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OZET

Bashk: Cok kanalli mikroakiskan ¢ip sisteminde mezenkimal kok hiicrelerin

ekimi ve yasamsal takibi

Amag: Bu tez calismasinin amaci, ¢ok Kanalli mikroakigkan ¢ip sisteminde
insan adipoz dokusu kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin (1IAD-MKH) ekimi ve

yasamsal takibinin gergeklestirilmesidir.

Yontem: Bu ¢alismada insan adipoz dokusundan MKH’ler izole edilmis, kiiltiire
alinmis ve karakterizasyonlari ger¢eklestirilmistir. Mikroakiskan ¢ip sisteminde ekilen
hiicrelerin yagamsal durumlart mikroskopik goriintiileme yontemleri ile takip edildi;

canli/61i boyama ve dapi/phalloidin boyama analizleri yapildi.

Bulgular: Cok kanalli mikroakiskan ¢ip sisteminde iAD-MKH’lerin hem
mikrostatik hem de mikroakiskan kiltiir kosullarinda basarili bir sekilde kiiltiire
edilebildigi gosterildi. Hiicrelerin mikroakiskan ¢ip igerisinde hidrojel matriksi iginde
canliligini ve morfolojik biitiinliginii korudugu canli/6lii boyama analizleri ile
dogrulanmis; mikroakigkan kiiltiir kosullarinda hiicre canliliginin mikrostatik kiiltiire
kiyasla nispeten yiiksek oldugu belirlendi. DAPI ve Phalloidin boyamalari, hiicre
cekirdeklerinin diizenli dagilim gosterdigini ve aktin sitoskeletonunun iyi organize

olmus filamentdz bir yap1 sergiledigini gostermistir.

Sonug: Bu ¢aligma kapsaminda gelistirilen ¢ok kanalli mikroakigkan ¢ip sistemi,
hiicre modeli olarak kullanilan iIAD-MKH’lerin ii¢ boyutlu mikrogevrede kiiltiirii i¢in
uygun bir platform sunmustur. Elde edilen sonuglar, mikroakiskan kiiltiir kosullarinin
hiicre canliligin1 ve morfolojik biitiinliigii korudugunu ve mikrostatik kiiltire kiyasla
daha elverisli bir ortam sagladigin1 gosterdi. Canli/6lii, DAPI ve Phalloidin boyama
analizleri, hiicrelerin ¢ip igerisinde basarili oldugunu gosterdi. Bu bulgular, gelistirilen
¢ok kanalli mikroakiskan ¢ip sisteminin kok hiicre temelli in vitro ¢alismalar basta
olmak iizere farkl hiicreler ve farkli kanallarda hiicre ekiminin yapilabilecegi ve ileri

biyomedikal uygulamalar i¢in kullanilabilir bir model oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Mezenkimal kok hiicreler, Adipoz doku, Cok kanalli

mikroakiskan ¢ip, Mikroakiskan kiiltir.



ABSTRACT

Title: Seeding and viability monitoring of mesenchymal stem cells in a multi-channel

microfluidic chip system

Objective: The aim of this thesis is to perform seeding and vital follow-up of
human adipose tissue-derived mesenchymal stem cells (IAD-MKHSs) in a multi-

channel microfluidic chip system.

Methods: In this study, MKHs were isolated from human adipose tissue,
cultured, and characterised. The viability of the cells seeded in the microfluidic chip
system was monitored using microscopic imaging methods; live/dead staining and

DAPI/phalloidin staining analyses were performed.

Results: It has been demonstrated that iAD-MKHs can be successfully cultured
in both static and microfluidic culture conditions within a multi-channel microfluidic
chip system. Live/dead staining analyses confirmed that the cells maintained their
viability and morphological integrity within the hydrogel matrix in the microfluidic
chip; cell viability was found to be higher under microfluidic culture conditions
compared to static culture. DAPI and Phalloidin staining revealed that the cell nuclei
were evenly distributed and the actin cytoskeleton exhibited a well-organised

filamentous structure.

Conclusion: The multi-channel microfluidic chip system developed within the
scope of this study provided a suitable platform for the culture of iIAD-MKH cells,
used as cell models, in a three-dimensional microenvironment. The results showed that
microfluidic culture conditions preserved cell viability and morphological integrity
and provided a more favorable environment compared to static culture. Live/dead,
DAPI, and Phalloidin staining analyses demonstrated the successful growth of cells
within the chip. These findings demonstrate that the developed multi-channel
microfluidic chip system is a usable model for advanced biomedical applications,
particularly in stem cell-based in vitro studies, and allows for cell culture in different

cells and channels.

Keywords: Mesenchymal stem cells, Adipose tissue, Multichannel microfluidic chip,

Microfluidic culture.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

MKH : Mezenkimal kok hiicre
IAD-MKH : Insan adipoz doku kokenli mezenkimal kok hiicre
PDMS : Polidimetilsiloksan
AT : Adipoz doku

Atvis : Viseral yag dokusu
Atsub : Deri alt1 yag dokusu
2B - Iki boyutlu

3B : Ug boyutlu

PVA :Polivinil alkol

PEG :Polietilen glikol

HA : Hiyaliironik asit

BME : Bazal Membran Ekstresi



1. GIRIS VE AMAC

Mezenkimal kok hiicreler (MKH'ler), kendini yenileme kapasitesine sahip,
osteojenik, kondrojenik, adipojenik mezodermal soy hiicrelerine ve diger ektodermal
soy hiicrelerine farklilagabilen, plastik yiizeye yapisma ozelligi olan giiniimiizde
yaygin olarak arastirilan bir hiicre popiilasyonudur (Li, Z vd., 2019). MKH'ler bunun
yani sira diisiik immiinojenisite ve gii¢lii immiinomodiilasyon potansiyeline sahiptir.
MKH'ler kemik iligi, yag dokusu, dermal doku, omurlar arasi disk, amniyotik siv1,
cesitli dis dokulari, insan plasentasi ve gobek kordonu kani gibi birgok dokudan izole
edilebilir. MKH'ler doku homeostazinin korunmasinda Ve rejeneratif tipta potansiyel
uygulama imkanlarina sahiptir. Bu hiicrelerin, kikirdak ve kemik onarimu, cilt yarasi
iyilesmesi, noronal rejenerasyon, Kalp rejenerasyonu ve greft-karsi konak hastaligi
tedavisi de dahil olmak iizere bagisiklik sistemi bozukluklart tedavisi gibi klinik
uygulamalarda kullanimi arastirilmaktadir. Ancak, farkli dokulardan elde edilen
MKH'lerin dogal 6zellikleri ve islevleri heterojendir (Liu vd., 2022)).

Yag dokusundan izole edilen kok hiicreler (IAD-MKH'ler) minimal invaziv
yontemlerle elde edilebilmesi, yiiksek hiicre izolasyon verimi saglamasi ve genis
farklilasma Kkapasitesine sahip olmasi nedeniyle klinik arastirmalarda tercih
edilmektedir. Ektodermik ve endodermik germinal katmanlara farklilasmalariyla,
rejeneratif tipta doku miihendisligi stratejilerinin gelistirilmesinde potansiyel bir
avantaj saglamaktadirlar (Si, Z vd., 2019 ; Mazini, L vd., 2019).

Milimetrik 6lgtilerin altinda, mikro (n) ve nano (n) hacim ve boyutlarda, yiizey
kuvvetlerinin hakimiyetinde akiskanlarin davraniglarini ve bu davraniglarin hassas bir
sekilde kontroliinii ifade eden mikroakiskan sistemler, hiicresel mikro ortamlari1 hassas
bir sekilde kontrol etmek i¢in giiglii bir araca doniismiistiir. Sivilart mikrometre
6l¢eginde manipiile etme yetenegi, doku ve organlarin fizyolojik kosullarini taklit eden
karmagsik sistemlerin olusturulmasina olanak tanir. Bu teknoloji, kok hiicre
davraniginin  daha derinlemesine anlagilmasini  kolaylastirarak rejeneratif tip
yaklasimlarinda &nemli bir yer almaktadir (Torkay, G. ve Bal Oztiirk, 2024;
Rajalekshmi, 2025).

Mikroakiskan teknolojisi, ila¢ kesfi, gida teknolojisi, elektroforez, PCR,
kimyasal sentez, proteomik, doku miihendisligi, tibbi teshis, tek hiicre ¢alismalari ve

mikrodizi sistemleri gibi ¢ogu alanda genis bir uygulama yelpazesine sahiptir.



Mikroakigkan cihazlar, ayn1 anda deneyin maliyetini diisiiren az miktarda 6rnek ve
reaktif tiiketme, yiiksek verim ve dogru sonuglar iliretme kapasitesiyle yiiksek
biyomedikal analiz ve teshis potansiyeline sahiptir (Upadhyaya ve Selvaganapathy
vd., 2010 ). Biyomedikal bilimler alaninda, bu g¢ipler esas olarak patojenlerin teshisi,
kanser taramasi, kardiyovaskiiler olaylarin izlenmesi, 6liimciil kan enfeksiyonlarinin

tespiti, genetik analizler, vb. i¢in kullanilir (Pattanayak vd., 2021).

Giiniimiizde mikroakiskan teknolojisi hiicre kiiltiirii, hastalik teshisi, tek hiicre
analizi, ilag taramasi, metabonomik, proteomik, doku miihendisligi ve diger biyolojik
uygulamalar gibi ¢ok sayida alanda yaygin olarak kullanilmaktadir. Mikroakiskan
teknolojilerinin kok hiicre ve analiz yontemleriyle birlestirilmesi, kok hiicre
tedavisinin genis pratik uygulamalari i¢in olanak saglamaktadir. Simdi kok hiicre
ayirma, desen olusturma, kiiltir, farklilastirma, doku miihendisligi, organ
rekonstriiksiyonu ve Klinik terapiler gibi kok hiicre arastirmalari i¢in mikroakiskan
cihazlarin uygulanmasina odaklanan daha fazla aragtirma cabasi bulunmaktadir
(Zhang, J vd., 2017). Son yillarda, doku ve organ diizeyindeki fizyolojik siiregleri
taklit etmek iizere tasarlanan ve canli hiicrelerin siirekli perfiize edilen mikroakigkan
odaciklarda kiiltirlenmesine dayanan ¢ip flizerinde organ, ‘organ-on-a-chip’,
konsepti, biyomedikal arastirmalarda énemli bir model sistem olarak giderek daha
fazla ilgi gormektedir. Mikroakiskan teknolojilerindeki ilerlemeler, bir mikrogip
tizerinde organ modeli olusturmanin yani sira, farkli organ modellerini birbirine
baglayarak ¢oklu organ sistemleri olusturmayi da miimkiin kilarken, kok hiicreden
tiiretilen spesifik organ hiicreleri, insan birincil hiicreleri i¢in mitkemmel alternatifler

olabilir (Wysoczanski vd., 2024).

Bu tez ¢alismasinin amaci, 6zellikle son zamanlarda 6nemi hizla artan cok
kanalli mikroakiskan sisteminde ¢ip ilizerinde organ c¢alismalarna katki sunmak
amaci ile insan adipoz dokusu kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin (iIAD-MKH)

model hiicre olarak kullanilarak ekimi ve yasamsal takibinin ger¢eklestirilmesidir.


https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC8547131/#CR133

2. GENEL BILGILER

2.1. Mikroakiskan Teknoloji ve Cip Uzerinde Organ Sistemleri

Mikroakiskan kiiciik (10° ila 10~° litre) hacimlerdeki sivilari, mikrometre
boyutundaki kanallar kullanarak isleyen veya yoneten sistemlerin bilimi ve
teknolojisidir. Bu islem, onlarca mikrometre boyutlarindaki kanallar kullanilarak
gerceklestirilebilmektedir. Mikroakiskan teknolojilerinin ilk uygulamalar1 analiz
alaninda olmustur. Bu teknolojiler, ¢ok kiigiikk miktarlarda ornek ve reaktif
kullanabilme, yiiksek ¢ozliniirliik ve hassasiyetle ayirma ve tespit islemleri yapabilme,
diisiik maliyet, kisa analiz siireleri ve kiiglik boyutlu analitik cihazlar gelistirme gibi
bircok avantaj sunmaktadir (Whitesides, 2006)).

Mikroakiskan teknolojilerinin biiyiik avantajlart olsa da, depolama, uygun
kullanim ve testlerin kalite Kontrolii hala Karsilanmamus zorluklardir. Ornegin, 151k,
nem ve sicaklik gibi dis etkenler bu testlerin performansini potansiyel olarak engeller
ve bu nedenle, egitimli ve deneyimli personel tarafindan gergeklestirilen diizenli
kalibrasyonlar, teknik servis ve bakim yoluyla kapsaml: bir sekilde kontrol edilmeleri
gerekir; bu da potansiyel olarak maliyetlerini ve karmasikliklarini artirir ve ayrica

kaynak kisitli ortamlarda kullanimlarint sinirlar (Akceoglu vd., 2021).

Mikroakiskan cihazlar igin, endiistriyel seri tUretim veya arastirma
laboratuvarlar1 ig¢in hizli prototipleme gibi nihai hedeflere bagli olarak farkli

avantajlara sahip birden fazla tiretim yontemi mevcuttur (Sollier vd., 2011).

Yumusak litografi, biyomedikal mikroakiskan cihazlarin tiretiminde en yaygin
kullanilan yontemlerden biridir. Bu yontem, elastomerik polimerlerin islenmesine ve
polidimetilsiloksan (PDMS)  tabanli  yapilar  araciligiyla  yiizeylerin
desenlendirilmesine olanak saglamaktadir. Yumusak litografi yontemi; sert bir ana
kalibin hazirlanmasi, sivi polimerin kaliba dokiilmesi, 1sil kiirleme yoluyla
sertlestirilmesi ve ardindan polimerin kaliptan ayrilmasi adimlarini icermektedir. Bu
yontemin baglica avantajlar1 arasinda; yiiksek c¢oziiniirliklii kopyalarm elde
edilebilmesi, geleneksel fotolitografi yontemine kiyasla daha diisiik maliyet ve daha
hizli diretim siireci, ¢ok Katmanli yapilar olusturularak karmasik ti¢ boyutlu akis ve
basing kontrollii hatlarin iiretilebilmesi ile yiiksek esneklik ve optik gegirgenlik
Ozelliklerine sahip tasarimlar gelistirme imkan1 yer almaktadir. Ancak yontemin bazi

sinirliliklart da bulunmaktadir. Ozellikle kullanilan malzemelerin yumusak olmasi
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nedeniyle, dokim kaliptan ¢ikarma sirasinda desen deformasyonu meydana
gelebilmektedir. Ayrica, yumusak litografi yar1 temiz oda kosullar1 gerektiren bir
stirectir ve sert kalibin iiretilmesi i¢in maliyetli fotolitografi tekniklerine ihtiyag
duyulmaktadir (Niculescu vd., 2021).

2.2. Mezenkimal Kok Hiicreler ve Temel Ozellikleri

Kok hiicrelerin iki temel 6zelligi vardir: Farkli hiicre soylarina farklilasabilme
yetenegi ve kendini yenileyebilme kapasitesi. Iki ana kok hiicre tipi tanimlanmustir:
embriyonik kok hiicreler (EKH) ve erigkin kok hiicreler. EKH’ler, blastosistin i¢ hiicre
kitlesinden elde edilir ve timér olusumu ile iliskilidir. insan EKH’lerinin kullanimi
yasal ve etik agidan ¢esitli tartismalar1 beraberinde getirmektedir. Bu sorunlar eriskin
kok hiicrelerde daha az belirgindir. Eriskin kok hiicreler, ¢ok yonlii farklilasma
potansiyeline (multipotensi) sahiptir ve bu 6zellikleri onlart klinik uygulamalar igin

cazip bir segenek haline getirmektedir (Ding vd., 2011).

MKH’lerin multipotensisi ilk olarak kemik iligi stromasindan elde edilen
hiicrelerde tanimlanmis, bu hiicrelerin ektopik transplantasyon sonrasi kemik
olusturabilme Kkapasitesi gosterilmis ve “koloni olusturan fibroblast birimleri” olarak
adlandiriimigtir. 1991 yilinda MKH’lerin kendini yenileyebilme ve kemik ile kikirdak
progenilerini olusturabilme 6zelligi ortaya konmus ve bu hiicreler “mezenkimal kok
hiicreler” olarak adlandirilmistir. Insan MKH’leri (iMKH), yapisma bagimli biiyiime
ozellikleri, ¢esitli yiizey belirteglerinin ekspresyonu ve tiglii farklilasma potansiyelleri
(adipojenik, osteojenik ve kondrojenik hatlara) ile sistematik olarak tanimlanmigtir
(Wang vd., 2022).

Bugiine kadar herhangi bir dokuya veya gelisim asamasina 6zgii belirli bir MKH
belirteci tanimlanamamistir. Memeli tiirlerinden in vitro genisletilmis MKH’lerin
tanimlanmasi esasen fibroblast benzeri morfolojiye, belirli yiizey belirteglerinin
ekspresyonuna (pozitif: CD29, CD51, CD73, CD90 ve CD105; negatif: CD31, CD34
ve CDA45) ve osteoblast, adiposit ile kondrositlere sinirhi farklilasma kapasitelerine
dayanmaktadir. Bu o6zellikler neredeyse tiim dokulardan elde edilen MKH’lerin

tanimlanmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Mafi vd., 2011).

Klinik uygulamalarda kullanilan insan mezenkimal kok hiicrelerinin birgok
kaynagi bulunmaktadir. Bu kaynaklar iki grupta incelenmektedir: Eriskin dokulardan

elde edilen MKH’ler (kemik iligi, adipoz doku, periferik kan ve dental pulpa) ve



neonatal dokulardan elde edilen MKH’ler (plasenta, amniyon ve gobek kordonu).
Klinik ¢aligmalarda en yaygin kullanilan MKH kaynagi kemik iligidir. Ancak dogumla
iliskili dokulardan elde edilen MKH’ler, yiiksek proliferatif kapasite, uzun yasam
stiresi ve farklilasma potansiyeli gibi dikkat gekici biyolojik 6zelliklere sahip
olabilmektedir (Rodriguez-Fuentes vd., 2021).

Son on yilda kok hiicreler, ¢ok sayida hastalik i¢in tedavi edici bir yontem olarak
giderek daha fazla kullanilmaktadir. Geleneksel olarak hematopoetik hastaliklar i¢in
uygulanan kok hiicre tedavisi, artik hematolojik olmayan hastaliklarin tedavisi igin de
kullanilmaktadir (Fugger vd., 2020).

MKH'ler hiicre-hiicre temaslar1 ve ¢oziiniir faktor tiretimi yoluyla bagisiklik
sistemini baskilama ve tolere etmede olduk¢a yeteneklidir. MKH'lerin inflamatuvar
sinyallere ve hasarli dokulara dogru go¢ etme yetenegi onlari terapdtikler igin

miikemmel bir vektor yapar (Mishra vd., 2020).

MKH'ler, progenitor hiicreleri ve hasarli hiicrelerin iyilesmesini uyarmak igin
hiicre ve matris yeniden sekillenmesini indiikleyen ¢oklu trofik faktorler igerir.
MKH'ler miyofibroblastlar1 azaltabilir ve yarali dokularin fibrotik aktivitesini tersine
cevirebilir. Dahasi, bu hiicreler VEGF, IGF-1 ve doku fonksiyonunun iyilegsmesine
katilan anti-inflamatuar faktorler dahil olmak tizere pro-anjiyojenik faktorler salgilar
(Margiana vd., 2022).

Biriken kanitlar, MKH’lerin farklilasma multipotensileri, kendini yenileme
kapasiteleri, uzun siireli ex vivo proliferasyon o6zellikleri, parakrin potansiyelleri ve
immiin diizenleyici etkileri sayesinde hiicre tedavisi ve insan dokularinin yeniden
yapilanmasi i¢in umut verici bir segenek sundugunu gostermektedir. Ayrica MKH’ler,
diger kok hiicrelerin gelisimini ve farklilasmasini destekleme yetenegine sahiptir. Bu
hiicreler, doku rejenerasyonunda kritik rol oynayan biyoaktif molekiiller
salgilayabilmektedir. Bu 6zellikler, kemik, sinir, akciger, karaciger, kalp, bobrek gibi
birgok organi etkileyen hastaliklarin tedavisinde ilerlemeler saglamaktadir (Gnecchi
vd., 2008).

2.2.1. Adipoz doku kaynaklh mezenkimal kok hiicreler

Cok yonlii, dinamik ve karmasik bir doku olan yag dokusu, artik sistemik
metabolik homeostazin korunmasinda onemli bir rol oynayan hayati bir endokrin

organ olarak kabul edilmektedir (Tseng, 2023).



Yag dokusu (AD), embriyonik gelisim sirasinda mezodermden tiiretilir ve
viicutta bulunan her memeli tiiriinde bulunur ve islevsel olarak iki kategoriye ayrilir:
beyaz ve kahverengi. Kahverengi AD birikimleri enerji liretiminden sorumludur ve
fetal ve neonatal yasam i¢in tipiktir. Kahverengi AD, yetiskin yasamda, birincil islevi
enerji rezervi (lipit depolamasi yoluyla), 1s1 yalitmi ve hormonal faktorlerin iiretimi
olan beyaz AD'ye dontstiiriiliir. Ayrica, beyaz AD, kaynaklandigi viicut bolgelerine
gore viseral yag dokusu (ADvis) ve deri alti yag dokusu (ADsub) olarak
simiflandirilabilir. ADvis, bagirsak, mide, karaciger ve pankreas gibi organlarda

yerlesirken, ADsub Kkarin, kalca ve uyluklarda daha fazla bulunur (Ong vd., 2014).

Adipoz doku, esas olarak ekstraselliiler matriks, olgun adipositler ve stromal
vaskiiler fraksiyondan (SVF) olusan, olduk¢a dinamik ve karmasik bir endokrin
organdir. SVF igerisinde adipoz doku kaynakli kok hiicreler (AD-MKH'ler),
preadipositler, perisitler, endotel hiicreleri, diiz kas hiicreleri, fibroblastlar,
hematopoetik hiicreler ve immiin hiicreler bulunmaktadir (Al-Ghadban & Bunnell,
2020).

IAD-MKH'ler, etik sinirlamalari olmadigi ve minimal invaziv prosediirler
yoluyla erisilebilir bir kaynak olan AD'den izole edilmeleri miimkiin oldugu i¢in tibbi

arastirmalarda biiyiik ilgi goren bir hiicre popitilasyonudur (Fraser vd., 2006).

Rodbell (1966) , ADKH'leri izole etmek i¢in ilk kez basit bir protokol gelistirmis
ve bunu ileri arastirmalar i¢in temel protokol olarak sunmustur. Kisaca, AD
siganlardan elde edilmis ve kiigiik pargalara ayrilmistir. Ardindan, doku pargalar
eritrositleri uzaklastirmak igin birkag kez yikanmis ve kolajenazda inkiibe edilerek
sindirilmistir. Sindirilen dokular, hiicre peletlerini iistteki ¢ozeltiden ayirmak igin
santrifiijlenmis ve hiicresel birikintiler, hiicre stresini azaltmak ve onlar1 beslemek igin
her 12-24 saatte bir yenilenen FBS igeren kiiltiir ortaminda inkiibe edilmistir (Khazaeli
vd., 2022).

Adipoz doku kaynakli kok hiicreler (iAD-KH), ektoderm, mezoderm ve
endoderm kdokenli hiicre soylarina farklilagma agisindan biiyiik bir potansiyele
sahiptir. ADKH’lerin belirli hiicre soylarina yonlendirilmesi igin kimyasal,
biyomekanik ve hiicre temelli (ko-kiiltiir, kosullandirilmis besi yeri) ¢esitli farklilasma

stratejileri  Onerilmistir. Bu  stratejiler, ADKH’lerin  morfolojisinde, gen


https://link.springer.com/article/10.1007/s10561-021-09905-z#ref-CR87

ekspresyonunda ve fonksiyonlarinda kalici degisiklikler olusturmayi hedeflemektedir
(Livd., 2013).

Kiiltiir ve in vitro ¢ogaltma, klinik 6ncesi ve klinik uygulamalar igin istenen
miktarlarda saf ve homojen bir ADKH popiilasyonu saglar. MKH ¢ogaltimi igin temel
bilesik olarak kullanilan genel kiiltiir ortamlari arasinda a-minimal esansiyel ortam (a-
MEM), Dulbecco’nun modifiye edilmis Eagle ortam: (DMEM), Dulbecco’nun
modifiye edilmis Eagle ortami/Ham’in F12’si (DMEMY/F-12) bulunur ve %10-20 fetal
sigir serumu (FBS) ve %1 antibiyotik ile desteklenir. Epidermal biiyiime faktorleri
(EGF), fibroblast biiyiime faktorleri (FGF) ve trombosit kaynakli biiylime faktorleri
(PDGF) gibi baz1 biiyiime faktorleri, MKH’lerin ¢ogalma hizini artirir (Tarte vd.,
2010).

2.3. Mikroakiskan Ciplerde Hiicre Kiiltiirii Uygulamalar:

Hiicre ko-kiiltiir teknolojisi, hiicreler arasindaki iletisim mekanizmasini
incelemeyi ve hiicre biiyiimesi, farklilasmasi, apoptoz ve diger hiicresel aktiviteler gibi
stireglerde yer alan etkilesimleri ve diizenleyici mekanizmalari daha iyi ortaya
¢ikarmayir amacglamaktadir. Bu, karmasik organizma ortaminin simiile edilmesiyle
saglanir. Bu tiir ¢alismalar, ¢ok hiicreli organizmalarin fizyolojik ve patolojik
stireglerini anlamak igin biiylik 6nem tasimaktadir. Gelismekte olan bir hiicre kiiltiirii
teknolojisi olan mikroakiskan ¢iplere dayanan 3B hiicre ko-kiiltiir teknolojisi, hiicre
ko-kiiltiirtinii verimli, hizli ve dogru bir sekilde gergeklestirebilir. Bu, mikroakigkan
ciplerin benzersiz mikrokanal yapilari ve akig karakteristiklerinden yararlanilarak
gergeklestirilir. Bu teknoloji, hiicre biiylimesinin dogal mikro ortamini simiile ederek
hiicreler arasi iletisimi incelemek i¢in yeni bir teknik platform saglayabilir (Li vd.,
2024).

Hiicre kiltiri  i¢in  geleneksel in vitro yoOntemler giiniimiizde 1iy1
standartlagtirilmistir ve herhangi bir sorun olmadan her hiicre tipinin ¢ogunun
biiylimesine olanak tanir. Ancak son yillarda, daha ucuz ve daha az emek gerektiren
yontemler bulma ihtiyaci giderek yayginlasmistir. Gergekten de, in vitro kiiltiirleme
hem pahalidir, yiiksek miktarda numune ve reaktif gerektirir hem de gereken birkag
manuel pipetleme adimi diisliniildiginde zaman alicidir. Bu nedenle, hiicreleri
mikroskobik olgekte kiiltiirleme olasiligi bilim camiasinda giderek daha fazla ilgi

¢ekmektedir. Gergekten de, mikroakiskan teknolojisi, mikrokiiltiir sistemlerinin



geleneksel petri kaplarinin ve siselerinin yerini almasina olanak tanir (Torino vd.,
2018).

Mikroakiskan cihazlarda hiicre kiiltiirii yapmak, biyoloji, biyokimya, fizik ve
mihendislik gibi birden fazla disiplini kapsayan belirli temel prensiplerin
anlasilmasini gerektirir. {1k olarak, in vivo kosullar1 daha yakindan taklit eden in vitro
modeller gelistirmeye yardimci olmak igin hiicresel mikrogevrenin temel unsurlari
hakkinda bilgi sahibi olmak gerekir. Ikinci olarak, yontemlerin makro 6lgekten mikro
Olgege aktarilmasina yardimci olmak i¢in hiicre kiiltiirii tekniklerine hakim olmak
zorunludur. Ugiincii olarak, mikroakiskanlar konusunda giiglii bir gegmise ve mikro
Olgek teknolojisindeki son gelismelerin farkinda olmak 6nemlidir, boylece araglar

amagclanan uygulamalara uygun sekilde tasarlanabilir (Young & Beebe, 2010).

Mikroakiskan hiicre kiiltiirli, makroskobik kiiltiire, yani flakonlarda, kaplarda ve
kuyulu plakalarda kiiltiire gore énemli avantajlara sahiptir. Mikroakiskan cihazlarin
tasariminda biiyiik bir esneklik vardir, bu da bireysel hiicre tiplerinin ihtiyaglarina gore
uyarlanabilir ve hiicresel ortak kiiltiirler ayn1 ¢ip tizerinde uygulanabilir (Yeo vd.,
2011).

Mikroakiskan hiicre kiiltiiriiniin avantajlar1 arasinda, 6rnegin siirekli perfiizyon
kiiltiirti veya Kimyasal gradyanlar olusturarak bir hiicrenin dogal mikro ortamini daha
yakindan taklit etme ve otomasyon, paralellestirme, ¢ip tizerinde analiz veya akis asagi
analitik kimya platformlarina dogrudan baglanti yoluyla diisiik sayida hiicreyi veya tek
hiicreleri yiiksek zamansal ve/veya mekansal ¢6ziiniirlikkte inceleme yetenegi bulunur.
Ayn1 zamanda, mikroakiskan hiicre kiiltiirii, reaktif tiiketimini, kontaminasyon riskini

azaltir ve verimli yliksek verimli deneyler sunar (Halldorsson vd., 2015).

Mikroakigkan bir sistem hiicresel mikrogevreyi taklit etme yetenegine sahip
oldugundan, biyolojik yollar bu platformda yiiksek verimli bir sekilde incelenebilir.
Ornegin, mikroakiskan sistemler hiicre fenotipi ve davranisiin arastirilabilmesi icin
hiicre dis1 bir ortamda uyar1 faktoriinii kontrol etmek i¢in kullanilabilir. Tipik olarak,
kayma geriliminin hiicre biiylimesi, farklilagsmasi ve gocii tizerindeki etkisi farkl akig

hizlarii kontrol ederek incelenebilir (Gray vd., 2002).

Son yillarda, mikroakigskan sistemlerde kok hiicreler i¢in ¢esitli uygulamalar
ortaya c¢ikmistir. Mikroakiskanda kok hiicre sistemleri, kok hiicre tiplerine gore
kategorize edilmistir (Wu vd., 2011).


https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/microfluidic-device
https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/perfusion-culture
https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/perfusion-culture
https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/microenvironments

Simdi kok hiicre ayirma, desen olusturma, kiiltiir, farklilastirma, doku
miithendisligi, organ rekonstriiksiyonu ve Klinik terapiler gibi kok hiicre arastirmalari
icin mikroakigkan cihazlarin uygulanmasina odaklanan daha fazla arastirma ¢abasi
bulunmaktadir. Ozellikle, doku veya organ diizeyinde fizyolojiyi simiile etmek iizere
diizenlenmis canli hiicrelere sahip siirekli perfiize edilmis odalar iceren bir
mikroakigkan hiicre kiiltiirii platformu olan ¢ip tizerinde organ konsepti giderek daha
popiiler hale gelmektedir (Bhatia & Ingber, 2014).

Mikroakiskan teknolojilerindeki ilerlemeler, bir mikrogip tlizerinde organ modeli
olusturmanin yani sira, farklt organ modellerini birbirine baglayarak c¢oklu organ
sistemleri olusturmayr da miimkiin kilarken, kok hiicreden tiiretilen spesifik organ
hiicreleri, insan birincil hiicreleri i¢in miikemmel alternatifler olabilir. Mikroakiskan
teknolojileri ve kok hiicrelerin birlesimi, istenildigi takdirde ¢ok yonlii ¢ip tizerinde
organ sistemlerine dogru biiyiikk bir potansiyel tasimaktadir. Farkli g¢aligmalar,
mikroakigkan cihazlarin kok hiicre analizi ve arastirmalarindaki 6nemli roliinii farkli

bakis agilarindan incelemistir (Titmarsh vd., 2014).

Bu kapsamda, Kim ve ark. tarafindan gergeklestirilen ¢alismada, mikroakigkan
tabanl1 ii¢ boyutlu bir hiicre kiiltiirii modeli gelistirilerek interstisyel akisin (IF) endotel
hiicrelerinin morfogenezi ve anjiyojenik davraniglar tizerindeki etkisi incelenmistir.
Gelistirilen mikroakigkan ¢ip sistemi, hiicre kiiltiirii kanallar1 ile besiyeri kanallarinin
ayrildig1 ve hidrostatik basing farki ile kontrollii interstisyel akisin olusturulabildigi
cok kanall1 bir yapidan olusmaktadir. Bu sistemde, insan endotel hiicreleri stromal
fibroblastlar ile birlikte {i¢ boyutlu matriks icerisinde ko-kiiltiire edilerek, fizyolojik
mikrovaskiiler ag olusumu taklit edilmistir. Calismada elde edilen bulgular,
interstisyel akisin varliginda endotel hiicrelerinin organize olarak birbirine bagl
mikrovaskiiler ag yapilar1 olusturdugunu ve bu siirecin statik kosullara kiyasla belirgin

sekilde hizlandigin1 gostermistir (Kim. S vd 2016).
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Sekil 2. 1. Interstisyel akig yoniiniin tersine cevrilmesine yanit olarak olusan
anjiyojenik filizlenmenin zaman atlamali izlemesi. Goriintiiler, deneyin

baslamasindan 60, 84 ve 108 saat sonra ¢ekilmistir (Kim. S vd 2016).
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Sekil 2. 2. Mikroakiskan c¢ip sisteminde interstisyel akisin anjiyogenez lizerindeki
etkisinin sematik ve deneysel gosterimi. a) Mikroakigskan ¢ipin genel
tasarimi, b) ¢ok kanalli mikroakiskan sistemi fibroblast ve endotel
tyilestirme ko-kiiltiirii ile mikrovaskiiler ag olusumu ve anjiyojenik
tomurcuklanmanin zamana bagh gelisimi sematik gosterimi, ¢) farkli
zaman noktalarinda (0., 2., 3. ve 4. giinler) mikrovaskiiler ag olusumunun

floresans mikroskop goriintiileri (Kim. S vd 2016).
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2.4. Polidimetilsiloksan (PDMS) ve Biyomedikal Uygulamalar:

Polidimetilsiloksan (PDMS), fizyolojik kayitsizlik, biyolojik bozunmaya karsi
miikemmel direng, biyouyumluluk, kimyasal kararlilik, gaz gegirgenligi, iyi mekanik
ozellikler, miikemmel optik seffaflik ve replika kaliplama ile basit iiretim dahil olmak
tizere biyomedikal uygulamalar igin ilging 6zelliklere sahip bir elastomerik polimerdir
(Van Poll vd., 2007).

CH, CH,
Hzcﬁ\\ ‘ ‘ _——CH;
0 Si 0 Si 0
CH, CHa
L _n

Sekil 2.3. Mikroakiskan ¢ip tiretiminde kullanilan Sylgard® 184 polidimetilsiloksan

(PDMS) elastomerinin kimyasal yapisinin sematik gosterimi.

Bu ozellikler nedeniyle, PDMS yaygin olarak mikropompalarda, kateter
ylizeylerinde, pansumanlarda ve bandajlarda, mikrovalflerde, optik sistemlerde,
hastaliklarin in vitro calismasinda, implantlarda, mikroakiskanlarda ve fotonikte
kullanilmistir. Ustelik, yumusak litografi teknolojisi, mikroelektromekanik sistemler
(MEMS) uygulamalarinda ve mikroakiskan bilesenlerde PDMS kullanimini tesvik
etmistir. Mikro temasl baski, replika kaliplama, mikro transfer kaliplama, kilcallarda
mikro kaliplama ve ¢oziicii destekli mikro kaliplama gibi yumusak litografi teknikleri
genellikle, desenlerin sonraki bir alt tabakaya aktarilmasi i¢in nano ve mikro yapilari
iceren elastomerik bir damga veya kalip olusturmak i¢in PDMS kullanimini gerektirir
(Miranda vd., 2021).

Mikro cihazlarin {iretiminde tipik olarak silikon, cam ve polimerler
kullanilmaktadir. Silikon, yiiksek 1s1l iletkenligi ve gelismis tiretim teknolojilerinin
mevcut olmasi nedeniyle; cam, optik gecirgenligi sebebiyle; polimerler ise diisiik
maliyetleri, optik saydamliklar1 ve esneklikleri sayesinde tercih edilmektedir. Cam ve

silikona kiyasla, PDMS en umut verici elastomerden biri olarak 6ne ¢ikmaktadir.

11



Bunun nedeni, cam ve silikonun yiiksek iiretim maliyetine sahip olmalari, daha fazla
is giicii gerektirmeleri ve yapisal olarak rijit olmalaridir. PDMS’in degisken elastikiyet

Ozelligi de tibbi uygulamalarda 6nemli bir avantaj saglamaktadir (Berthier vd., 2012).

Hiicre biyolojisinde PDMS mikroakigskan cihazlarinin temel dezavantaji, i¢sel
yiiksek yiizey hidrofobisitesidir. Hidrofobik yapisi nedeniyle, PDMS yiizeyi sulu
¢oziicii ile zayif 1slanabilirlige sahiptir (Sia & Whitesides, 2003).

Bununla birlikte, mikrokanallarda gergeklestirilen biyolojik deneylerin ¢ogu
sulu bir ¢ozeltiye veya organik ve sulu ¢ozeltilerin bir karisimina ihtiya¢ duyar.
Hiicresel baglanma, PDMS'nin fizikokimyasal o6zelliklerinden giiglii bir sekilde
etkilenirken, baglanma hiicre tiplerine bagli olarak degisebilir (Jastrzebska vd., 2018).

Dahasi, hidrofobisite, hiicre ortaminda bulunan veya PDMS yiizeyindeki
hiicrelerden salgilanan spesifik olmayan kii¢iikk molekiillerin ve biyomolekiillerin
emilimine/adsorpsiyonuna Yyol agabilir. Biyomolekiillerin ve salgilanan ¢oziiniir
faktorlerin tiikenmesi nedeniyle hiicre sinyallemesi ve davranigi biiyiik olgiide
etkilenebilir (Tanyeri & Tay, 2018).

Mikroakigskan cihazlarin imalatinda kullanilan ¢esitli polimerler arasinda
polimetil metakrilat (PMMA), polikarbonat (PC), polivinil kloriir (PVC), poliimid
(PI), siklik olefin polimerleri ailesi (COC) ve polistiren (PS) bulunmaktadir. Bununla
birlikte, mikroakiskan uygulamalar i¢in en yaygin kullanilan polimer PDMS'dir. Bu
malzeme, hem akademik hem de endiistriyel uygulamalar igin diinya capinda
mikroakiskanlar igin kullanilmaktadir. Bu, esas olarak tiretim siirecinin kolayligindan

kaynaklanmaktadir (Torino vd., 2018).

PDMS mikroakigskan cihazlarinin iiretimi i¢in yumusak litografi, miirekkep
piskiirtmeli baski ve dogrudan yazma gibi ¢esitli yontemler gelistirilmis ve
kullanilmigtir . Bunlar arasinda yumusak litografi, hiicre kiiltiirii i¢in PDMS ¢ip
tiretiminde yaygin olarak kullanilan bir tekniktir. Yumusak litografi, ¢esitli desenlere
ve yiiksek optik seffafliga sahip mikro kanallarin basit ama saglam bir iiretimini saglar
(Akther vd., 2020).

PDMS'nin hiicre kiiltiirii i¢in kullanim1 uzun vadeli ¢alismalarda siklikla gesitli
zorluklar ortaya ¢ikarir. PDMS'nin igsel yiiksek yiizey hidrofobisitesi, bir¢ok ¢alisma
tarafindan zayif hiicre yapismasina, hiicre adaciklari olusturmasina ve ayrismasina

neden olan birincil faktdr olarak tanimlanmistir. Bu nedenle, uzun vadeli hiicre
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calismalarini  kolaylastirmak i¢in  PDMS'min  yiizey  biyouyumlulugunun
iyilestirilmesine biiyiik talep vardir (Chuah vd., 2015).

2.5. Hidrojellerin Hiicre Kiiltiiriinde Kullanimi

Hidrojeller, -NH., -COOH, —OH, -CONH., -CONH ve —SOsH gibi hidrofilik
gruplar1 sayesinde biiyiik miktarda suyu emebilen ve su igerisinde sisebilen ii¢ boyutlu
(3B) ag yapilarindan olugmaktadir. Bu ag genellikle ¢apraz bagli polimer
zincirlerinden meydana gelir ve bazi durumlarda capraz bagl kolloidal kiimeler
araciligiyla da olusturulabilir. Hidrojellerin esnek ve yumusak yapisi, yiiksek su tutma
kapasitelerinin bir sonucudur. Dogal veya sentetik polimer zincirlerinin kimyasal ya
da fiziksel olarak capraz baglanmasiyla farkli Gzelliklerde hidrojeller
tasarlanabilmektedir. Yiiksek su igerigi, yumusak yapist ve gozenekli morfolojileri
sayesinde hidrojeller, canli dokulara biiyiik 6l¢iide benzerlik gostermektedir (Ho vd.,
2022).

Hidrojellerin ~ Ozellikleri  (6rnegin,  sisme-sismeme  orani,  sertlik,
pargalanabilirlik, mekanik boyut) hidrofilik ve hidrofobik oranlari, baslatict veya
polimer konsantrasyonlarini ve reaksiyon Kosullarini (zaman, sicaklik, kap, vb.)
degistirerek ayarlanabilir. Hidrojellerin biyomedikal uygulamasi, enfeksiyondan sonra
yerinde jellesme ve hidrojelin uyaranlara duyarliligi nedeniyle yiizey ortamiyla sinirli
degildir (Lin vd., 2021).

Hidrojellerin siniflandirilmasi, kaynaklarina, bilesimlerine, ¢evresel uyaranlara,
capraz baglanmalarina, 6zelliklerine, yapilandirmalarina ve iyonik yiiklerine baglidir.
Hidrojeller, polimer zincirlerinin ¢apraz baglanmasiyla olusur. Hidrojel kaynaklari
dogal, sentetik veya yar1 sentetik polimerler olarak ayrilabilir. Polimer kaynagi iginde
hidrojeller, dogal, sentetik veya yar1 polimer hidrojeller olarak adlandirilabilir. Dogal
olarak elde edilen hidrojeller (dogal hidrojeller) seliiloz, Kkitosan, kolajen, aljinat,
agaroz, hiyaluronik asit, jelatin ve fibrin vb. igerir. Bunlar dogal biyouyumluluk,
biyoaktivite ve biyolojik olarak pargalanabilirlige sahiptir, ancak nispeten zayif

stabilite ve mekanik mukavemete sahiptir (Baker vd., 1992; Benwood vd., 2021).

Sentetik hidrojeller sentetik polimerlerden iiretilir. Bu polimerler, polivinil alkol
(PVA), polietilen glikol (PEG), polietilen oksit (PEO), poli-2-hidroksietil metakrilat
(PHEMA), poli-N-izopropil akrilamid (PNIPAM), poliakrilik asit (PAA) ve
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poliakrilamid (PAAM) gibi bir monomerin polimerizasyonu yoluyla hazirlanan insan

yapimi polimerlerdir (Bashir vd., 2020).

Yar1 sentetik polimerler, yar1 hidrojellerin hazirlanmasi igin malzemeler olarak
kimyasal olarak modifiye edilmis dogal polimerler veya dogal ve sentetik polimerlerin
bir kombinasyonudur. Kimyasal olarak modifiye edilmis dogal polimerlere 6rnek
olarak metakriloil modifiye edilmis jelatin (GelMA) veya akrilat modifiye edilmis
hiyaluronik asit (AcHyA) verilebilir (Van Den Bulcke vd., 2000).

Hidrojeller, biyolojik siviya ek olarak suyu emebilen bir 3B yapiya ve hidrofilik
bir polimer agina sahiptir. Boylece, hiicreleri kapsiillemek i¢in kullanilabilen hiicre
dis1 matrise (ECM) benzeyen yumusak ve islak 3B yapiyr olusturabilirler. Bu, 3
boyutlu hiicre kiiltiirleri igin iskelelerin uygulanmasinda giderek daha fazla ilgi goren

hidrojellerin ortaya ¢ikmasina neden olur (Jose vd., 2020).

Sentetik hidrojeller, 3-boyutlu hiicre kiiltiirlerinde ¢esitli hiicre tipleri igin
yapisal destek saglamak tizere iyi mekanik mukavemete sahiptir. Bu PVA ve PEG
hidrojelleri, biyouyumlulugu (canli doku i¢in adaptasyon ve toksik olmama),
immiinojenitesinin olmamasi ve ayarlanabilir sertligi nedeniyle 3 boyutlu iskele igin

yaygin olarak kullanilir (Zhu vd., 2010).

Hem dogal hem de sentetik hidrojeller 3 boyutlu hiicre kiiltiirlerinde
avantajlarin1 yaygin olarak gostermis olsalar da, bu hidrojellerin bazi dezavantajlar da
vardir. Hizli bozunma, zayif stabilite ve zayif mekanik mukavemet dogal hidrojellerin
dezavantajlaridir; sentetik hidrojeller ise biyolojik olarak inerttir ve endojen
faktorlerden yoksundur. Yart sentetik hidrojeller, dogal ve sentetik polimerlerin bir
kombinasyonunu icerir. Bu kombinasyon, 3 boyutlu hiicre kiltiirlerinde dogal ve

sentetik hidrojellerin bireysel dezavantajlarini iyilestirir (Van Den Bulcke vd., 2000).

Hidrojeller, yalnizca hiicre kiiltiirii uygulamalariyla sinirl kalmayip; ilag salinim
sistemleri, yara iyilesmesini destekleyen biyomalzemeler ve doku miihendisligi gibi
birgok biyomedikal alanda genis bir kullanim potansiyeline sahiptir (Cascone &
Lamberti, 2020).

Polimerler, ilag tasiyici sistemlerinin hazirlanmasinda en umut vadeden
maddelerden biridir. Polimerler, polimerik miseller, polimerik vezikiiller ve hidrojeller
dahil olmak tizere c¢esitli nanoyapilar i¢in hazirlanabilir. Bu nanoyapilar, ilag

tasiyiciligr i¢in mitkemmeldir. Hidrojellere olan ilginin artmasi, polimerik kisimlarin
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uyaranlara duyarl: 6zellikleri nedeniyle akilli hidrojellere odaklanmistir (Chung vd.,
2021).

Hidrojeller diizensiz sekilli yaralar1 doldurabilen piiskiirtiilebilir veya enjekte
edilebilir bir yara pansumani olarak uygulanabilir. Ayrica dogal hiicre dis1 matris,
biyouyumluluk, biyobozunurluk ve ayarlanabilir 6zellikler (sekil, jel durumu ve
mekanik gii¢ gibi) ile benzer 6zellikler sunarlar. Hidrojellerin bu avantajlari, farkli
yara tipleri igin farkli pansumanlar i¢in hidrojellerin gelistirilmesini simiile edebilir.
Son zamanlarda, fonksiyonel hidrojeller yara pansuman aragtirmalarinda biiyiik ilgi
gormektedir. Bu hidrojeller, antibakteriyel 6zellikler, kan pihtilasmasini tesvik etme
veya kan yenilenmesini destekleme gibi yiiksek performansli biyolojik aktiviteler
sergileyebilir (Liang vd., 2021).

Bir hidrojel iskele, sinirlerin, kalp dokusunun, kikirdagin ve kemigin doku
yenilenmesinde faydal1 olabilir. Ornegin, kolajen-kitosanin 3B baskisi, yara izi ve
bosluk olusumunu azaltmada faydalidir ve bir hayvan modelinde test edildiginde sinir
liflerinin yenilenmesinin yani sira islevsel iyilesmeyi de iyilestirebilir. Baska bir
ornek, aljinat ve fibrin ile birlestirilmis HA'dir. Bu, periferik sinir dokusu
yenilenmesinde 3B baskinin bir miirekkep bileseni olarak uygulanmistir (Ning vd.,
2019; Sun vd., 2019).

2.5.1. Hiicre kiiltiiriinde kullanilan bazal membran ekstresi (BME) hidrojeli

Bazal membran ekstrakti (BME), Matrigel® ile ayni biyolojik kokene sahip
olup, Matrigel tiirleri arasinda yer alan bir hidrojel matriksidir. Matrigel, Engelbreth-
Holm-Swarm (EHS) fare timdriinden elde edilen bir bazal membran ekstresi (BME)
ornegidir. BME bilesenleri arasinda laminin, kollajen 1V, entaktin, heparan siilfat ve
proteoglikanlarin yani sira biyolojik olarak aktif peptitler ve biiyiime faktorleri bulunur
(Kleinman & Martin, 2005).

Hiicre tipine veya malignite durumuna bagl olarak, hiicreler BME {izerinde
kiiltiirlendiginde ¢ogalabilir veya farklilagabilir. Hiicreler ayrica, BME'nin iistiine veya

igine ekilmelerine bagli olarak degisen derecelerde farklilagirlar (Kleinman vd., 1998).

Matrigel'de ¢esitli biiyiime faktdrlerinin saptanmasi ile bunlar arasinda temel
fibroblast biiytime faktorii, epidermal biiytime faktori, insiilin benzeri biiyiime faktorii
1, doniistliriicti biiylime faktorii beta, trombosit kaynakli biiylime faktorii ve sinir

biiyiime faktorii yer almaktadir (Vukicevic vd., 1992).
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Matrigel'in ana protein bilesenleri olan laminin (800.000 Da), kollajen 1V
(540.000 Da) ve enaktin (158.000 Da), ¢ogu protein biiyiime faktoriiniin ortalama
boyutundan (<45.000 Da) 6nemli olgiide daha biiyiiktiir. Matrigel'in 6nemli bir
uygulama alani, insan embriyonik kok hiicrelerinin biiyiimesidir. Matrigel,
muhtemelen hiicre-hiicre dig1 matris etkilesimlerini taklit ederek, kanser ve kok hiicre
kiiltirinde ECM'yi taklit etmek icin kullanilir. Matrigel'in, kendini yenileme ve ¢ok
yonliiliigi koruma yetenegi nedeniyle kok hiicre kiiltiirii i¢in optimal bir matris oldugu
gosterilmistir. Matrigel'in kok hiicrelerin farklilasmamis durumda kalmasina nasil
yardimci oldugu tam olarak anlagilamamistir. Bu anlayis eksikligine katkida bulunan
bir faktor, ECM'nin analizindeki zorluktur. Matrigel'in hiicre kiiltiirii ve kanser
arastirmalarinda yaygin kullanimi nedeniyle, bilesiminin belirlenmesi kritik 6nem
tasimaktadir (Hughes vd., 2010). Genellikle 10-15 mg/ml ortam konsantrasyonunda
dondurulmus bir ¢ozelti olarak saklanir, 4 °C'de bir gece boyunca ¢ozilir ve 24—
37°C'de 30 dakika icinde jel haline gelir. Jel, sogutuldugunda Kkolayca tekrar
¢coziinmez. Hiicreler genellikle jel haline getirilmis malzemenin {izerine yerlestirilir,
ancak jel haline gelmeden once matrisle karigtirilabilir. Birgok hiicre hatt1 ve primer
hiicre, bu matrise maruz kaldiklarinda ¢cogalmaz, ancak farklilagir. Matrigel tizerindeki
hiicrelerin hem morfolojisi hem de ifade ettikleri genler, daha farklilagsmis bir fenotipi
yansitir (Hadley vd., 1985).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Asagida deneysel galismalar esnasinda kullanilan kimyasal ve sarflara ait bilgiler

bulunmaktadir.

Fetal bovine serum (FBS)

Primocin

Stabil Glutamin

Dulbecco's phosphate buffered saline

Tripsin-EDTA

FITC anti-human CD44

FITC anti-human CD90

FITC anti-human CD73

FITC anti-human CD105

FBS-12A, Capricorn Scientific,
Ebsdorfergrund, Almanya

. ant-pm-2, Invivogen, California,
ABD

STA-B, Capricorn Scientific,
Ebsdorfergrund, Almanya

PBS-1A, Capricorn Scientific,
Ebsdorfergrund, Almanya

25200056, Thermo  Fisher
Scientific, Gibco, Massachusetts,
ABD

338804, Biolegend, California,
ABD

: 19-04400-10, PluriSelect, Leipzig,

Almanya

344016, Biolegend, California,
ABD

323204, Biolegend, California,
ABD
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BSA-1S, Biolegend, California,
ABD

PE anti-human CD25

302208, Biolegend, California,
ABD

PE anti-human CD19

303004, Biolegend, California,
ABD

PE anti-human CD29

343506, Biolegend, California,
ABD

PE anti-human CD34

301806, Biolegend, California,
ABD

PE anti-human CD14

307606, Biolegend, California,
ABD

PE anti-human HLA-DR

311406, Biolegend, California,
ABD

PE anti-human HLA-A-B-C

310904, Biolegend, California,
ABD

FITC anti-human CD69

304008, Biolegend, California,
ABD

PE anti-human CD45

3.2. Kullamlan Cihazlar

Asagida deneysel ¢aligmalar esnasinda kullanilan cihazlara ait bilgiler bulunmaktadir.

Panasonic MCO-170M-PE,

CO2/032- ¢ok gazli inkiibator
Kadoma, Japonya

: Panasonic MDF-C2156VAN-PE,
-150°C derin dondurucu
Kadoma, Japonya
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Floresan atagmanli inverted : Carl Zeiss Axio Observer D1,

mikroskop Oberkochen, Almanya

Agilent  Novacyte 3500,
Kaliforniya, ABD

Flow sitometri cihaz

Floresan atagsmanli arastirma
: Leica DM2500, Wetzlar Almanya
mikroskobu

: Kern, OBL-12/0OBL-13, Balingen,

Isik mikroskobu
Almanya

. . Eppendorf, Research® plus,
Otomatik pipet seti
Hamburg Almanya
: Hettich Rotina 380R, Westphalian,

Masaiistii sogutmali santrifiij
Almanya

Calkalamali su banyosu : JeioTech BS-11, Seul, Kore

: Rainin PX-100 EU, Kaliforniya,

Sarjli pipetor
Ji1p1p ABD

Panasonic MPR-414F-PE,

Kit saklama dolabi1 (+4/-20°C)
Kadoma, Japonya

: THARMAC CellS in I, Limburg

Sitosantrifiij
an der Lahn, Almanya

- L | 1 i
Bilgisayar enovo ldeapad 310, Cin

3.3. Deney Protokolii

Bu tez c¢aligmasi insan ya da hayvan bedeni disinda (hiicre kiiltiiri ortaminda)

gergeklestirilmistir.

Bu ¢alisma, Eskisehir Osmangazi Universitesi (ESOGU) Girisimsel Olmayan
Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun 10.11.2025 tarihli ve E-25403353-050.04-
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250194537 sayili, 34 numarali etik kurul onayr kapsaminda gergeklestirilmis olup,

insan kaynakli dokulardan izole edilen hiicreler kullanilmigtir.
Deney gruplari

Calismamiz kapsaminda, insan adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicreler
(IAD-MKH), uygun kiiltiir kosullarinda cogaltilip karakterize edildikten sonra,
hidrojel matrisi ile homojen bir sekilde karistirilmistir. Elde edilen hiicre—hidrojel
stispansiyonu, steril kosullar altinda ¢ok kanalli mikroakiskan ¢ipin kanallarina
enjekte edilmistir. Hiicre ekimi tamamlandiktan sonra ¢ipler, 37 °C sicaklik ve %5

CO: igeren nem kontrollii inkiibatore yerlestirilmistir.

1. Grup (kontrol grubu): Hiicre—hidrojel karisiminin mikroakiskan ¢ipe enjekte

edilerek mikrostatik kosullarda kiiltiire edildigi sistem

2. Grup (deney grubu): Ayni hiicre—hidrojel karistminin mikroakiskan ¢ipe enjekte
edilip peristaltik pompa ile dinamik akis kosullarinda kiiltiire edildigi sistem

3.3.1. Adipoz doku kaynakh mezenkimal kok hiicrelerin ¢oziilmesi, kiiltiirii,

flow immunofenotipik karakterizasyonu ve ¢ogaltilmasi

Calismamizda, etik kurul onami1 alinmis saglikli goniilliilerden liposaksin islemi
sonrast tibbi atik olarak elde edilen adipoz dokulardan (n=3), enzimatik yontemle izole
edilen, liclincli pasaja kadar ¢ogaltilarak mezenkimal kok hiicre 6zellikleri agisindan
karakterize edilen ve kriyoprezervasyon yontemi ile hiicre bankasinda depolanan iAD-

MKH kullanilmistir.

Deney gruplarinda, kriyoprezervasyon sonrasi ¢Ozdiiriilen ve uygun kiiltiir
kosullarinda ¢ogaltilarak deneylerde kullanilacak hiicre yogunluguna ulastirilan iAD-
MKH kullanildi. Caligmada yalnizca 3. ile 7. pasajlar arasinda elde edilen hiicreler
tercih edildi. iAD-MKH’ler kriyoprotektan ajanlardan arindirilmalarini takiben kiiltiir
ortamina aktarilmis ve deneysel uygulamalara uygun hale gelmeleri i¢in ¢ogaltma

islemleri gerceklestirildi.

Kriyoprezervasyon ve ¢dzme siireclerinin hiicreler lizerinde olasi etkilerini belirlemek
amaciyla, ¢ozdiirme isleminden sonraki ilk 24 saat igerisinde hiicre canliligi
degerlendirildi. Coézme sonrasi hiicre canliligin1 degerlendirmek igin tripan mavisi

boyamasi yapilarak Thoma lami iizerinde sayim gerceklestirildi ve hiicrelerin
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immiinofenotipik durumlart flow sitometri ile dogrulandi. Sekil 3.1.’de yaptigimiz

calismanin grafiksel 6zeti bulunmaktadir.

wed) wf
Jel, kullanimdan Her bir cip icin \
24 saatonce. toplam 100 pL
-80°C'den 4 hidrojel
°Clye aktanid. uygulandi.

2\ lzolasyon Karakterizasyon —
A —_—

. . R
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Hyy RS
» = ST Kaltirlenmis hicreler, Her bir cip icin,
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Sekil 3. 1. Caligmanin grafiksel ozeti. iIAD-MKH izolasyonu, g¢ogaltilmasi ve
karakterizasyonu sonrasi hidrojel igerisinde hazirlanarak ¢ok kanalli
mikroakigskan ¢ip sistemine ekilmesini gosteren deneysel is akisi.
Hiicreler, mikroakiskan ciplerde 37 °C ve %5 CO: igeren inkiibatorde
kiiltiire edilmis; canli/6li ve floresan mikroskopi analizleri ile hiicre

canliligi, yayilimi ve morfolojik dzellikleri degerlendirilmistir.

3.3.2. iIAD-MKH’lerin immunofenotipik karakterizasyonu

Izole edilen iAD-MKH’ler, dérdiincii pasaja kadar g¢ogaltildiktan sonra
karakterizasyon i¢in hazirlandi. Pasaja ulasan hiicrelerin eski besiyeri uzaklastiriimus,
ardindan hiicreler Ca?>" ve Mg*" icermeyen dPBS (Dulbecco’s phosphate buffered
saline, Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund, Almanya) ile iki kez yikandi. Yikama
islemini takiben hiicreler %0.25 tripsin-EDTA (Etilendiamin tetra asetik asit, Thermo
Fisher Scientific, Gibco, Massachusetts, ABD) ile yiizeyden ayrilmis ve tripsin
aktivitesi, serum igeren besiyeri eklenerek notralize edildi. Elde edilen hiicre
stispansiyonu 310xg’de 4 dakika santrifiij (Hettich, Rotina 380R, Westphalian,
Almanya) edilerek toplanmuis, siipernatant uzaklastirillmis ve soguk PBS ile tekrar

yikanmistir.

Flow sitometri analizi i¢in hiicre pelletine baglanma soliisyonu (%2 FBS iceren

PBS) ve ilgili yiizey belirteci antikorlar1 eklenmis, hiicreler 4°C’de 20 dakika inkiibe
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edildi. Inkiibasyon sonrasi PBS ilave edilerek hiicreler flow sitometri cihazinda
okutuldu (Agilent Novacyte 3500). Veriler NovoExpress yazilimi kullanilarak analiz
edildi. Izolasyonun basar1 diizeyi ve hiicre popiilasyonunun saf/uygun ozellikler
tasiyip tasimadigi, karakteristik MKH pozitif (CD44, CD73, CD90, CD105 vb.) ve
negatif (CD14, CD19, CD25, CD34, CD45, HLA-DR vb.) belirteclerin

degerlendirilmesiyle dogrulandi.
3.4. Mikroakiskan Cipin Tasarim ve Uretimi

Bu mikroakiskan ¢ip, literatiirde tanimlanmis ve c¢oklu hiicre tiplerinin
yiizeylerde veya hidrojel igerisinde mikroakiskan sistemlerinin temel olarak
calistirilmasini saglayan olanaklar saglanmistir. Buradaki dizayn, Shin ve ark. (2012)
tarafindan detaylandirilmis mikroakigkan ¢ip modeli referans alinarak olusturulmustur
(Shin. Y vd 2012).

Cip tasariminin ilk asamasinda kanal geometrileri, akis hatt1 diizeni ve hiicre—
hidrojel uygulama bolgeleri AutoCAD yazilimi ile modellendi. Tasarimi takiben
fotolitografi yontemi kullanilarak silikon bazli bir master kalip olusturulmus, ardindan
polidimetilsiloksan (PDMS) karisimi master kalip iizerine dokiilerek mikrokanal
yapisinin olusturulmasi saglandi. Kiirlenme islemi sonrast PDMS tabakasi kaliptan
cikarilmis, giris—¢ikis portlari agilmis ve ¢ip, plazma baglama yontemi ile cam yiizeye

kapatilarak kullanima hazir hale getirildi.
3.4.1. Fotolitografi siireci

Mikroakigkan ¢ipte yer alan mikrokanal yapilarini olusturmak amaciyla,
fotolitografi siireci uygulanmigtir. Bu kapsamda, SU-8 3050 negatif fotorezist
(MicroChem Corp., Westborough, MA, ABD), yiizeyi tek tarafli cilalanmis 4 ing
capindaki silikon wafer (University Wafer Inc., Boston, MA, ABD) iizerine spin
kaplama yontemi ile homojen olarak kaplanildi. Kaplama iglemi, spin coater cihazi
kullanilarak 1000 rpm hizda gergeklestirildi ve boylece mikrokanal yapilar i¢in uygun
bir fotorezist tabakasi elde edildi.

Fotorezist ile kaplanan silikon wafer, mikroakiskan ¢ip tasarimina ait kanal
geometrilerini igeren optik maske yardimiyla Mask Aligner UV-litografi sistemi
(Midas System Co., Ltd., Daejeon, Kore; MDA-60MS, 4") kullanilarak ultraviyole
(UV) 1s18ina maruz birakildi. Bu adimda, maske {izerindeki desenlerin fotorezist

tabakaya dogru ve net bir sekilde aktarilmasi saglandi. UV maruziyetinin ardindan,
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fotorezistin kimyasal olarak segici sekilde ¢oziinmesini saglamak amaciyla SU-8
gelistirici  ¢ozeltisi (MicroChem Corp.) kullanilarak gelistirme islemi Yyapildi.
Gelistirme siireci sonunda, tasarlanan mikrokanal geometrileri silikon wafer tizerinde

yiiksek ¢oziiniirliikte elde edildi.
3.4.2. PDMS Karisiminin hazirlanmasi ve kiirlenmesi

Mikrofabrikasyon siirecinin tamamlanmasinin ardindan, mikrokanal yapilarinin
elde edilmesi amaciyla fotolitografi ile hazirlanan SU-8 master kaliplar PDMS dokiim
islemi i¢in kullanildi. Bu kapsamda, PDMS prepolimer baz ve kiirleme ajani, iiretici
firmanin onerileri dogrultusunda 10:1 (agirlik/agirlik) oraninda tartilarak alinmis ve
homojen bir karisim elde edilinceye kadar yaklasik 5 dakika boyunca dikkatlice
Karistirlldi. Karisim sirasinda hava kabarcigi olusumunu en aza indirmek amaciyla

yavas ve kontrollii bir karistirma prosediirii uygulandi.

Hazirlanan PDMS Kkarisimi, SU-8 master kalibin iizerine dokiildiikten sonra
mikrokanal yapilar1 tam olarak dolduruldu. Dokiim islemi Sonrasi, karisim igerisinde
olusan hava kabarciklarinin uzaklastirilmasi amaciyla, vakumlu desikator altinda
degazasyon islemi yapildi. Gazi giderilen PDMS, daha sonra 100 °C sicakliktaKi
firinda yaklagik 2 saat siireyle kiirlenmeye birakildi.

Kiirlenme isleminin tamamlanmasmin ardindan, PDMS tabakasi1 dikkatlice
kaliptan ¢ikarildi, mikroakiskan ¢ip geometrisine uygun sekilde kesilerek
sekillendirildi. Son asamada, mikrokanallarin giris ve ¢ikislari uygun ¢apta pang

kullanilarak agildu.
3.4.3. PDMS—cam yiizey baglama (plazma bonding) prosediirii

Cam mikrokanal baglama islemi, PDMS tabakasinin kiirlenme siirecinin
tamamlanmasinin ardindan, PDMS mikrokanallarin SU-8 master kaliptan dikkatlice
ayrilmasi Sonrasinda yapildi. Baglama isleminden dnce, PDMS mikrokanal yiizeyi ve
ince cam lam, yiizey aktivasyonunun saglanmasi amaciyla oksijen plazma
jeneratoriinde yaklasik 1 dakika siireyle oksijen plazmasina maruz birakildi. Bu islem
ile her iki ylizeyde hidrofilik gruplarin olusmasi saglanarak baglanma verimliligi

artirilmastir.

Plazma ile aktive edilen PDMS ve cam yiizeyler, mikrokanal yapilar1 dogru
sekilde hizalanacak bi¢imde dikkatlice bir araya getirildi ve hafif basing uygulanarak

temas ettirildi. Ardindan, yiizeyler arasinda kalici ve giiclii bir baglanma elde
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edilebilmesi amaciyla, baglanmis yapilar 100°C sicakliktaki firinda 2 saat siireyle
inkiiba edildi. Bu islemin sonunda kapali mikrokanal topolojilerine sahip, kullanima

hazir mikroakiskan gipler elde edildi.

Baglama ve iiretim kalitesinin degerlendirilmesi i¢in, baglama isleminden sonra
sizint1 testleri gerceklestirildi. Bu kapsamda, ¢alisma sivisi mikrokanallar igerisine
verildi ve kanallar 1s1k mikroskobu altinda incelenerek PDMS ile cam yiizeyler

arasinda herhangi bir s1v1 sizintis1 olup olmadig goérsel olarak degerlendirildi.
3.5. Hidrojel Hazirhg

Bu caligmada hidrojel matriksi olarak Bazal Membran Ekstresi (BME)
(Cultrex®) jel kullanildi. BME jelin tercih edilmesinin temel nedeni, sicakliga duyarlt
fiziksel ozellikler gostermesidir. Jel, diisiik sicakliklarda sivi formda bulunmakta, 37
°C’de ise hizli bir sekilde polimerize olarak jel yapisina doniismektedir. Bu 6zellik,
mikroakigkan ¢iplerin 37 °C ve %5 CO: kosullarinda inkiibe edildigi hiicre kiiltiirii

uygulamalari i¢in BME’yi uygun bir hidrojel matriksi haline getirmektedir.

BME jel, hiicrelerin ti¢ boyutlu (3B) bir mikrogevrede tutunmasini, yayilmasini
ve yasamsal aktivitelerini siirdiirebilmesini destekleyen laminin, kollajen 1V ve
entaktin gibi ekstraseliiler matriks bilesenlerini igermektedir. Bu yapisal ve
biyokimyasal 6zellikleri sayesinde, mezenkimal kok hiicrelerin canliligi ve morfolojik

biitiinliigiiniin korunmasina Katki saglamaktadir.

Uretici firma onerileri dogrultusunda, BME jel =70 °C’nin altinda depolandh.
Hiicre ekimi Oncesinde jelin kontrollii bir sekilde ¢oziinmesini saglamak igin,
kullanimindan yaklasik 24 saat 6nce —80 °C’den alinarak +4 °C’de bekletildi. Tim
hazirlik ve hiicre—jel Karistirma islemleri, jelin erken polimerizasyonunu onlemek

amaciyla soguk zincir korunarak gergeklestirildi.
3.6. Hiicre-Hidrojel Karisiminin Hazirlanmasi ve Cipe Enjeksiyonu

Kiiltiir edilmis insan adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicreler (1AD-
MKH), deneysel uygulamalar 6ncesinde %0,25 tripsin-EDTA kullanilarak kiiltiir
yiizeyinden ayrildi. Elde edilen hiicre siispansiyonu santrifiij islemi sonrasinda
yeniden siispanse edildi ve tripan mavisi boyama yontemi ile hiicre canliligi ve sayimi
gerceklestirildi. Deneylerde kullanilmak tizere hiicre yogunlugu 1 mL’de 2 x 10° hiicre

olacak sekilde ayarlandi.
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Hiicre—hidrojel karisiminin hazirlanmasi asamasinda, her bir mikrokanal igin 25
uL hiicre siispansiyonu ile 25 uL saf Cultrex® Bazal Membran Ekstresi (BME)
hidrojeli birlestirildi. Karigim, hiicrelerin homojen dagilimini1 saglamak amaciyla
mikropipet yardimiyla yavas ve tekrarli pipetleme islemi uygulanarak dikkatlice
karistirlldi.  Hidrojelin  erken  polimerizasyonunu onlemek amaciyla, hiicre
stispansiyonu, BME hidrojeli, pipet uglari ve mikroakigkan ¢ipler enjeksiyon
oncesinde +4 °C’de sogutuldu. Hiicre-hidrojel karisimimin mikrokanallara aktarimi
oncesinde, mikroakigkan ¢iplerin kanal giriglerine steril mikro pipet u¢lar1 yerlestirildi.
Hazirlanan karisim, ters 151k mikroskobu altinda manuel parmak basinci uygulanarak
mikrokanallara yavas ve kontrollii bir sekilde enjekte edildi. Enjeksiyon islemi
sirasinda kanallarin tikanmasini 6nlemek ve hiicrelerin kanal boyunca esit dagilimini
saglamak amaciyla enjeksiyon diisik hizda gergeklestirildi. Hiicre—hidrojel
karigiminin mikrokanallara dagilimi ve kanal doluluk durumu enjeksiyon sonrasinda
mikroskop altinda gorsel olarak kontrol edildi. Hiicre-hidrojel enjeksiyonunun
ardindan, hidrojelde hiicrelerin stabilizasyonu ve jel polimerizasyonunun
tamamlanmasi amaciyla mikroakiskan ¢ipler 37 °C’de 60 dakika siireyle bekletildi. Bu
stirenin sonunda besiyeri uygulamasina gegildi. Mikrostatik kiiltiir grubunda, besiyeri
giris kanallarina kiiltiir ortam1 manuel uygulanarak verildi. Mikroakiskan kiiltiir
grubunda ise besiyeri, peristaltik pompa sistemi kullanilarak 2 uL/dk akis hizinda
mikrokanallara siirekli olarak saglandi. Tiim deney gruplarina ait mikroakiskan ¢ipler,

%5 CO: igeren 37 °C kosullarinda hiicre inkiibatoriinde inkiibasyona birakildi.

Hiicre—hidrojel karigimi, her bir mikrokanal igin esit hacimlerde (1:1 oraninda)
hazirlanmig ve toplam 50 uL olacak sekilde mikrokanallara enjekte edildi. Enjeksiyon
islemi sirasinda erken jelasyonun oOnlenmesi amaciyla tim materyaller soguk
kosullarda tutulmus ve enjeksiyon diisiik hizda gerceklestirildi. Hiicrelerin hidrojel
igerisindeki dagilimi ve kanal doluluk durumu enjeksiyon sonrasinda mikroskop

altinda kontrol edildi. Tiim islemler steril kosullar altinda yapilda.
3.7. Hiicre Canhligmin Belirlenmesi (Canl/Olii Boyama)

Hiicre canliliginin hem mikrostatik hem de mikroakiskan (dinamik) kiiltiir
kosullarinda morfolojik diizeyde degerlendirilmesi amaciyla Canli/Olii Boyama Kiti
(Live or Dead™ Fixable Dead Cell Staining Kit, ATT Bioquest) kullanildi. Bu yontem
kapsaminda, canli hiicreler yesil floresan sinyal veren Calcein-AM ile, 6lii hiicreler ise

kirmizi floresan sinyal olusturan Propidium lodide (PI) ile isaretlendi.
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Inkiibasyon siiresinin sonunda, &rnekler mikroakiskan ciplerin besiyeri
kanallarina yerlestirilen steril mikro pipet uglari araciligiyla, manuel ve yavas parmak
basinci uygulanarak oncelikle 1x PBS ile yikanmistir. Daha sonra Calcein-AM ve Pl
igeren boyama ¢ozeltisi ayn1 yontemle mikrokanallara eklenmistir. Boyama islemi, 37
°C sicaklikta, %5 CO:2 igeren ve nem kontrollii ortamda, karanlik kosullarda 30 dakika
inkiibe edilmistir.Boyama islemlerinin tamami, hiicreler mikroakigkan ¢ip igerisinde
kiiltirlenmis haldeyken gergeklestirilmistir. Inkiibasyonun ardindan hiicrelerin
canlilik durumu ve morfolojik 6zellikleri, ters floresan mikroskop (ZEISS Axio

Observer D1) kullanilarak goriintiilendi.
3.8. Phalloidin ve DAPI Boyama Analizi

Mikroakiskan ¢ip sistemi igerisinde ti¢ boyutlu kiiltiir kosullarinda kiiltiire edilen
insan adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin (iAD-MKH) hiicresel
morfolojilerinin, aktin sitoskeleton organizasyonlarinin ve ¢ekirdek morfolojilerinin
degerlendirilmesi amaciyla DAPI ve Phalloidin ¢ift floresan boyama analizi
gergeklestirildi. Bu yontem sayesinde hiicrelerin mikrogevreye adaptasyonu, yayilim

ozellikleri ve sitoskeletal biitiinliigi morfolojik diizeyde analiz edildi.

Tiim boyama basamaklari1 oda sicakliginda gergeklestirilmis olup, mikroakiskan
¢ip igerisindeki akigskan degisimleri ve reaktif uygulamalari peristaltik pompa
yardimiyla saglanmistir. Boyama siirecinde kullanilan tiim ¢oézeltiler, mikroakiskan
¢ipin besiyeri kanallar1 lizerinden sabit 2 pL/dk akis hizi ile ¢ip igerisine verildi. Bu
sayede hidrojel yap1 ve hiicrelerin yerinden oynamasi énlenmis ve kontrollii bir sivi

degisimi saglandi.

Boyama iglemine baglanmadan 6nce, mikroakigkan ¢ip igerisinde bulunan kiiltiir
ortamimin ve hiicresel artiklarin uzaklastirilmasi amaciyla 6rnekler 1 x PBS ile 10
dakika boyunca yikandi. Bu yikama basamagi, hem ortam kalintilarinin
uzaklastirilmas1 hem de sonraki kimyasal islemlerin etkinliginin artirilmasi amaciyla

uygulanda.

Ardindan hiicresel yapilarin korunmasi ve hiicrelerin morfolojik 6zelliklerinin
sabitlenmesi amaciyla fiksasyon islemi gerceklestirildi. Bu amagla ¢ip igerisine %4
paraformaldehit (PFA) ¢ozeltisi verilmis ve drnekler 15 dakika siireyle inkiibe edildi.

Fiksasyon basamagini takiben, hiicre zarinin gegirgenliginin artirilmasi ve boyalarin
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hiicre i¢i yapilara ulasabilmesi i¢in %0,1 Triton X-100 igeren permeabilizasyon

cozeltisi ¢ipe verilmis ve 15 dakika siireyle uygulandi.

Permeabilizasyon isleminin ardindan, non-spesifik baglanmalar1 azaltmak ve
arka plan floresansini minimize etmek amaciyla hiicreler %1 BSA (Bovine Serum

Albumin) igeren bloklama ¢6zeltisi ile 30 dakika boyunca inkiibe edildi.

Bloklama basamagini takiben, aktin sitoskeletonunun boyanmasi amaciyla
Phalloidin boyasi ¢ip igerisine verildi ve Ornekler karanlik kosullarda 30 dakika
stireyle inkiibe edildi. Bu basamak sayesinde hiicrelerin filament6z aktin (F-aktin)
yapilar1 spesifik olarak isaretlendi. Daha sonra hiicre ¢ekirdeklerinin goriintiilenmesi
amaciyla DAPI boyasi yine karanlik ortamda uygulanmis ve 10 dakika siireyle

inkiibasyon gergeklestirildi.

Boyama islemlerinin tamamlanmasinin ardindan, fazla boya Kkalintilarinin
uzaklastirilmas1 amaciyla 6rnekler PBS ile yikanmis ve mikroakiskan ¢ip igerisindeki
hiicreler floresan mikroskop kullanilarak uygun filtre setleri altinda goriintiilendi. Elde
edilen gorintiiler, hiicrelerin morfolojik yapilarinin, sitoskeletal organizasyonlarinin

ve ¢ekirdek dagilimlarinin degerlendirilmesinde kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1. Mikroakiskan Cipin Tasarim ve Uretimi

4.1.1. Mikroakigkan ¢ipin autocad uygulamasindan ¢izimi

Calismamizda kullanilan ¢ok kanalli mikroakigskan ¢ipin geometrik tasarimi
AutoCAD yazilimi kullanilarak yapildi. Tasarlanan ¢ip, hiicre-hidrojel Karisiminin
kontrollii bir sekilde ekimine ve uzun siireli kiiltliriine uygun sekilde ¢ok kanala
sahiptir. Cip tasariminda, 4 ana kiiltiir kanali ve 3 besiyer kanali movcuttur. Her

kanalin giris ve ¢ikis portlart vardir.

AutoCAD vyaziliminda hazirlanan ¢izimde, her bir ana kanalin genisligi,
uzunlugu ve birbirleriyle olan iliskileri simetrik ve esit olacak sekilde diizenlendi.
Kanallarin geometrisi, hidrojel igerisinde {i¢ boyutlu hiicre kiiltiiriine uygun olacak

sekilde tasarlanmustir (Sekil 4.1.).

Tasarim asamasinda, hiicre ekimi, besiyeri akis1 ve goriintiilleme islemlerinin
rahatlikla yapilabilmesi igin, ¢ipin genel boyutu,kanallarimin boyutu, giris-¢ikis
portlarinin konumlart uygun sekilde ayarlanmistir. AutoCAD uygulamasinda yapilan
bu ¢izim, fotolitografi ile SU-8 kalibinin iiretilmesinde maske tasarimi olarak

kullanildi.
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Sekil 4. 1. AutoCAD yazilimi kullanilarak olusturulan mikroakiskan ¢ip tasariminin
sematik gosterimi. a) 1-6 numarali kanallar, besiyeri giris ve ¢ikis hatlarini;
7-10 numarali kanallar ise hiicre—hidrojel karisiminin enjekte edildigi akis
hatlarin1 ifade etmektedir. b) Mikroakiskan kanallarin boyutsal 6zellikleri

ve geometrik 6lgtimleri ayrintili olarak gésterilmistir (um).

4.1.2. Fotolitografi yontemi ile SU-8 mikrokanal kalibinin iiretilmesi

Bu ¢alismada, mikroakiskan ¢ip tiretiminde kullanilan fotolitografi yontemi ile
SU-8 esasli mikrokanal kalibi basariyla elde edildi. Tasarlanan mikrokanal
geometrisine uygun olarak hazirlanan maske kullanildi ve iiretilen SU-8 kalibin, kanal

yapilarinin diizgiin, net sinirlara sahiptir.

Uretilen kalip iizerinde mikrokanallarm, tasarlanan geometrik boyutlarla
uyumlu oldu ve kanal kenarlarinin keskin hatlara sahiptir. Kalip yiizeyinde herhangi

bir ¢okme, ¢atlama veya yapisal bozulma olugmadi (Sekil 4.2.).

Hazirlanan SU-8 kalip kullanilarak elde edilen PDMS replikasmin, kalip
tizerindeki mikrokanal yapilart dogru sekilde kopyaladi ve kanal detaylarinin tamamen
PDMS yiizeyine aktarildi. PDMS yapinin kaliptan biitiinliigi bozulmadan ayrildi ve

mikrokanal geometrisinin korunarak basariyla elde edildigi goriildii.
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Sekil 4. 2. Fotolitografi yontemi kullanilarak tiretilen SU-8 mikrokanal kalibinin son

hali. Ol¢ek cubugu: 1 cm.

4.1.3. PDMS—cam baglama (bonding) sonrasi mikroakiskan cip goriiniimii

SU-8 kalip kullanilarak elde edilen PDMS mikrokanal yapist ile cam yiizey
arasinda oksijen plazma yontemi kullanilarak baglama islemi yapildi. Baglama islemi
sonrasinda mikroakiskan ¢ipin, sizdirmaz, biitiinliigii korunmus ve kullanima hazir bir

yapt olusturuldu.

Baglama islemi sonrasinda mikroakigkan ¢ipin optik seffafliginin korundugu,
yapisal biitiinliigiinde herhangi bir bozulma meydana gelmedigi; sizdirmazlik kaybi,

¢okme veya deformasyon olusmadigi tespit edilmistir.

Uretilen mikroakiskan ¢ipin giris ve ¢ikis portlarmin agik ve islevsel oldugu, s1vi
transferine uygun sekilde calistigi ve yapisal biitiinliigiiniin tiretim sonrasi agamalarda
da bir sorun olmadigi goéziikdii. Ayrica, ¢ip tlizerinde herhangi bir hava kabarcigi,
ayrilma veya sizintrtya neden olabilecek yapisal kusur gozlenmemistir. Ustten
goriinimde mikrokanal yapilarinin bitiinliigiiniin korundugu, yan goriiniimde ise

PDMS tabakanin cam yiizeye homojen sekilde yapistigi goriilmektedir (Sekil 4.3.).
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Sekil 4. 3. Cok kanalli mikroakiskan ¢ipin PDMS tabakasinin cam lam iizerine
baglanmasi (bonding) sonras: elde edilen nihai goriiniimii. Olgek

¢ubugu: 1 cm.

Olusturulan mikroakigkan ¢ipte kanal boyutlari su sekildedir: Medium
kanallariin genisligi 1000 pm olarak tasarlandi. Hiicre-hidrojel karisiminin
bulundugu kanalin genisligi 350 um ve uzunlugu 2170 pm olup, bu kanalin giris
bolgesinin genisligi 200 um’dir. Ayrica, kanallar arasinda yer alan bariyer yapilari

arasindaki mesafe 144 pm olarak belirlendi.

4.2. Insan Adipoz Doku Kaynakl Mezenkimal Kok Hiicrelerin
(IAD-MKH) Akis Sitometrisi ile Karakterizasyon Sonuclari

Calismada kullanilan insan adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin
(IAD-MKH) fenotipik karakterizasyonu akis sitometrisi yontemi ile gergeklestirildi.
Hiicrelerin donma-¢6zme isleminden sonra bu islemlerden etkilenip etkilenmediginin
dogrulanmasi igin negatif ve pozitif yiizey belirtecleri analiz edildi. MKH’lerin

ortalama canlilik oraninin yaklasik %90 diizeyinde oldugu belirlendi.

Uluslararasi kabul gérmiis mezenkimal kok hiicre (MKH) tanimlama Kriterlerine

uygun olarak gergeklestirilen akis sitometrisi analizlerinde, hiicrelerin CDI105
(%92,71), CD90 (%99,97), CD73 (%99,90), CD44 (%99,95) ve CD29 (%99,85)
belirtegleri agisindan yiiksek oranda pozitif ekspresyon gosterdigi; buna Karsilik CD69
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(%5,31), CD45 (%0,07) ve HLA-DR (%0,10) belirteglerinin ise negatif diizeyde
eksprese edildigi tespit edilmistir (Sekil 4.4.).
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Sekil 4. 4. Adipoz doku kaynakli MKH’lerin akis Sitometrik Karakterizasyonu.
Histogramda hedef antikorlar mavi ve izotip antikorlar (negatif kontrol)

mor ile gosterilmistir.

4.3. Mikroakiskan Ciplerde Sizdirmazhk Testi Sonuglar:

Uretilen mikroakiskan ciplerin sizdirmazlik ozelliklerinin degerlendirilmesi
amaciyla sizint1 testi yapildi. Bu kapsamda, BME Cultrex jel igerisine mavi gida
boyasi eklenerek hazirlanan karigim, mikroakiskan ¢ipin kanallarina verildi. Cip, 37

°C ve %5 CO: kosullarinda 1 giin siireyle inkiibatdrde bekletildi.

Elde edilen mikroskobik goriintiilerde boyanin yalnizca kanal sinirlart igerisinde
kaldigi, kanal duvarlar1 boyunca herhangi bir sizinti, yayilma géziikmedi. Ayrica,
kanallarda yapisal bir deformasyon, ¢okme veya ayrilma olmadi (Sekil 4.5.). Sonug
olarak, mikroakiskan ¢ipin bagarili bir sekilde yapildigini ve deneysel uygulamalar i¢in

yeterli sizdirmazliga sahip oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4. 5. Mikrocipe enjekte edilen jel testi. Test kapsaminda, kullanilan BME Cultrex
jel igerisine mavi gida boyasi eklenerek ¢ip kanallarina verilmistir. Cip, 1
giin siireyle inkiibatérde bekletildikten sonra 5x biiylitmede mikroskop
altinda goriintiilenmistir. Kanallarda herhangi bir sizinti veya yayilma
gozlenmedigi dogrulanmistir. (a—d) mikroakiskan ¢ipin farkli kanallarina

ait goriintiileri gostermektedir, (e) ¢ipin listten goriinlimiidiir.

4.4. Hidrojel-IAD-MKH Karisiminin Kontrol Kiiltiirii Sonuglar:
Cip modeline kontrol grubu olusturmak amaciyla, hidrojel (BME Cultrex) ve

hiicre stlispansiyonu 1:1 oraninda karistirilarak hazirlandi. Bu kapsamda, 100 pL
hidrojel igerisine, 100 pL besiyeri igerisinde siispanse edilmis toplam 20.000 1AD-
MKH eklendi. Hazirlanan hiicre-hidrojel karigimi 96-well plakanin kuyucuklarina
aktarildi ve hidrojelin polimerizasyonunun saglanmasi amaciyla 1 saat boyunca
inkiibatorde bekletildi. Hidrojel sertlesmesinin ardindan kuyucuklarin iizerine uygun
miktarda besiyeri eklendi ve hiicreler 4 giin boyunca standart hiicre kiiltiirii

kosullarinda inkiibe edildi.

Kiiltiirtin 4. giinlinlin sonunda hiicre canliligi, Live/Dead boyama yontemi
kullanilarak degerlendirildi. Floresan mikroskop analizleri sonucunda, hidrojel
icerisinde kiiltiire edilen hiicrelerin canlilik oraninin yaklasik %75-80 araliginda

oldugu belirlendi.
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Sekil 4. 6. Hidrojel icerisinde kiiltiire edilen iAD-MKH’lerin kiiltiiriin 4. giiniinde
gerceklestirilen Canli/Olii (Live/Dead) boyama analizine ait floresan
mikroskop goriintiileri (sag ve sol). Canli hiicreler Calcein-AM boyast ile
yesil, olii hiicreler ise Propidium lodide (PI) boyasi ile kirmiz1 floresan

olarak goriintiilenmistir. Olgek gubugu: 200 pum.

4.5. Mikrostatik Kiiltiir Kosullarinda insan Adipez Doku Kaynakh
Mezenkimal Kok Hiicrelerin Zamana Bagh Morfolojik ve
Analizi

Mikrostatik kiiltiir kosullarinda ¢ok kanalli mikroakiskan ¢ip tlizerinde kiiltiire
edilen insan adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin (iIAD-MKH) zamana
bagli morfolojik degisimleri ve proliferasyon davraniglar1 0, 1 ve 4 giinlerde

mikroskobik goriintiileme ve hiicre sayimi ile degerlendirildi

0. giinde, c¢ip kanallarn igerisinde belirli bir hiicre yogunlugu tespit edildi.
Kiiltiiriin 1. glinlinde ortalama hiicre sayisinda bir azalma gozlemlendi. Bu azalmanin,
ekim sonrasi hiicrelerin bir kisminin yiizeye tutunamamasi ve ortam degisimi sirasinda
besiyerine karisarak ortamdan uzaklagsmasi nedeniyle meydana geldigi
diistiniilmektedir. Bununla birlikte, ylizeye tutunan hiicrelerin zamanla proliferasyona
basladig1 gozlemlendi. Proliferasyonun devam ettigi ve 4. giinde hiicre sayisinda

belirgin bir artis oldugu tespit edildi (Sekil 4.6.).
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Sekil 4. 7. Mikrostatik kiltiir kosullarinda, farkli zaman noktalarinda (0., 1. ve 4.
giinler) ¢ok kanalli mikroakiskan ¢ip {izerinde Cultrex hidrojel matriksi
igerisinde kiiltiire edilen iAD-MKH mikroskobik goriintiileri. Hiicreler, ti¢
boyutlu bir kiiltir ortami olusturmak amaciyla Cultrex bazli hidrojel
icerisine gdmiilmiis ve mikroakigkan ¢ipin her bir ana kanalina (a—d) esit
hacimlerde eklenmistir. Ortadaki sematik tasarim, dort ana kanalin (a—d)
konumlandigi mikroakiskan c¢ip geometrisini ve mikrostatik kiiltiir

kosullarindaki kanal diizenini gostermektedir.

4.6. Mikrostatik Kiiltiir Kosullarinda Hiicre Canhihgina Ait

Canli/Olii Boyama Sonuglari

Mikrostatik kiiltiir kosullarinda ¢ok kanalli mikroakiskan ¢ip tlizerinde kiiltiire
edilen iIAD-MKH canliligi, kiiltiiriin 4. giiniinde canli/6lii boyama yontemi analiz
edildi. Hiicre canliligi analizi i¢in Calcein-AM ve Propidium lodide (PI) floresan
boyalar1 kullanildi. Floresan mikroskopta canli hiicreler yesil 1sinma verirken,

membran biitiinliigii bozulmus 6lii hiicreler kirmizi 1sinma sergilemektedir.

Floresan mikroskop goriintiilerinde hiicrelerin biiyiikk ¢ogunlugunun Calcein-
AM ile pozitif boyanarak, yogun sekilde yesil floresan sinyal verdigi gézlemlendi. Pl
ile boyanan kirmizi floresan sinyal veren hiicre sayisinin olduk¢a az oldugu

gorilmistir.

Mikrostatik kiiltiir kosullarinda hiicre canlilik oranmnin yaklasik %95-100
araliginda, 6li hiicre orani ise diisiik seviyede tespit edildi (Sekil 4.7.).
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Sekil 4. 8. Mikrostatik kiiltiir kosullarinda ¢ok kanalli mikroakiskan ¢ip {izerinde
kiiltiire edilen insan adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin
(IAD-MKH) 4. giindeki canli/6lii boyama analizine ait floresan mikroskop
goriintiileri (5% bliytitme). (a), (b), (c) ve (d) panelleri mikroakiskan ¢ipin
farkli kanallarina ait goriintiileri gostermektedir. Canli hiicreler Calcein-
AM ile yesil floresan, 6lii hiicreler ise Propidium lodide (PI) ile kirmizi
floresan sinyal vermektedir. ¢) Mikroakigkan ¢ipin 1., 2., 3. ve 4.

kanallarinda hiicre canlilik oranlarinin (%) karsilastirmali analizi.
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4.7. Mikrostatik Kiiltiir Kosullarinda DAPI ve Phalloidin Boyama

Analizi

Mikrostatik kiiltiir kosullarinda ¢ok kanalli mikroakiskan ¢ip tlizerinde kiiltiire
edilen insan adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin (1IAD-MKH) hiicresel
morfolojileri kiiltiiriin 4. giiniinde DAPI ve Phalloidin boyama analizi ile
degerlendirilmistir (Sekil 4.8.).

Phalloidin boyamasi ile aktin sitoskeletonunun hiicreler igerisinde belirgin
sekilde organize oldugu ve hiicrelerin tipik fibroblast benzeri, uzamis ve igsi morfoloji
sergiledigi gozlemlendi. DAPI boyamasi ile hiicre ¢ekirdeklerinin diizenli,
biitiinliigiinii koruyan ve homojen bir dagilim gosterdigi tespit edildi. Birlestirilmis
(merge) goriintiilerde, ¢ekirdek ve sitoskeletal yapilarin uyumlu bir sekilde organize

oldugu ve hiicrelerin ¢ip yiizeyine giiclii sekilde tutundugu goziikdii.

Bu bulgular, mikroakiskan ¢ip ortaminda kiiltiire edilen iAD-MKH’lerin
canliligint ve yapisal bitiinliigiinii koruyarak uygun sekilde yayilim ve tutunma

gosterdigini ortaya koymaktadir.
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Sekil 4. 9. Mikrostatik kiiltiir kosullarinda ¢ok kanalli mikroakiskan ¢ip {izerinde
kiiltire edilen iAD-MKH 4. giinde gergeklestirilen Phalloidin ve DAPI
boyama analizine ait floresan mikroskop goriintiileri. (a, d, g, j) Phalloidin
ile boyanmig aktin sitoskeleton goriintiileri (yesil), (b, €, h, K) DAPI ile
boyanmig hiicre ¢ekirdekleri (mavi) ve (c, f, i, 1) birlestirilmis (merge)
goriintlileri gostermektedir. Gorlintiiler mikroakiskan ¢ipin dort farkl
kanalindan elde edilmistir. m) hiicrelerin bir mikrokanalda kapladigi alan

yiizdesini (kanal doluluk orani) gostermektedir. Olgek cubugu: 100 pm.
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4.8. Mikroakiskan Kiiltiir Kosullarinda Insan Adipoz Doku
Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicrelerin Zamana Bagh Morfolojik

Analizi

Mikroakigkan kiiltiir kosullarinda 1IAD-MKH’lerin zamana bagli morfolojik
degisimleri floresan ve faz kontrast mikroskop goriintiileri ile degerlendirilmistir.
Sekillerde mikroakiskan ¢ip tizerinde 0., 1. ve 4. glinlere ait hiicre goriintiileri
sunulmaktadir. Kiiltiiriin baglangicinda (0. giin) hidrojel matriksi igerisinde homojen
dagilim gosteren hiicreler belirli bir yogunlukta tespit edildi. Kiiltiiriin 1. giiniinde,
hiicrelerin ylizeye tutunma ve ortama adaptasyon siirecine bagli olarak hiicre sayisinda

azalma gozlemlendi. Takip eden siliregte mikroakigkan ortamda kiiltiire edilen

hiicrelerin proliferasyon gosterdigi ve 4. giinde hiicre sayisinda belirgin bir artis
oldugu belirlendi. (Sekil 4.9.).

Sekil 4. 10. Mikroakigkan kiiltiir kosullarinda, farkli zaman noktalarinda (0., 1. ve 4.
giinler) ¢ok kanalli mikroakiskan ¢ip tizerinde Cultrex hidrojel matriksi
icerisinde kiiltiire edilen insan adipoz doku kaynakli mezenkimal kok
hiicrelerin (iIAD-MKH) mikroskobik goriintiileri. Hiicreler, ti¢ boyutlu bir
kiiltir ortami olusturmak amaciyla Cultrex bazli hidrojel igerisine
gémiilmiis ve mikroakigkan ¢ipin her bir ana kanalina (a—d) esit hacimlerde
eklenmistir. Ortadaki sematik tasarim, dort ana kanalin (a—d) konumlandigi
mikroakigkan ¢ip geometrisini ve mikrostatik kiiltiir kosullarindaki kanal

diizenini gostermektedir.
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Morfolojik incelemelerde, mikroakiskan ¢ip ortaminda kiiltiire edilen hiicrelerin
zamanla yayilim gosterdigi ve kdltiir siiresinin ilerlemesiyle daha belirgin hiicresel

organizasyon sergiledigi gézlenmistir.

4.9. Mikroakiskan Kiiltiir Kosullarinda Hiicre Canhihigina Ait

Canly/Olii Boyama Sonuclari

Mikroakiskan kiiltiir kosullarinda ¢ok kanalli mikroakiskan ¢ip tizerinde kiiltiire
edilen iIAD-MKH’lerin canliligy, kiiltiiriin 4. giiniinde canli/61ii boyama analiz edildi.
Hiicre canlilig1 analizi ig¢in Calcein-AM ve Propidium lodide (PI) floresan boyalari
kullanildi. Floresan mikroskopta canli hiicreler yesil 1simnma verirken, membran

biitiinliigli bozulmus 6lii hiicreler kirmizi 1sinma sergilemektedir.

Floresan mikroskop goriintiilerinde hiicrelerin biiyiikk ¢ogunlugunun Calcein-
AM ile pozitif boyanarak, yogun sekilde yesil floresan sinyal verdigi gézlemlendi. PI
ile boyanan kirmizi floresan sinyal veren hiicre sayisinin olduk¢a az oldugu
goriilmiistiir. Mikroakiskan kiiltiir kosullarinda hiicre canlilik oraninin yaklasik %99—

100 araliginda, 6lii hiicre orani ise diisiik seviyede tespit edildi (Sekil 4.10.).
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Sekil 4. 6. Mikroakiskan kiiltiir kosullarinda ¢ok kanalli mikroakiskan ¢ip lizerinde
kiiltiire edilen insan adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin
(IAD-MKH) 4. giinde canli/olii (Live/Dead) boyama analizine ait floresan
mikroskop goriintiileri (5% biiylitme). Canli hiicreler Calcein-AM ile yesil
floresan, 6lii hiicreler ise Propidium lodide (PI) ile kirmiz1 floresan sinyal
vermektedir. (a—d) Mikroakiskan ¢ipin farkli kanallarindan elde edilen
goriintiileri gostermektedir. e) Mikroakiskan ¢ipin 1., 2., 3. ve 4.

kanallarinda hiicre canlilik oranlarinin (%) karsilastirmali analizi.
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4.10. Mikroakiskan Kiiltiir Kosullarinda DAPI ve Phalloidin

Boyama Analizi

Mikroakiskan kiiltiir kosullarinda ¢ok kanalli mikroakiskan ¢ip tizerinde kiiltiire
edilen iIAD-MKH’lerin hiicresel morfolojileri kiiltiiriin 4. giiniinde DAPI ve Phalloidin

boyama analizi ile degerlendirilmistir (Sekil 4.11.).

Elde edilen floresan mikroskop goriintiilerinde hiicrelerin mikrokanallar
boyunca yogun sekilde tutundugu ve yayilimini gosterdi. Phalloidin boyamasi ile aktin
filamentlerinin hiicre boyunca uzandigi, hiicrelerin uzun, igsi ve fibroblast benzeri bir
morfoloji sergiledigi belirlendi. DAPI boyamasi, ¢ekirdeklerin diizenli dagilim

gosterdigini ve hiicre yogunlugunun kanallar boyunca homojen oldugunu gosterdi.

Bu bulgular, mikroakigkan ¢ip ortaminda kiiltiire edilen iAD-MKH’lerin yiiksek
canlhiliklarin1 ve yapisal biitlinliiklerini koruyarak uygun bicimde yayildiklarini ve

yiizeye etkili sekilde tutunduklarini ortaya koymaktadir.
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Sekil 4. 7. Mikroakiskan kiiltiir kosullarinda ¢ok kanalli mikroakiskan ¢ip lizerinde
kiiltire edilen insan adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin
(IAD-MKH) 4. giinde gergeklestirilen Phalloidin ve DAPI boyama
analizine ait floresan mikroskop goriintiileri. (a, d, g, j) Phalloidin ile
boyanmis aktin sitoskeleton goriintiileri (yesil), (b, e, h, k) DAPI ile
boyanmis hiicre ¢ekirdekleri (mavi) ve (c, f, i, 1) birlestirilmis (merge)
goriintlileri gostermektedir. Goriintiiler mikroakigkan ¢ipin dort farkl
kanalindan elde edilmistir. m) hiicrelerin bir mikrokanalda kapladig: alan

yiizdesini (kanal doluluk orani) gostermektedir. Olgek cubugu: 100 pm.

4.11. Mikrostatik ve Mikroakiskan Kiiltiir Kosullarinin
Karsilastirmah Degerlendirilmesi

Mikrostatik ve mikroakigskan kiiltiir kosullarinda iIAD-MKH’lerin canliligi ve

morfolojik 6zellikleri karsilastirmali olarak degerlendirildi. Canli/6lii boyama analizi
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sonuglarina gore her iki kiiltiir kosulunda da hiicrelerin yiiksek oranda canliligini
korudugu tespit edildi. Bununla birlikte, mikroakiskan ¢ip ortaminda kiiltiire edilen
hiicrelerde canlilik oraninin statik kiiltiire kiyasla daha yiiksek oldugu belirlendi
(mikrostatik kiiltiir = %95, mikroakiskan kiiltiir = %99).

Floresan mikroskopi goriintiilerinde mikroakiskan kiiltiir kosullarinda hiicrelerin
¢ip yiizeyine homojen sekilde dagildigi ve daha belirgin hiicresel yayilim gosterdi.
DAPI ve Phalloidin boyamalari, mikroakiskan sistemde kiiltiire edilen hiicrelerde
¢ekirdek bitinliginin  korundugunu ve aktin sitoskeletonunun diizenli bir
organizasyon sergiledigini ortaya koydu. Mikrostatik kiiltiir kosullarinda da benzer
morfolojik 6zellikler izlenmekle birlikte, mikroakigkan ortamin hiicre tutunmasi ve

yayilimi agisindan daha elverisli bir mikrogevre sagladigi degerlendirildi.

Elde edilen bu bulgular, mikroakiskan ¢ip sisteminin iAD-MKH kiiltiirii igin
uygun bir platform sundugunu ve hiicre canliligi ile morfolojik biitlinligiin

korunmasinda mikrostatik kiiltiire kiyasla avantaj saglayabilecegini gostermektedir.
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Sekil 4.13. Mikrostatik ve mikroakiskan kiiltiir kosullarinda ¢ok kanalli mikroakiskan
¢ip kiiltiirti izerinde elde edilen iAD-MKH'lerin hiicre canlilig1 sonuglari.
Canli/Olii boyama analizi sonucu, 1., 2., 3. ve 4. kanallarda mikroakiskan
kiiltiir gruplar1 hiicre canliliginin mikrostatik kiiltiire kiyasla daha yiiksek
belirlenmigtir. Siyah siitunlar mikrostatik kiiltlir, gri silitunlar ise
mikroakigkan olarak temsil edilmektedir. Veriler yiizde (%) hiicre

canlilig1 olarak ifade edilmistir.
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Sekil 4.14. Mikrostatik ve mikroakiskan kiiltiir kosullarinda ¢ok kanalli mikroakiskan
¢ip tizerinde kiiltiirlenen 1AD-MKH'lerin hiicre kaplama oranlarinin
karsilanmasi. Grafik, 1., 2., 3. ve 4. kanallarda kusursuz yiizey kaplama
yiizdelerini gdstermektedir. Mikroakigkan kiiltiir grubundaki tiim
kanallarda hiicre kaplama mikrostatik kiiltiirden daha yiliksek oldugu
belirlendi. Veriler yiizde (%) hiicre canlilig1 olarak ifade edilmistir.
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5. TARTISMA

Mikroakiskan sistemler, 2B hiicre kiiltiirlerine kiyasla daha az reaktif tiiketimi,
kontrollii mikrogevre kosullart ve fizyolojik ortama daha yakin kiiltiir imkani

nedeniyle son yillarda doku miihendisligi ve hiicre biyolojisi alanlarinda yaygin olarak
kullanilmaktadir (Sart vd., 2022 ).

Fotolitografi yontemi ile tretilen SU-8 master kalibin yiiksek geometrik
dogrulukta elde edilmesi, mikrokanallarin istenilen boyut ve sekilde tiretilebilmesini
saglamistir. SU-8 bazli kalip kullanimu, literatiirde mikroakiskan ¢ip tiretimi igin en
uygun yontemlerden biri olarak kabul edilmektedir (Vanderpoorten vd., 2019). Bu
caligmada da SU-8 kalip iizerinden iiretilen PDMS yapinin kanallari yiiksek

¢Oziiniirliikte ve deformasyonsuz olmustur.

PDMS-cam ile baglanma (bonding) islemi sonrasinda elde edilen giplerin
seffafligim  korudugu, kanal yapilarinda ¢okme, deformasyon veya sizdirma
olusmadig1 tespit edildi. PDMS’in optik seffaflifi ve biyouyumlulugu, floresan
mikroskopi uygulamalart i¢in 6nemli bir avantaj saglamaktadir (Torino, S ve ark.,
2018).

Bu caligmada {retilen ¢ok kanalli mikroakiskan ¢ip sisteminin yapisal
glivenilirligini ve deney kosullarma uygun olabilirligini degerlendirmek amaciyla
sizdirmazlik testi yapildi. Test kapsaminda mikrokanallara BME (Cultrex®) jel icine
karistirilan mavi gida boyasi verildi ve ¢ip 24 saat siireyle inkiibatorde bekletildi.
Yapilan mikroskobik incelemelerde, mikrokanal siirlar1 boyunca boyanin kanallar
disina ¢ikmadigi, PDMS—cam ara ylizeyinde sizinti veya Kanal yapisinda bozulma
goriilmedi. Ayrica, ¢ip yapisinda deformasyon, ¢6kme veya optik seffaflik kayb1 gibi

sorunlara rastlanmada.

Giincel literatiirde, PDMS ve benzeri elastomerik mikroakiskan ¢iplerin
baglama kalitesi ve sizdirmazlik davranisi iizerine yapilan ¢alismalar, sizdirmazlik
testlerinin Ozellikle uzun siireli akis ve hiicre kiiltiiri kosullar1 altinda cihaz
performans: agisindan Kritik oldugunu vurgulamaktadir. Borok ve arkadaslarinin
derlemesinde, PDMS ile farkli malzemeler arasindaki baglama tekniklerinin
mikrokanal stabilitesi ve sizdirmazlik iizerindeki etkileri ayrintili sekilde
degerlendirilmistir, bu da ¢ip tiretiminde yiizey aktivasyonu ve baglama Kalitesinin

deneyin basarisinda 6nemli oldugunu gostermektedir (Borok vd., 2021).
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Bagka bir giincel ¢alisma, mikroakiskan ¢ip tasariminin ve iiretim siireglerinin
sizdirmazlik davranisim1  dogrudan etkiledigini rapor ederek, ¢ip yapisinin
mikroakigskan ortamda stabil kalmasi i¢in uygun iiretim ve baglama stratejilerinin

benimsenmesi gerektigini ortaya koymustur (Cameron vd, 2022).

Bu caligmada elde edilen sizdirmazlik bulgulari, giincel literatiirde bildirilen
basarili mikroakiskan c¢ip tiretim ve baglama protokolleri ile uyumlu olup, gelistirilen
mikroakiskan platformun deneysel uygulamalar i¢in gilivenli, stabil ve sizdirmaz bir

mikrogevre sundugunu géstermektedir.

Hidrojelin hiicre canliligin1 destekleme kapasitesini degerlendirmek amaciyla,
IAD-MKH’ler hidrojel igerisinde ii¢ boyutlu olarak kiiltiire edilmis ve kiiltiiriin 4.
giiniinde Live/Dead boyama analizi gergeklestirildi. Live/Dead boyama analizi
sonucunda hiicre canliligmnin yaklasik %75-80 diizeyinde oldugu goézlemlendi. Bu
durum, kullanilan hidrojelin hiicreler i¢in ii¢ boyutlu bir destek matriksi saglayarak
hiicre yagamini siirdiirebildigini gostermektedir. Bu bulgu, bazal membran ekstrakti
temelli hidrojellerin hiicreler i¢in uygun bir li¢ boyutlu mikrogcevre saglayabildigini

bildiren 6nceki caligmalarla uyumludur (Xu.S vd 2024).

Bununla birlikte, hidrojel igerisinde statik kosullarda gergeklestirilen kiiltiirde
besin maddeleri ve oksijenin yalnizca difiizyon yoluyla tasinmasi, metabolik atiklarin
ortamdan uzaklastirilmasimnin sinirli kalmasina neden olmus olabilir. Nitekim
mikroakigkan kiiltiir grubunda elde edilen daha yiiksek hiicre canlilifi sonuglari,
dinamik akis kosullarinin hiicrelere daha uygun bir mikrogevre sagladigini ve hiicre

canliliginin korunmasina katkida bulundugunu diistindiirmektedir.

Mikroakiskan ¢ip lizerinde kiiltiire edilen iAD-MKH canliligi, kiiltiiriin 4.
giiniinde Canli/Olii boyama ydntemi kullanilarak degerlendirildi. Hiicre canliligmin
belirlenmesi amaciyla, canli hiicrelerde esteraz aktivitesi sonucu yesil floresan veren
Calcein-AM ve membran biitiinliigii bozulmus 6li hiicrelerin ¢ekirdegine baglanarak
kirmiz1 floresan sinyal olusturan Propidium lodide (PI) floresan boyalar1 kullanildu.
Floresan mikroskop altinda elde edilen goriintiilerin degerlendirilmesi sonucunda,
mikrostatik kiiltiir kosullarinda hiicre canliliginin yaklasik %95 diizeyinde oldugu
belirlenirken, mikroakiskan kiiltiir kosullarinda bu oranin yaklasik %99’a ulastigi

saptanmistir. Bu bulgular, mikroakiskan ¢ip ortaminin hiicreler i¢in daha uygun ve
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kontrollii bir mikrogevre sagladigini, hiicre canliligin1 yiiksek oranda korudugunu ve

mikrostatik kiiltiire kiyasla daha elverisli bir kiiltiir ortam1 sundugunu gostermektedir.

Literatiirde benzer sekilde, Jeong Hwa Kim ve arkadaslar1 tarafindan
mikroakiskan ¢ip sisteminde insan hepatoselliiler karsinom hiicreleri (HepG2) kiiltiire
edilmis ve hiicre canliliginin degerlendirilmesi amaciyla canli olarak Calcein-AM, 6li
hiicreler ise Ethidium Homodimer-1 ile boyanmistir. Sonug olarak hiicre canliliginin

yaklasik %95 oldugu rapor edilmistir (Kim vd., 2019 ).

Bizim ¢alismamizda elde edilen canlilik oranlarinin, literatiirlerdeki bu
degerlerle uyumlu oldugu ve 6zellikle mikroakiskan kiiltiir kosullarinda daha yiiksek
bir canliliklara ulagilmasi, kullandigimiz ¢ip sisteminin uygun ve biyouyumlu

oldugunu gostermektedir.

Mikroakiskan ¢ip lizerinde kiiltiire edilen iAD-MKH’lerin morfolojik 6zellikleri
ve sitoskeletal organizasyonu, kiiltiiriin 4. giiniinde DAPI/Phalloidin boyama yontemi
ile degerlendirildi. Hiicre g¢ekirdeklerinin goriintiilenmesi amaciyla DAPI boyasi
kullanilirken, aktin filamentlerinin organizasyonunu belirlemek i¢in Phalloidin ile
boyama gergeklestirildi. Elde edilen floresan mikroskop goriintiilerinin incelenmesi
sonucunda, her iki kiiltiir kosulunda da hiicrelerin yiizeye tutunabildigi ve karakteristik
morfolojilerini korudugu gozlemlendi. Bununla birlikte, mikroakiskan kiiltiir
kosullarinda hiicrelerin daha belirgin sekilde yayilim gosterdigi, aktin filament
organizasyonunun daha diizenli oldugu ve hiicreler arasi etkilesimin arttig1 tespit
edildi. Mikrostatik kiiltiir kosullarinda ise hiicre yayiliminin daha sinirli oldugu ve
sitoskeletal organizasyonun nispeten daha diizensiz oldugu gozlemlendi. Bu bulgular,
mikroakigkan sistemin hiicre adezyonu, yayilimi ve morfolojik organizasyonu

acisindan daha uygun bir mikrogevre sagladigini ortaya koymaktadir.

Literatiirde, 2023 yilinda yayimlanan ve stromal ile pankreas kanseri hiicreleri
arasindaki iletisimi saglayan PDAC-on-chip ¢alismasi, mikroakiskan platformda
kiiltire edilen morfolojik degerlendirilmesi amaciyla DAPI ve Phalloidin boyamalari
kullanilmis ve hiicresel morfolojisi ile aktin sitoskeletonunun diizenli olarak organize
edilmistir. Hiicrelerin uygun sekilde yayildigi ve ince yapilarinin iyi korundugu rapor

edilmistir (Sgarminato vd., 2023).

Kim ve arkadaslar1 (2016), ¢cok kanalli mikroakiskan bir ¢ip sistemi kullanarak

3B hiicre kiiltiirii ortaminda interstisyel akisin endotelyal hiicre davranislari tizerindeki

48



etkisini incelemislerdir. Gelistirilen modelde, hiicrelerin hidrojel igerisinde organize
olarak mikrovaskiiler ag yapilart olusturdugu ve zamanla anjiyojenik tomurcuklanma
gosterdigi rapor edilmistir. Calismada 6zellikle mikroakiskan akis kosullarinin hiicre
morfolojisi, organizasyonu ve fenotipi ilizerinde belirleyici bir rol oynadig
vurgulanmigtir. Ayrica, interstisyel akisin varliginda vaskiiler yapt olusumunun
hizlandig1 ve hiicresel yeniden yapilanmanin dinamik olarak diizenlendigi
gosterilmistir. Bu bulgular, bizim g¢alismamizda elde edilen sonuclarla paralellik
gostermektedir. Nitekim mikroakigkan kiiltiir kosullarinda hiicrelerin daha diizenli bir
organizasyon sergiledigi, aktin sitoskeletonunun (Phalloidin boyama) daha belirgin
oldugu ve hiicre c¢ekirdeklerinin (DAPI boyama) homojen dagilim gosterdigi
gozlenmistir. Buna karsilik statik kiiltiir kosullarinda hiicresel organizasyonun daha

siurli oldugu degerlendirilmistir.( Kim. S vd 2016)

Bizim g¢alismamizda elde edilen bulgular da bu literatiirlerle uyumlu olup,
mikroakigkan ¢ip ortaminin iAD-MKH segeneklerinin morfolojik biitiinligiinii ve
sitoskeletal organizasyonunu korumak ig¢in uygun bir mikrogevre gosterdigini

gostermektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢aligmasi kapsaminda, insan adipoz dokudan elde edilen mezenkimal kok
hiicrelerin ti¢ boyutlu kiiltiirii igin ¢ok kanalli bir mikroakiskan ¢ip sistemi tasarlanip,
tretilerek biyolojik agidan degerlendirildi. AutoCAD uygulamasiyla tasarlanan
mikroakigkan ¢ip, fotolitografi yontemi ile SU-8 mikrokanal Kkalibi olusturularak

PDMS kullanimiyla basariyla tiretildi ve cam yiizey ile baglandi.

IAD-MKH'lerin karakterizasyonu gerceklestirildi. Mezenkimal kok hiicre
fenotipine uygun olarak CD73, CD90, CD105, CD44 ve CD29 belirteglerini yiiksek

oranda eksprese ettigi, hematopoetik belirteglerin ise negatif oldugu belirlendi.

Mikrostatik ve mikroakiskan kiiltiir kosullar1 altinda saklanan hiicre canlilig
analizlerinde, canli/6lii boyama yontemi kullanildi ve her iki kiiltiir kosulunda da
yiiksek hiicre canliligr tespit edildi. Mikroakiskan kiiltiir kosullarinda elde edilen daha
yiiksek canlilik oranlari, kontrollii mikrogevre ve siirekli besin degisiminin hiicre
sagkalimi tizerindeki olumlu sonuglar ortaya ¢ikti. DAPI ve Phalloidin boyamalari ile
yapilan morfolojik analizlerde, hiicre ¢ekirdeklerinin diizenli dagilim gosterdigi ve
aktin sitoskeletonunun iyi organize olmus filament6z bir yap1 sergiledigi belirlendi.
Elde edilen tiim bulgular, mikroakiskan ¢ip sistemi iAD-MKH'lerin ti¢ boyutlu kiiltiir

ve uzun siireli takibi i¢in uygun bir platform sagladigini géstermektedir.

Bu mikroakiskan ¢ip sistemi, iAD-MKH'lerin kisa siireli kiiltiir ve canlilik
analizleri i¢in uygun kosullara sahiptir. Gelecekteki mikroakiskan ¢ip ortaminda daha
uzun siire kiiltiire edilerek farklilasma potansiyelleri (osteojenik, adipogenik ve
kondrojenik) degerlendirilebilir. Ayrica mikroakigskan ¢ip sisteminin farkli hiicre
tirleri ile kullanilmasi miimkiindiir. Bu ¢ok kanalli ¢ip modelinde dort farkli hiicre
tiric ayn1 anda kiiltiir edilebilir. Ayn1 zamanda mikroakiskan ¢ip iizerinde ilag
uygulamalarinin gergeklestirilmesi ve hiicre canliligi ile morfolojisi iizerindeki
etkilerinin degerlendirilmesi, ilag tarama ve dayaniklilik ¢alismalari i¢in kullanilma

potansiyeline sahiptir.
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