biiylik pozitif bant, molekiillerin kalsiyum eklenmesi sonrasi [-tabaka

yapilanmasinda oldugunu gostermektedir [160, 164].
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Sekil 4.27. Peptit amfifillere ait katlanma grafigi

Kolajen-mimetik peptit amfifillerin ti¢lii-sarmal yapis1 200 nm'de biiyiik negatif bir pik ve
yaklasik 220 nm'de pozitif bir pik ile karakterize edilen spesifik bir CD spektrumunu
sergiler. Sekil 4.27°de verilen PA-GFOGER’e ait CD spektrumuna bakildiginda 220 nm
civarinda pozitif pikin goriilmemesi yapmin {i¢lii sarmal olarak diizenlenmedigini
gostermektedir [10]. Sundar ve ark. kolajen mimetik peptit amfifili NasPOs, Jingnan ve ark.
ise NH4OH kullanarak indiiklediginde kolajenin karakteristik sarmal yapiya ulastigimni
gostermistir [10, 114]. Tez kapsaminda ECM mimetik peptit amfifil elde edilmeye
calisilmis ve bu peptit amfifilin Ca?* iyonlar1 varh@mda hidrojel yapiya ulagmas: temel
alindig1 icin sodyum fosfat tuzu kullanilmamigstir. Kolajen mimetik peptit amfifil ile
fibronektin mimetik peptit amfifilin karigimi ile olusturulan hidrojelde B-tabaka yapilanmasi

Ca?* iyonlar1 varliginda goézlenmistir.
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4.5.3. Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM) Analizi
Kendiliginden diizenlenen peptit amfifillerin fiber yapisi TEM analizleriyle de incelenmistir.

Elde edilen goriintiiler Sekil 4.28”de verilmistir.

Sekil 4.28. Peptit amfifillerin TEM goriintiileri. (a—c) PA-RGDS; (d-f) PA-GFOGER; (g-1)
PA-GFOGER+RGDS (1:4).

TEM analizi sonucu, kalsiyum iyonu varliginda kendiliginden diizenlenen PA-RGDS
nanofiberlerin 11.0+2.6 nm c¢apinda ve yiizlerce nanometre uzunlugunda oldugu
goriilmektedir (Sekil 4.28 a-c). PA-GFOGER nanofiberlerin ise 9.0£1.6 nm ¢aplarinda
olduklar1 goriilmektedir (Sekil 4.28 d-f). Literatiirde PA-GFOGER peptit amfifilleri ile
yapilan ¢alismalarda, kendiliginden diizenlenme NH4OH ve NasPOs gibi bazlarla
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indiiklendiginde olusan fiberlerin 16 nm capta oldugu bildirilmistir. Bu ¢ap degerleri bizim
calismamizda elde edilenden daha yiiksektir [10]. Fiberlerin uzunluklari karsilastirildiginda
ise PA-GFOGER nanofiberlerinin PA-RGDS fiberlerine gore daha kisa oldugu gorilmiistiir.
PA-GFOGER+RGDS (1:4) nanofiberlerine ait TEM goriintiileri fiberlerin 10.0£1.3 nm
capinda ve mikrometrelerce uzunlukta oldugunu gostermektedir (Sekil 4.28 g-h). Peptit
karisimma ait orneklerde cap degerleri homojen bir dagilim gostermekle birlikte PA-
GFOGER nanofiberlerdekinden daha biiyiik, PA-RGDS nanofiberlerdekinden ise daha
kiigtiktiir. Fiber uzunluklar1 karsilastirildiginda ise peptit karisimma ait 6rneklerde fiber
uzunlugunun PA-GFOGER’dekinden daha biiyiik oldugu goriilmiistiir. Bu durum yapiya
katilan PA-RGDS peptit amfifilin karisimin yapisina katildigin1 ve f-tabaka tipi hidrojen

baglart ile fiberlerin uzamasini sagladigmi kanitlar niteliktedir [10].

Peptit amfifillerle gerceklestirilen ¢alismalarda, hiicre dist matris (ECM) yapisini taklit
ederken fiber yapilarmm elde edilmesinin yaninda 6nemli olan bir diger nokta, ECM
bilesenlerinin hiyerarsik organizasyonunun saglanmasidir. Dogal ECM yapisinda kolajen
fibriller diizenlenerek (birleserek) biiylik kolajen fiberlerini olusturmaktadwr. TEM
goriintiileri PA-GFOGER (Sekil 4.28 e ve f) ve PA-GFOGER+RGDS (1:4) (Sekil 4.28 e ve
f) orneklerinden nanofiberlerin birleserek fiber demetlerini olusturdugunu gostermektedir
(Sekil 3-h ve 1). PA-GFOGER igin fiber demetlerinin 75-100 nm araliginda ¢apa sahip
oldugu, bununla birlikte PA-GFOGER+RGDS (1:4) 6rneginde olusan demetlerin daha ince

oldugu goriilmiistiir.

4.5.4. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi
PA-RGDS ve PA-GFOGER+RGDS (1:4) hidrojellerinin morfolojisi, fiber yapist ve
organizasyonunu incelemek i¢in SEM analizi yapilmistir. PA-GFOGER ile stabil bir jel

yapisi elde edilemedigi i¢in bu 6rnege SEM analizi yapilamamustir.

Hidrojeller in vitro kiiltiirlerde difiizyon kisitlamalarina sebep olmayacak gézenek yapisina
ve mekanik 6zelliklere sahip olmalidir. Bu gereklilikler, kiiltiir ortaminda bulunan besinlerin
ve oksijen gibi bilesenlerin hiicrelere yeterince ulastirilabilmesi ve atik maddelerin
hiicrelerden uzaklastirilabilmesi agisindan onemlidir. SEM goriintiileri incelendiginde PA-
RGDS hidrojelinin ortalama 57+8 nm ¢apa sahip fiberlerden olusan ags1 yapiya sahip oldugu
gorilmiistir (Sekil 4.29 a-c). PA-GFOGER+RGDS (1:4) hidrojelinde ise 70+12 nm
capindaki fiberler agsi yapiyr olusturmaktadir (Sekil 4.29 d-f). PA-GFOGER+RGDS
orneklerinde PA-RGDS’in yapisina PA-GFOGER’in katilmasi fiber demetlerinin daha
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diizenli bir sekilde olugsmasmi saglamistir. Elde edilen hidrojeller, yliksek gozeneklilige ve

yiizey alant/hacim oranina sahip oluslar1 ile dogal ECM yapisina benzerlik gostermistir.

Sekil 4.29. Hidrojellere ait SEM goriintiileri: PA- RGDS: a) 10000, b) 20000X, c) 30000X;
PA-GFOGER+RGDS (1:4): d) 10000X, €) 20000X, f) 30000X.

4.5.5. Reolojik Analiz

Hidrojellerin mekanik 6zellikleri hidrojel igine enkapsiile edilen hiicre davranisini dogrudan
etkilemektedir. PA-RGDS ve PA-GFOGER+RGDS hidrojellerinin  viskoelastik
ozelliklerinin belirlenmesi ve ¢apraz baglanmis ags jel yapinin ii¢ boyutlu karakteristiginin
tanimlanmasi icin reolojik analiz yapilmis, 0-10 rad/s araliginda degisen frekansta yapilan

dinamik 6l¢timler sonucu depolama modiilii ve kayip modiil belirlenmistir.

Depo modiilii (G’) bir malzemenin depoladigi enerji miktarimi ifade etmekte ve elastik
gerilimin gerinime orani seklinde hesaplanmaktadir. Kayip modiil (G*’) ise bir dongii i¢inde
malzemenin kaybettigi enerjiyi ifade etmekte ve depo modiiliinden farkli olarak viskoz
gerilimin gerinime orantyla hesaplanmaktadir [165, 166]. Depo ve kayip modiil degerleri
genel olarak diisiik viskoziteli sistemlerin elastik ve viskoz gerilimlerinin diisiik olmasi
sebebiyle diisiik viskoziteli sistemlerde daha diisiik ¢ikarken jellesme arttikca bu degerler de
artmaktadir [167]. Sekil 4.30°da yer alan grafiklerde tiim gruplarm salinim frekansi arttik¢a
depo modiil degerleri artmaktadir. Hidrojel gruplarinda, frekans arttik¢a depo modiiliinde
gozlenen artisin, kayp modiildeki artisa gére daha fazla oldugu belirlenmistir. G’>G”’
oldugu durumda malzeme viskoelastik 6zellik gostermedir [166]. Dolayisiyla tiim gruplarn

viskoelastik karaktere sahip olduklar1 gosterilmistir.
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Sekil 4.30. Capraz baglanan peptit amfifillerin depo modiilleri (G”) ve kayip modiilleri (G’’):
(a) %1’lik (w/v) PA-RGDS, (b) %2’lik (w/v) PA-RGDS, (c) %2’lik (w/v) PA-
GFOGER+RGDS (1:4), (d) %1°lik (w/v) PA-GFOGER+RGDS (1:4).

Gruplar1 kendi i¢inde degerlendirdigimizde en kararli jel yapis1 %2’lik (w/v) PA-RGDS
orneginde gorilmiistiir. PA-RGDS hidrojel 6rneklerinde peptit konsantrasyonu azaldikga
reolojik Ozelliklerinde azalma goriilmiistiir. Fibronektin mimetik peptit amfifile kolajen
katkilamasi yapinin depo modiiliinde azalmaya sebep olmustur. Depo modiiliine gore
hidrojelleri en yiiksekten en diisiige dogru siralayacak olursak; siralama %2’lik (w/v) PA-
RGDS, %1’lik (w/v) PA-RGDS, %2’lik (w/v) PA-GFOGER+RGDS (1:4), %1’lik (w/v)
PA-GFOGER+RGDS (1:4) seklindedir (Sekil 4.31).
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Sekil 4.31. Hidrojellerin depo modiilii karsilagtiriimasi. Kirmizi noktalar: %2’lik (w/v) PA-
RGDS; siyah noktalar: %]1’lik (w/v) PA-RGDS, yesil noktalar: %2’lik (w/v) PA-
GFOGER+RGDS (1:4), mavi noktalar: %1°lik (w/v) PA-GFOGER+RGDS (1:4).

4.6. Sferoidlerin Hiicre Kiiltiir Cahismalari

4.6.1. Besin Ortaminin Belirlenmesi

Kokiiltiir ¢aligmalarinda kullanilan besin ortaminin, her hiicre tipi i¢in gereken canliligi ve
islevselligi saglamas1 gerekmektedir. Karaciger organoidlerinin gelistirilmesi i¢in
kullanilacak en uygun 6zelliklere sahip ortamin belirlenmesi i¢in 1:1 oraninda karistirilan
HepG2 ve HUVEC hiicreleri; DMEM, PRMI ve bu iki ortamin 1:1 oraninda karistirilmasi
ile elde edilen besin ortamlarmda 5 giin kiiltiir edilmis ve kullanilan besin ortaminin hiicre
mitokondriyal aktivitesine olan etkisini belirlemek igin MTT analizi yapilmistir. Sekil
4.37°de sunulan analiz sonuglarma gore HepG2 ve HUVEC hiicrelerinin DMEM besin
ortaminda aktivitesinin daha fazla oldugu goriilmektedir. DMEM besin ortamindaki
hiicrelerin kiiltlirtin 5. giiniindeki aktivitesi incelendiginde, RPMI besin ortamma gore
istatistiksel olarak cok anlamli (p<0.01) ve DMEM+RPMI besin ortamina gore ise
istatistiksel olarak anlamli derecede (p<0.05) farkli oldugu bulunmustur. Bu sebeple DMEM

besin ortaminin kullanilmasina karar verilmistir.
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Sekil 4.32. Hiicrelerin farkli besin ortamlari iginde mitokondriyal aktiviteleri (n=3 * p<0.05,

** p<0.01 istatistiksel onemi temsil etmektedir).

Insan viicudunda damarlanma, ¢oklu sinyal yolaklarm farkli biyosinyal molekiiller ile
indiiklenmesi ile ger¢ceklesmektedir. Doku mithendisligi teknikleri ile gelistirilen dokularda
vaskiilarizasyonun saglamak igin damarlanma prosesinde yer alan bilesenlerin besin
ortamina eklenmesi gerekmektedir. Damarlanmay1 indiikleyen biiyiime faktérleri DMEM
besin ortami igine eklenerek en uygun besin ortami belirlenmistir. Besin ortamimin
vaskiilarizasyon {tizerine etkisi Matrigel® iizerinde tiibiiler yapt olusum analizi ile

incelenmistir.

Sekil 4.33. Tiibiiler yap1 olusum analizi 24. saat optik mikroskop goriintiileri: a) DMEM; b)

%2 (v/v) FBS igeren vaskiilarizasyon ortami; ¢) %10 (v/v) FBS igeren vaskiilarizasyon

ortami.
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Matrijel tizerinde kiiltiire edilen HUVEC hiicrelerinin farkli besin ortamlarindaki kiiltiiriiniin
24. saatinde aliman optik mikroskop goriintiilerinden sadece %2 (v/v) FBS iceren
vaskiilarizasyon ortaminda kiiltiire edilen hiicrelerde tiibiiler yap1 olusumu goézlenmistir
(Sekil 4.33 b). DMEM (biiyiime faktorii icermeyen biiyiime ortami) (Sekil 4.33 a) ve %10
(v/v) FBS igeren vaskiilarizasyon ortaminda (Sekil 4.33 c¢) hiicrelerin tiibiiler
organizasyonuna iligkin bir olusum gozlenmemistir. Huttala ve ark. besin ortami
bilesenlerinin tiibliler yap1 olusumuna olan etkisini incelemek i¢in yaptiklari ¢aligmada
yiiksek serum iceriginin tiibliler yapida kiriklar meydana getirdigini bu sebeple kiiltiir
ortaminin diisiik oranda serum i¢ermesinin ya da insiilin-transferrin-sodyum selenit ya da
albiimin gibi besin ortami katki bilesenlerinin kullaniminin vaskiilarizasyon i¢in daha iyi
sonug verdigini gostermistir [168]. Biiyiime faktori ve %10 (v/v) FBS igeren ortamda
kiiltiire edilen hiicrelerde ise 16. saatte kadar tiibiiler organizasyon gozlemlenmesine ragmen
ilerleyen saatlerde hiicreler toplanmistir ve 24. saatte bu yapilarin bozuldugu goriilmiistiir.
Tibiiler organizasyonun bozulmasinin nedeni yapidaki yiiksek FBS icerigi olup elde edilen
bu sonug literatlir ile uyumludur. Bu analiz sonuglarindan yola ¢ikarak hiicre kiiltiir

calismalarina Cizelge 4.3’de verilen bilesimde devam edilmistir.

Cizelge 4.3. Besin ortamu bilesenleri

Bilesen Miktar
DMEM % 93 (V/V)
FBS % 2 (VIV)

L glutamin 4 mM

rh VEGF 5 ng/mL

rh EGF 5 ng/mL

rh FGF basic 5 ng/mL

rh IGF 15 ng/mL
Heparin siilfat 0.75 Units/mL

Hidrokortizon
Askorbik asit

1 pg/mL
50 pg/mL

100 birim/mL penisilin-100 uL/mL streptomisin % 1 (VIV)

4.6.2. Durgun Hiicre Kiiltiir Cahsmalar

Peptit amfifillerin organoid gelisimine etkisini incelemek icin %2’lik (w/v) PA-
GFOGER+RGDS (1:4) hidrojeli ile enkapsiile edilerek 10 giin durgun kiiltiir calismalari
yuriitiilmiistiir. Hiicrelerin canliliklart MTT analizi, islevselligi ise albiimin ve iire salim

miktarlarmin analizi ve gen ifadeleri icin RT-PCR analiziyle incelenmistir.
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PA-RGDS ve PA-GFOGER peptit amfifil ¢ozeltileri %2 (w/v) konsantrasyona sahip olacak
sekilde distile suda ¢oziilmiistiir. Cozeltilerin pH degeri 0.1 M NaOH ve 0.1 M HCl ile 7.4°¢
ayarlanmistir. Sterilizasyon 30 dk UV 151k altinda gerceklestirilmistir ve sonrasinda peptit
amfifil ¢ozeltileri 1:4 oraninda (PA-GFOGER: PA-RGDS) karistirilmistir. Bes giinliik

kiiltiir sonunda yiizeyden toplanan sferoidler steril peptit amfifil karigimi ile karigtirilmastir.

Hiicreli peptit amfifillerden 100 pL alinarak, karisim 100 sferoid/6rnek olacak sekilde 24
gozIli kiiltiir kabinin gozlerine dagitilmistir. Sonrasinda gozlere 100 uL 100 mM CaCl»
cozeltisi eklenerek ¢apraz baglanma saglanmistir. Sekil 4.34’te capraz baglanma sonrasi
sferoidlerin goriintiisti bulunmaktadir. Sferoidlerin peptit amfifil ile enkapsiilasyonundan
sonra 0,01 mM CacCl:> igeren vaskiilarizasyon ortaminda kiiltiirti gergeklestirilmistir. Besin
ortami icindeki Ca?* iyonlar1 peptit amfifillerin ¢apraz baglanmasmi ve kiiltiir boyunca
kararlhh kalmasini saglamistir. Her {i¢ glinde bir ortam degisimi yapilarak kiiltiire devam

edilmistir.

Sekil 4.34. Sferoidlerin PA-GFOGER+RGDS hidrojeline enkapsiilasyon sonrasi goriintiisii.

4.6.3. Sferoidlerin Durgun Kiiltiir Analizleri
4.6.3.1. Proliferasyonun Belirlenmesi

Gelistirilen hidrojelin hiicre c¢ogalmast ve canliligmma olan etkisinin incelenmesi igin
sferoidler hidrojel iceren (PA-S) ve igermeyen (S) ortamlarda durgun olarak kiiltiire
edilmistir. Gergeklestirilen MTT analizinden elde edilen sonuglar durgun kosullar altinda
hiicrelerin 10 giinliik kiiltiir boyunca canliligin1 devam ettirdigini gostermistir (Sekil 4.35).
Peptit amfifil hidrojel i¢indeki sferoidlerin mitokondriyal aktivitesinin 4. giinden itibaren
artt1ig1 ve hidrojel icermeyen kontrol grubuna gore 6zelikle 7. ve 10. giinlerde istatistiksel
olarak anlamli bir fark ile daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu sonug sferoidlerin ECM

benzeri bir matris olmadan da canliliklarini siirdiirdiiklerini, ancak aktivitenin artmasi igin
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ECM benzeri yapiya ihtiyag duydugunu gostermektedir. Ayrica elde edilen sonuglar
gelistirilen hidrojelin karaciger modeli iiretmek i¢cin uygun bir malzeme oldugunu

kanitlamaktadir.
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Sekil 4.35. Sferoidlerin hidrojelli (PA-S) ve hidrojelsiz (S) olarak durgun hiicre kiiltiiriinde
mitokondriyal aktivitenin zamana bagl degisimi (n=3 ** p<0.01, *** p<0.001 istatistiksel

Oonemi temsil etmektedir).

4.6.3.2. Albumin Salimi

Gelistirilen ECM benzeri hidrojel yapismin hepatosit fonksiyonlar1 iizerine etkisini
aragtirmak i¢in sferoidlerden besin ortamina salinan albumin miktar1 6zgiil antijen-antikor
arasindaki reaksiyona dayanan ELISA analizi ile Slciilmiistiir. Besin ortamma salinan

albumin miktar1 kalibrasyon grafigi (EK 1) kullanilarak hesaplanmistir.

Sferoidlerin durgun kosullardaki kiiltiiriiniin kiimiilatif albumin salim miktarlar1 Sekil
4.36’da sunulmustur. Elde edilen sonuglar, tiim gruplarda albumin miktarinin giinlere bagl
olarak dogrusal bir sekilde arttigin1 ve 7. giiniin sonunda hidrojel ile enkapsiile edilen
sferoidlerin 416+40 ng/uL, hidrojelsiz sferoidlerin ise 1444492 ng/uL’ye ulastigmni
gostermektedir. Sferoidlerin hidrojelsiz kiiltiiriinde albumin salim degerleri tiim giinler i¢in

istatistiksel agidan ¢ok 6nemli bir farklilikla hidrojelli kiiltiirden ytiksektir.

Bir hiicrenin albumin salim miktarin1 karsilastirmak i¢in salman albumin miktar1t MTT

analizi ile normalize edilmis ve sonuglar Sekil 4.37°de verilmistir. Elde edilen verilere gore
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sferoidler ile hidrojelli sferoidler arasinda 1. giin biiyiik bir fark gozlenmistir (p<0.001).
Basglangicta ayni1 say1 ile baslanan kiiltiirde ilk giin hiicre canliliklar1 ayni olmasina ragmen
albiimin salim miktarinda 1 giinde bu kadar fark olugsmasinin sebebi hidrojel ile enkapsiile
edilen sferoidlerin mikrogevreye adapte olmasindan ve/veya sferoidlerden salinan albumin

miktarmin hidrojelde tutuklu kalmasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.
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Sekil 4.36. Sferoidlerin hidrojelli (PA-S) ve hidrojelsiz (S) olarak durgun kiiltiirtinde
kiimiilatif albumin salim degerlerinin karsilastirilmasi (n=3 ***p<0.001 istatistiksel 6nemi

temsil etmektedir).

Hidrojelsiz sferoidlerde 1.gilin ile 4. arasinda hiicre basma salinan albumin miktarinda artig
gbdzlenmistir (p<0.001). Hidrojelli sferoidlerin 1.giin ile 4. giin arasinda hiicre sayisinda artis
olmamasina ragmen bir hiicrenin sentezledigi albumin miktarinda artis gerceklesmis olmasi
sferoidlerin kiiltiiriin ilk glini kiiltiire adapte oldugunu ve sonrasinda albumin sentezini
arttirdigin1  gostermektedir. Hiicre sayilar1 ve kiiltiir kosullari ayni olmasma ragmen,
hidrojelli sferoidlerde bir hiicrenin salgiladigi albumin miktarinm hidrojelsiz sferoidlerden
anlamli dl¢lide diisiik olmast salinan albiiminin jel i¢inde hapsoldugunu gosterir (p<0.001).
Chan ve ark. mikroakiskan cihaz kullanarak irettikleri aljinat ve aljinat-kolajen hidrojeleri
ile enkapsiile edilmis HepG2 sferoidlerde albumin gibi biiyiik proteinlerin hidrojelden
diflizyonunun daha yavas oldugunu bildirmistir [169].
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Hidrojelli sferoidlerin kiiltiiriin 4. giinii ile 7. giinii arasinda hiicre basina salgiladigi albumin
miktarinda arasinda diisiis gézlenmistir (p<0.01). MTT sonuglarina baktigimizda 4. giinden
7. gline kadar hiicreler aktif olarak cogalmistir. Sferoidlerin kiiltiir boyunca hiicre sayisi
degerlerinde anlamli bir fark goézlenmezken kiiltiiriin 4. giinii ile 7. giinii arasinda bir
hiicrenin salgiladig1 albumin miktar1 ¢ok anlamli bir sekilde artmustir (p<0.001). Tim

sonuglar hiicrelerin ¢ogalirken farklilagmis islevlerini azalttigini1 géstermektedir.
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Sekil 4.37. Sferoidlerin hidrojelli (PA-S) ve hidrojelsiz (S) olarak durgun kiiltiiriinde MTT
analizi ile normalize edilmis albiimin saliminin zamana bagh degisimi (n=3 ***p<0.001

istatistiksel 6nemi temsil etmektedir).

4.6.3.3. Ure Salimi

Gelistirilen ECM benzeri hidrojel yapismin hepatosit fonksiyonlar1 iizerine etkisini
arastirmak i¢in sferoidlerden besin ortamina salinan iire miktar1 kalorimetrik iire kiti ile

Olclilmiistiir. Besin ortamima salinan lire miktar1 kalibrasyon grafigi (EK 2) kullanilarak

hesaplanmistir.

Sekil 4.38’de verilen sferoidlerin durgun kosullardaki kiiltiiriiniin kiimiilatif iire salim
grafiginde, tlim gruplarin iire salim miktarinmn giinlere bagl olarak dogrusal bir sekilde
arttig1 ve 7. gliniin sonunda hidrojelli sferoidlerde 2086+18 nmol/mL, normal sferoidlerde
ise 2027440 nmol/mL’ye ulastig1 gostermektedir. Sferoidlerin ECM benzeri mikrogevrede
kiiltlir edilmesi kiimiilatif tire miktar1 lizerinde anlamli bir fark olusturmamistir. Fakat
sferoidlerin hidrojeller ile enkapsiilasyonunun hiicre canliligin1 anlamli bir sekilde arttirdigi
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g6z Oniine alindiginda bir hiicrenin sentezledigi iire miktarini hesaplamak i¢in sonuglar MTT

analizi ile normalize edilmis ve Sekil 4. 39°da verilmistir.
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Sekil 4.38. Sferoidlerin hidrojelli (PA-S) ve hidrojelsiz (S) olarak durgun kiiltiiriinde

kiimiilatif tire salima.
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Sekil 4.39. Sferoidlerin hidrojelli (PA-S) ve hidrojelsiz (S) olarak durgun kiiltiirinde MTT

analizi ile normalize edilmis {lire salimmin zamana bagli degisimi (n=3 ***p<0.001

istatistiksel onemi temsil etmektedir).

Hidrojelli ve hidrojelsiz sferoidlerde bir hiicreden salinan iire miktarlar1 arasinda 1. ve 4. giin

icin anlaml bir fark bulunmamustir. Fakat 7. giin {ire salim miktarlar1 arasinda hidrojelli

sferoidlerde ¢ok anlamli derecede diisiis gézlenmistir. Elde edilen bu sonug salinan albiimin
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miktarina benzer profil sergileyerek 7. giinde hidrojelli sferoidlerin ¢ok anlamli bir farkla
proliferasyona gitmesi ile iligkilendirilmistir.

4.6.3.4. Bagil Gen Ifadelerinin Belirlenmesi

Gelistirilen karaciger organoidlerinin islevselligini gen ifadesi diizeyinde incelemek icin
RT-PCR analizi gerceklestirilmistir. Bu ama¢ dogrultusunda HepG2 hiicrelerinde ilag

biyotransformasyonunun gerceklestigi metabolik yol izinde yer alan CYP1A2, CYP 2E1 ve
ALBUMIN genleri icin bagil gen ifadeleri belirlenmistir.

Sferoidlerin hidrojel iginde kiiltiirii sonucunda ALBUMIN gen ifadesine ait sonuglar Sekil

4.40’da sunulmaktadir.
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Sekil 4.40. Sferoidlerin hidrojelli (PA-S) ve hidrojelsiz (S) durgun kiiltiiriinde ALBUMIN,
CYP1A2 ve CYP2E1l gen ifadelerinin zamanla degisimi (n=3 * p<0.05, ** p<0.01

istatistiksel onemi temsil etmektedir).

Sferoidlerin ilk giin ALBUMIN gen ifadeleri benzer &zellik gdstermistir. Hidrojel ile
enkapsiile edilmis sferoidlerin ALBUMIN gen ifadelerinde 7. giinde onemli bir artis
gozlenmesine ragmen bu artigin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriilmistiir. Hidrojelli
orneklerde besin ortamina salinan albimin miktar1 hidrojelsiz sferoidlere gore ¢ok diisiik
olmasina ragmen gen ekspresyonu agisindan anlamli bir fark goriilmemesi; albiiminin besin

ortamina salinmasinda hidrojelin bariyer olusturdugunu kanitlamaktadir.
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[lag metabolizmasinda gérev alan cyp2E1 ve cyplA2 enzimleri faz 1 reaksiyonlarnda
etkilidirler. Bu metabolik enzimlerin mRNA diizeyleri karaciger hiicrelerinin islevselligi ile
dogru orantil1 olarak degisir. RT-PCR analizi sonuglar1 sferoidlerin 3 boyutlu ve heterojen
kiiltiiriine bagli olarak bu enzimlerin gen bolgelerini ifade ettigini gostermektedir. Hidrojel
ile enkapsiile edilen sferoidlerin CYP2E1 gen diizeyi 1. glinde anlamli bir fark ile hidrojelsiz
olanlara gore daha yiliksek bir ifade gosterirken, CYP1A2 bagil gen ifadesinde anlamli
farklilik 7. giinde goriilmistiir.

4.6.4. Dinamik Hiicre Kiiltiir Calismalar

Miihendislik tasarim ilkeleri ve tiretim yaklasimlar1 kullanarak organlarin fonksiyonel
unitelerini taklit eden 3B mikroakigkan hiicre kiiltlir sistemlerine “cip-iistii-organ” adi
verilmektedir. Perfiizyon sistemin bu ¢iplere entegrasyonu ile hiicrelerin canliligini devam
ettirebilmek igin ihtiyag duydugu oksijen ve besin maddelerinin ve test edilecek
kimyasallarin hiicrelere iletilmesi ve atiklarin hiicrelerden uzaklastiriimasinda viicuttaki
vaskiiler sisteme benzer sekilde gecgeklesir. Prosesin alt akimindan alinan 6rnekler dokunun

canlilig1 ve islevselliginin takip edilmesine olanak tanir.

Bu boliimde ¢ip tistii karaciger sistemi olusturulmus ve karakterizasyonu yapilan iglevsel
sferoidlerin hidrojelli ve hidrojelsiz mikrogevrede dinamik kiiltiir caligmalar yiirtitilmiistiir.
Durgun ve dinamik kiiltiir kosullarinin sferoid islevselligi tizerine etkisi albumin ve tire salim

miktarlarinin ve gen ifadelerinin analiziyle incelenmistir.
4.6.4.1. Cip-iistii-Karaciger Sisteminin Gelistirilmesi

Cip tstii karaciger sistemi; sirmga pompasi, PDMS ¢ipler, baglant1 elemanlar1 ve
rezervuardan olusturulmustur. Lamir akisli kabin i¢inde steril ortii {izerinde tiim baglanti
elemanlar1 steril olarak birbirine baglanmistir (Sekil 4.41 a). Bes giin dnceden iiretimi
gerceklestirilen sferoidler pipet yardimi ile ¢ip i¢ine (100 sferoid/cip) yerlestirilmis (Sekil
4.42) ve PDMS ¢ip perfiizyon hattina entegre edilmistir (Sekil 4.41 c¢). Siringalara besin
ortami yiiklemesi yapildiktan sonra siringa pompasina yerlestirilerek kiiltlir ortamimin
perfiizyon hattina dagitimi saglanmustir (Sekil 4.41 b). Literatiirde Bhise ve ark. 200 pL/sa
[3], Lee ve ark. 5 uL/dk [85], Kang ve ark. ise 3040 pL/sa [170], akis hizlarinda ¢aligmustir.
Literatlirde yer alan akis hizlar1 dahilinde 10 pL/dk akis hizinda calisilmasina karar
verilmistir. Fakat bu akis hiz1 sistem i¢in ¢ok yiiksek gelmis ve siirekli sizmalar yasandigi
icin perflizyon biyoreaktor ¢alismalar1 5 pL/dk hiz ile yiiriitiilmiistiir. Siringa pompasi ile
kiiltiir ortamu sisteme verildiginde ortam doku ¢ipinden gecerek rezervuarda (ters ¢evrilmis

luer uclu siringada) toplanmistir. Doku ¢ipi ve ortam rezervuarinin inkiibatore yerlestirilmesi
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ile kontrollii ¢evre kosullarinda (37°C, %5 CO2) in vitro kiltir caligmalari

gerceklestirilmigtir.

Sekil 4.41. Cip istii karaciger sisteminin kurulmasi a) Laminar akisli kabin iginde
sferoidlerin ¢ip icine yerlestirilmesi ve steril sistem elamanlarinin birlestirilmesi b)
Kontrollii akis saglayan siringa pompasmin sisteme entegrasyonu c) Sferoidleri igeren

PDMS ¢ipin sabitlenerek inkiibatorde kiiltiirti.

Sekil 4.42. Karaciger ¢ipinin optik mikroskop goriintiileri: a) Cip doku odasinin {istten
goriintiisii, b) Cip i¢ci kanallarin ve siitunlarin goriintiisii, c) Kanallara yerlesmis sferoidlerin

goruntusu.
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Hidrojel igeren sferoidlerin perfiizyon kiiltiir ¢alismalarinda bir ¢ip icin 50 pL PA-
GFOGER+RGDS (1:4) peptit amfifil ¢ozeltisi 100 adet sferoid ile karistirilmis ve pipet
yardim1 ile PDMS ¢ip kanalina ekimi gerceklestirilmistir. Sferoidlerin kanallara
yerlestirilmesinden sonra 0.010 mM CaCl, igeren vaskiilarizasyon ortaminda Kkiltiirti

gergeklestirilmigtir.

Hidrojelin varliginda dolay1 kanallarda tikanma ve basing ylikselmeleri gerceklestigi icin
baglant1 elemanlarindan sizmalar meydana gelmistir. Kiiltiirin belirli giinlerinde ti¢ yonlii
vana vasitasi ile alt akimdan albumin ve tire miktar1 analizi i¢in 6rnek alinmig, ancak
sistemin isleyisinde yasanan aksakliklar nedeniyle bu 6rneklerin giivenirligi diismiistiir. Bu
sebeple hidrojel ile enkapsiile edilmis sferoidlerin sadece RT-PCR analizi ile gen diizeyleri
belirlenmistir. Her sistem ¢ip dizayni ve hiicre sayisina bagl olarak hiicrelerin islevlerini ve
canliligmi koruyarak c¢ogalmayi destekledigi optimum akis hizina sahiptir. Yapilacak

modellemeler ile bu akis hizlar1 6ngoriilerek deney tasarimi yapilmalidir.

4.6.5. Sferoidlerin Cip-iistii-Karaciger Sisteminde Dinamik Kiiltiirii Analizleri
4.6.5.1. Albumin Salimi

Perflizyon kiiltiir kosullarinin besin ortamina salinan albumin miktarina etkisi durgun kiiltiir
ile karsilastrmali olarak Sekil 4.43’te sunulmustur. Sferoidlerin durgun ve dinamik
kosullardaki albumin salim miktarlar1 kiimiilatif olarak artmis ve 7. giiniin sonunda
perfiizyon kiiltiirdeki sferoidlerden 2023+409 ng, statik kiiltiirdeki sferoidlerden ise
1444492 ng albumin salimmistir. Perflizyon kiiltiirde salman albumin miktar1 durgun

kiiltiirden fazla olmasma ragmen bu fark istatistiksel olarak anlamli degildir.
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Sekil 4.43. Sferoidlerin perfiizyon ve statik kiiltiirinde kiimiilatif albumin salimlarinin

karsilagtirilmast.

106



4.6.5.2. Ure Miktarinin Belirlenmesi

Dinamik ve statik kosullarda kiiltiirii yapilan sferoidlerin sentezleyerek besin ortamina
salgiladiklar1 {ire miktar1 kiimiilatif olarak Sekil 4. 44’te verilmistir. Grafikte perflizyon
kiiltiirtin durgun kiiltiire gore iire sentezlemesini oldukga yiiksek bir diizeyde indiikledigi
goriilmektedir (p<0.001). Perflizyon kiiltiir kiimiilatif {ire miktar1 degerlerinde glinler
arasinda da ¢ok anlaml diizeyde artis gdzlenmistir (p<0.001). Ayni artig benzer sekilde
statik kiiltiiriin giinleri arasinda da ger¢eklesmistir (p<0.001).
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Sekil 4.44. Sferoidlerin perfiizyon ve statik kiiltiirti kiimiilatif tire salim1 (n=3 ***p<0.001

istatistiksel 6nemi temsil etmektedir).
4.6.5.3. Bagil Gen ifadelerinin Belirlenmesi

Gelistirilen ¢ip iistii karaciger sisteminde sferoidlerin 7 giinliik kiiltiirii sonunda 4ALBUMIN
gen ifadelerinin 1. ve 7. giindeki degisimi Sekil 4.45°te gosterilmistir.

Perfiizyon kiiltiirde 1. giinde ALBUMIN gen ifadesinin durgun kiiltiire gére anlamli derecede
yiiksek oldugu bulunmustur, bununla birlikte 7. giinde perfiize edilen ¢ipteki hiicrelerin gen
ifadesindeki azalma dikkat ¢ekmistir. Bu azalmaya akis hizinin neden oldugu kayma
kuvvetlerinin sebep olabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu sebeple perfiizyon kiiltiir ¢aligmalarinda
akis hiz1 optimizasyon ¢aligmalarmin yiriitiilmesine karar verilmistir. Kiiltiiriin 7. giiniine
ait ALBUMIN gen ifadesinde, durgun kiiltiir ile perfiizyon kiiltiir arasinda anlamli bir fark

olmadig1 bulunmustur.

107



ALBUMIN

5 Statik M Perfiizyon
*
‘B 4
3
=
= 3
Y
Qo
T 2
=
'
" 1
1 7
Zaman (Giin)

Sekil 4.45. Durgun ve perfiizyon kiiltiir kosullarinin sferoidlerin ALBUMIN gen ifadesi

iizerine etkisi (n=3 * p<0.05 istatistiksel onemi temsil etmektedir).

Dinamik ve statik kosullarda kiiltiire edilen sferoidlerin 1. ve 7. giinlerindeki CYP 2E1 gen
ifade diizeyleri incelendiginde (Sekil 4.46), dinamik kiiltiir kosullarinin gen ifade diizeylerini
anlaml olarak arttirdig1 goriilmiistiir (p<0.001). Ayrica statik kiiltliriin giinleri arasinda bir
karsilagtirma yapildiginda kiiltiiriin 7. giiniindeki gen ifadesinin 1. glinden anlamhi farkla
yiiksek oldugu goriilmiistiir (p<0.01). Benzer sekilde dinamik kiiltiir kosullar1 7. giin gen

ifadesinin 1. gline gore anlamli 6lglide arttig1 gorilmistiir (p<0.001).
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Sekil 4.46. Durgun ve perfizyon kiiltiir kosullarinin sferoidlerin CYP 2E1 gen ifadesi

iizerine etkisi (n=3 *** p<0.001 istatistiksel Onemi temsil etmektedir).
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Yapilan ¢aligmada amag hidrojel ile enkapsiile edilen sferoidlerin mikroakigkan sistem
icinde perfiizyon kiiltiirii ile karaciger ¢ipini gelistirmektir. Bu amagcla sferoidlerin hidrojelli
ve hidrojelsiz durgun ve perfiizyon kiiltiirii yapilmis ve 7. giiniin sonunda ALBUMIN, CYP
2E1 ve CYP 1A2 gen ifadeleri RT- PCR ile analiz edilmistir.

Yiiriitiilen calisma sonucunda hidrojel ile enkapsiile edilen sferoidlerde hem durgun hem de
perfiizyon kiiltiir kosullarinda hidrojelsiz kiiltiire gére daha fazla ALBUMIN gen ifadesi
oldugu gdzlenmistir (Sekil 4.47). Ozellikle perfiizyon kiiltiirde hidrojel ile enkapsiile edilen
sferoidlerin ALBUMIN gen ifadesinde hidrojelsiz sferoidlere gore istatistiksel olarak anlamli
diizeyde artis gozlenmistir. Bu farkin olusmasina yonelik olarak hidrojelin hiicreler igin
akisa ve kayma gerilimine koruyucu etki gostermesi ve sferoidlerin akis ile siipiiriilmesine
engel oldugu yorumu yapilmistir. Clinkii hidrojelsiz sferoidlerin perfiizyon kiiltiirii

sonucunda Sekil 4.45’te gosterildigi gibi artan giine baglh olarak azalma gorilmiistiir.
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Sekil 4.47. Sferoidlerin hidrojelli (PA-S) ve hidrojelsiz (S) durgun ve perflizyon kiiltiiriiniin
ALBUMIN gen ifadesi iizerine etkisi (n=3 *** p<0.001 istatistiksel onemi temsil
etmektedir).

Sekil 4.48°de yer alan grafikte tiim gruplar i¢in CYP 2E1 gen ifadeleri verilmistir. Perflizyon
kiiltiir, gen ifade diizeyini hidrojelli (p<0.001) ve hidrojelsiz (p<0.05) sferoidler icin
artirmugstir. Hidrojele enkapsiile edilen sferoidlerin perfiizyon kiiltiirii en yiiksek ekspresyon

diizeyi vererek diger gruplara gore anlaml 6lgiide fark olusturmustur (p<0.001).
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Sekil 4.48 : Sferoidlerin hidrojelli (PA-S) ve hidrojelsiz (S) durgun ve perflizyon kiiltiiriiniin
CYP 2E1 gen ifadesi lizerine etkisi (n=3 * p<0.05, *** p<0.001 istatistiksel dnemi temsil

etmektedir).

RT PCR analizi sonuglar1 tez kapsaminda ongoriilen hidrojelli sferoidlerin perflizyon
kiiltlirtiniin “¢ip-iistii-karaciger” olusturmak i¢in en uygun grup oldugunu kanitlamaktadir.
Fakat 5 pL/dk akis hizinda yiiriitiilen perfiizyon kiiltiir ¢alismalarinda ¢ip iginde meydana
gelen basmg yiikkselmelerine bagli olarak baglant1 elemanlarindaki sizma sistemin
kullanilabilirligini etkilemektedir. Sizint1 probleminin asilabilmesi igin gelistirilen ¢ipte akis

optimizasyonu yapilmasi gerekmektedir.
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GENEL SONUCLAR

Sunulan tez kapsaminda c¢ip iistii karaciger sistemi gelistirilmistir. Cip i¢in sferoidlerin

iiretimi ve karakterizasyonu yapilmistir. Fibronektin mimetik peptit amfifiller ile kolajen

mimetik peptit amfifillerden ECM mimetik peptit amfifil gelistirilmis ve hiicre kiiltiiri

calismalari i¢in optimizasyonu yapilmistir. Hidrojelli ve hidrojelsiz sferoidlerin durgun ve

dinamik kiltiiri gerceklestirilerek ilag tarama ve toksisite testleri i¢in kullanim

potansiyelleri incelenmistir. Tez kapsaminda elde edilen Onemli sonuglar asagida

Ozetlenmistir.

Karaciger modelini olusturmak i¢in karacigerin siniisoidinde yer alan hepatositler
icin HepG?2 hiicre hatt1 ve endotel hiicreleri igin HUVEC hiicre hatti se¢ilmis ve asili
damlacik yontemi ile sferoid iiretimi basariyla gerceklestirilmistir.

Sferoid olusumu icin gereken inkiibasyon siiresi optik mikroskop goriintiileri ile
takip edilmis ve 5 giinliik inkiibasyon siiresi sonunda kiiresel form kazandiklari
gorilmiistiir.

Steroidlerdeki iki farkli hiicre TCPS ylizeylerdeki lireme davranigi ve ikilenme
stresine bagli olarak 2:1 (HepG2:HUVEC) oraninda karistirilmasma karar
verilmistir.

Optik mikroskop goriintiilerinin Image J programinda analizi ile sferoid ¢aplar1 1000,
1500 ve 2000 hiicre i¢in sirasiyla 329443, 428445 ve 512+50 pm hesaplanmaistir.
Sferoid merkezinde nekrotik bdlge olusmamasi i¢in sferoid ¢ap1r 500 mikrondan
kiiciik olmalidir. Bu sebeple 1500 hiicre igeren sferoidler kullanimma karar
verilmistir.

Sferoidlerin canliligini incelemek i¢in canli-61lii boyamasi yapilmis ve biitiin gruplar
icin yiiksek canlilik elde edilmistir. Bununla birlikte hiicre sayis1 arttik¢a sferoid
merkezinde 6lii hiicrelerin arttig1 gézlenmistir.

Sferoidlerin morfolojisi incelemek i¢in yapilan SEM analizinde HepG2 sferoid ile
HepG2+HUVEC sferoidlerinin yiizeylerinin farkli oldugu goriilmiistiir. Ayrica dis
yiizeyinde gozlenen 2-3 pm ¢apindaki porlar karacigerdeki bile kanalciklari (1-3 pwm)
ile benzer 6zelliktedir.

Hepatositlerin  karacigere spesifik fonksiyonlar1 (albumin sentezi ve ilag
biyotransformasyonu) devam ettirdigi albumin ve cyp rediiktaz proteinlerinin

immiinofloresan boyanmasi ile gosterilmistir.
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Sferoidlerdeki HepG2 ve HUVEC hiicre organizasyonunu ve damarlanmayi
incelemek icin VWF boyamasi yapilmis ve konfokal goriintiilerinde HUVEC
hiicrelerinin HepG2 hiicrelerini ¢evreledigi goriilmiistiir. Bdylece HepG2 ile
HUVEC arasindaki kendiliginden diizenlenme ve hiicre siralanma prosesinin
gerceklestigini kanitlanmustir. Ayrica dis ylizeyden merkeze dogru 35 um
derinlikteki tiibiiler yapilar damarlanma oldugunu gostermektedir.

Yapilan analizler sonucunda 1500 hiicre igeren HepG2+HUVEC (2:1) sferoidlerin
damarh ve islevsel oldugu bulunmus ve tez kapsaminda bu sferoidler ile durgun ve
dinamik kiiltiir calismalarma devam edilmistir.

Sferoidlerin in vitro kiiltiirde hiicre canliliginin ve islevselliginin arttirilmasi igin
ihtiyag duydugu ECM yapisi PA-GFOGER ve PA-RGDS peptit amfifillerinden
olusturulmustur.

PA-RGDS (-1 yiikli) ve PA-GFOGER (+4 yiiklii) %2 (w/v) derisimde hazirlanarak
4:1 oranmda karistirilmis ve PA-GFOGER+RGDS peptit amfifil ¢ozeltisi elde
edilmistir. Peptit amfifiller 100 mM CacCl, ile ¢apraz baglanarak ECM-mimetik
hidrojel elde edilmistir.

ATR-FTIR analizi sonucu 1625-1630 cm-1 araliginda goriilen amid I (proteinlerdeki
C=0 gerilmesi) bantlar1 peptit amfifillerdeki nanofiber diizenlenmenin [-tabaka
ikincil yap1 lizerinden gerceklestigi sdylenebilir. Dairesel Dikroizm analizi 220 nm
dalga boyundaki genis negatif bant ve 201 nm’deki biiyiik pozitif bant, molekiillerin
kalsiyum eklenmesi sonrasi nanofiber diizenlenmenin [-tabaka oldugunu
kanitlanmistir. CD analiz sonucu ATR FTIR analizini desteklemistir.

TEM analizi sonucu elde edilen goriintiilerden PA-RGDS nanofiberlerin 11£2.6 nm,
PA-GFOGER nanofiberlerin ise 9+1.6 nm ve PA-GFOGER+RGDS (1:4)
nanofiberlerin 10+1.3 nm capa sahip olduklar1 goriilmiistiir. PA-GFOGER ve PA-
GFOGER+RGDS (1:4) hidrojellerin kendiliginden diizenlenme ve jellesme
sonrasinda birleserek 75-100 nm capa sahip fiber demetlerini olusturdugunu
goriilmiistiir. ECM mimetik peptit amfifil hidrojellerde goriilen bu davranis insan
viicudundaki ECM bilesenlerinin  hiyerarsik organizasyonu ile benzerlik
gostermektedir.

SEM goriintiileri incelendiginde PA-RGDS hidrojelinin ortalama 57+8 nm c¢apa
sahip fiberlerden, GFOGER+RGDS (1:4) hidrojelinde ise 70+12 nm ¢apindaki
fiberlerden olusan ags1 yapiya sahip oldugu goriilmiistiir. PA-GFOGER+RGDS

112



orneklerinde yapiya PA-GFOGER’in katilmasi fiber demetlerinin daha diizenli bir
sekilde olugmasini saglamistir. Ayrica SEM goriintiilerinden elde edilen ¢ap
degerleri TEM goriintiilerindeki fiber demetleri ile uyusmaktadir.

Hidrojellerin reoloji analizi sonucunda tiim Orneklerin viskoelastik karakterde
oldugu gorilmiistiir. Depo modiiliine gore hidrojeller; %2’lik (w/v) PA-RGDS >
%1’lik (w/v) PA-RGDS > %2’lik (w/v) PA-GFOGER+RGDS > %1’lik (w/v) PA-
GFOGER+RGDS olarak siralanir. Kolajen katkilamas1 depo modiiliinii diistirmiistiir.
Bu sebeple %2 (w/v) derisime sahip peptit amfifillerin kullaniminin uygun olacagina
karar verilmistir.

PA-GFOGER+RGDS hidrojeli ile enkapsiile edilen sferoidler durgun kosullarda
kiiltiri  yapilmistir. Hidrojelli sferoidlerin artan kiiltiir  giinlerinde hiicre
proliferasyonunu anlamli derecede artrmustir. Kiimiilatif albumin ve iire saliminda
hidrojel ile enkapsiile edilen sferoidlerden salinan 416+40 ng/uL ve 2086+18
nmol/mL iken sferoidlerin 1444492 ng/uL ve 2027440 nmol/mL olarak
hesaplanmistir. Albuminin besin ortamina saliminda hidrojelin diflizyon bariyeri
olusturdugu sonucuna varilmistir. Ure salim miktar1 agisindan gruplar arasinda
anlamli bir fark bulunamamustir. ALBUMIN, CYP1A2 ve CYP2E1 genleri i¢in bagil
gen ifadeleri RT-PCR analiziyle incelenmistir. ALBUMIN geni i¢in anlamli bir fark
bulunmazken CYP1A2 geni i¢in 7. giin CYP2E1 geni i¢in 1. giin gen ifadeleri
hidrojelli sferoidlerde anlaml1 artis gostermistir.

Cip uistli karaciger sistemi; siringa pompasi, kiiltlir ortam rezervuari, PDMS ¢ip ve
baglant1 elemanlarindan olusturulmustur. Sferoidler PDMS ¢ip igerisinde hidrojelli
ve hidrojelsiz olarak tek yonlii akis altinda ve 5 pL/dk akis hizinda 7 giinliik kiiltiiri
yapilmaistir.

Hidrojelsiz sferoidlerin dinamik kiiltiir kosullar1 altinda 7. giiniin sonunda 2023+409
ng albumin ve 31003+3595 nmol iire, durgun kosullar altinda 1444492 ng albumin
ve 1279+40 nmol iire salimi gerceklestirmistir. Salinan albumin miktar1 gruplar
arasinda anlaml bir fark olusturmazken, iire miktar1 ¢ok anlaml olarak perfiizyon
kiiltiirde artmustir. Perfiizyon kiiltiiriin 1. giin ALBUMIN gen ifadesi ve 7. giin
CYP2E1 gen ifadesi durgun kiiltiire gore istatistiksel olarak anlaml diizeyde yiiksek
bulunmustur.

Hidrojel ile enkapsiile edilen sferoidlerin perfiizyon kiiltiiriinde basing yiikselmeleri

ve sizmalar olustugu i¢in sonuclarin giivenirligi acgisindan salim analizleri
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yapilmamis hidrojelli 6rnekler iizerindeki perfiizyon kiiltiiriin etkisi gen ifadesi
acisinda degerlendirilmistir. Tiim gruplar i¢in ALBUMIN, CYP1A2 ve CYP2E1
genleri i¢in bagil gen ifadeleri incelendiginde hidrojel ile enkapsiile edilen
sferoidlerin ALBUMIN ve CYP2E1 gen ifadeleri anlamli diizeyde fark olusturmustur.

e Hidrojelsiz sferoidlerin perfiizyon kiiltiir ALBUMIN gen ifadesi statik kiiltiire gore 1.
giin anlamli olarak artis gosterirken, kiiltiirin 7. giinde anlamli bir farklilik
gorilmemistir. Bu duruma perflizyon sistemin akis hizinin yiiksek sebep oldugu
diisiiniilmiistiir. Ayrica hidrojelli sferoidlerin 7. giin ALBUMIN gen ifadesi
hidrojelsiz sferoidlere anlamli diizeyde fark olusturmustur. Bu farklilik hidrojelin
yikksek akis hizi kaynakli kayma geriliminden korudugu sonucunu ortaya
koymaktadir.

e Tiim bu sonuglar dahilinde ECM-mimetik hidrojel 1ile enkapsiile edilen
HepG2+HUVEC (2:1) sferoidlerin ¢ip-iistii-karaciger olusturmak i¢in en uygun grup

oldugunu kanitlamistir.

Sunulan tez caligmasi kapsaminda edinilen tiim bu bulgularm 1s13inda ECM-mimetik
hidrojel ile enkapsiile edilen HepG2+HUVEC (2:1) sferoidleri ile olusturulan perfiize ¢ip
iistii karaciger sistemi ilag tarama ve toksisite testleri i¢in uygun bir in vitro model oldugu
goriilmiistiir. Akis hizi, sferoid ¢api, hiicre sayist ve hidrojelin reolojik 6zellikleri ¢ip tistii
karaciger sisteminin olusturulmasinda 6nemli parametreler olup sistemde olusan sizmalar1

engellemek i¢in optimizasyon ¢aligmalar yiiriitiilecektir.
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ALBUMIN IN VITRO SALIMINDA KULLANILAN KALIBRASYON GRAFIGi

Besin ortamina salinan albumin miktar1 6zgiil antijen-antikor arasindaki reaksiyon bagh
olarak belirlenmistir. Salinan albumin miktarmin hesaplanmasi i¢in kullanilan kalibrasyon
egrisi ve matematiksel islemler asagida verilmistir. Kalibrasyon egrisi i¢in standart ¢ozeltiler
hazirlanirken 200 ng/mL albumin konsantrasyonuna sahip stok c¢ozelti kullanilmistir.
Standart ¢ozeltiler; stok ¢ozeltin 1X Diluent N ¢o6zeltisi kullanilarak 1:2 oraninda seri
diliisyonu ile hazirlanmigtir (Cizelge E 1-1). Albuminin optik yogunlugu kalorimetrik
spektrofotometre (ASYS, Hitech UVM 340 plate reader, Avusturya) ile 450 nm dalga

boyunda 6l¢tilmiistiir.

EK1

Cizelge E1-1. Kalibrasyon egrisi i¢in hazirlanan standart ¢ozeltiler

Standart | Stok 1X Diluent N (uL) | Son Konsantrasyon (ng/mL)
S1 200 200

S2 100 (200 ng/mL S1) | 100 100

S3 100 (100 ng/mL S2) | 100 50

S4 100 (50 ng/mL S3) | 100 25

S5 100 (25 ng/mL S4) | 100 12.5

S6 100 (12.5 ng/mL S5) | 100 6.25

S7 100 (6.25 ng/mL S6) | 100 3.125

S8 - 200 0

Grafigin ¢izdirilmesinde kit i¢erigine uygun olarak dort parametreli lojistik egri kullanilarak

regresyon analizi yapilmis ve Sekil E1-1 elde edilmistir.

—APL @ Standard

o

o o0 o 9
N A O ® PN RO

Optik Yogunluk (450 nm)

o

3,125

31,25

Konsantrasyon (ng/mL)

Sekil E1-1. Albumin kalibrasyon grafigi.
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EK 2

URENIN IN VITRO SALIMINDA KULLANILAN KALIBRASYON GRAFIGi

Besin ortamina salmnan iire miktar1 bagl olarak belirlenmistir. Salinan iire miktarinin
hesaplanmasi i¢in kullanilan kalibrasyon egrisi ve matematiksel islemler asagida verilmistir.
Kalibrasyon egrisi i¢in standart c¢ozeltiler hazirlanirken 0,5 mM ire stok c¢ozeltisi
kullanilmistir. Standart c¢ozeltiler; stok ¢oOzeltin analiz tampon ¢dzeltisi kullanilarak
hazirlanmustir (Cizelge E 1-1). Ure optik yogunlugu kalorimetrik spektrofotometre (ASYS,
Hitech UVM 340 plate reader, Avusturya) ile 570 nm dalga boyunda 6lgtilmiistiir.

Cizelge E1-1. Kalibrasyon egrisi i¢in hazirlanan standart ¢ozeltiler

Standart Stok Cozeltinin | Tampon Son Konsantrasyon
Hacmi Cozeltisi (uL) | (nmoliwell)
s1 0 150 0
S2 6 144 1
S3 12 138 2
S4 18 132 3
S5 24 126 4
S6 30 120 5

Mikroplaka okuyucu kullanilarak, 570 nm dalga boyunda standart ¢ézeltilerin optik

yogunluk degerleri 6l¢iilmiistiir ve Sekil E2-1 verilen kalibrasyon egrisi olusturulmustur.

0,4
~~ '..‘.
=
S 0,3 .
= L& y=0.0689x + 0.0304
% 0’2 PY Rz= 09729
=
&
=
£ 01 L
[=F
S

0 e
0 1 2 3 4 5 6

Konsantrasyon (nmol)

Sekil E1-1. Ure kalibrasyon grafigi.
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Analiz sonucunda elde edilen optik yogunluk degerlerinden iire miktarmi hesaplamak igin;

1. Kalibrasyon egrisinden elde edilen denklem, optik yogunluk (OY) ve 96 gozlii kaptaki
¢ozeltinin lire konsantrasyonu (Coetire) arasindaki matematiksel bagintiyr vermektedir
(Esitlik E3-1). Standart egriden elde edilen bu denklem kullanarak her bir 6rnege ait {ire

miktar1 hesaplanir.
Cos-tre (nmol)= (OY - 0,0304) / 0,0689

2. 96-gozli kaba, besin ortamindan 25 plL ve analiz tampon ¢6zeltisinden 25 plL alinmustir

(2 kat seyreltilmistir).
3. Analizi yapilan 6rnegin iire konsantrasyonu (Cure) su sekilde hesaplanabilir:

Cure (nMol/pL) = (Nog-tre (NMOI) / 25 L) X 2 (E1-2)
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intihal tespit programindan asagida belirtilen filtrelemeler uygulanarak alinmis olan orijinallik raporuna goére, tezimin
benzerlik orani %7 ‘dir.

Uygulanan filtrelemeler:
1- Kaynakea haric
2- Alntilar hari¢/déhil
3- 5 kelimeden daha az drtiisme iceren metin kisimlar: harig

Hacettepe Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Tez Galismasi Orjinallik Raporu Alinmasi ve Kullanilmasi Uygulama
Esaslari’ni inceledim ve bu Uygulama Esaslari’'nda belirtilen azami benzerlik oranlarina gore tez calismamin herhangi
bir intihal icermedigini; aksinin tespit edilecegi muhtemel durumda dogabilecek her tiirli h
ettigimi ve yukarida vermis oldugum bilgilerin dogru oldugunu beyan ederim.

i sorumlulugu kabul

Geregini saygilarimla arz ederim.

Tarih ve imza

Adi Soyadi:  Seyma BEKTAS

Ogrenci No: N14122653

Anabilim Dali: Biyomiihendislik

Programi: Tezli Yiiksek Lisans

Statiisii: Y.Lisans [] Doktora [ Biitiinlesik Dr.

DANISMAN ONAYI

UYGUNDUR.

Henemees

Prof. Dr. Menemse GUMUSDERELIOGLU




