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OZET

Bashk: Uc boyutlu biyobaskilama ydntemiyle akciger kanser kok hiicreleri
kullanilarak in-vitro ko-kiiltiir sisteminde akciger ii¢ boyutlu tiimor mikro-¢evresinin

olusturulmasi

Amac: Doku miihendisligi ve rejeneratif tipta en ¢ok kullanilan yontemlerden
biri olan 3 boyutlu (3B) biyobask: teknolojisi, kok hiicre calismalart ve ilag
aragtrmalarinn =~ da  igerisinde  oldugu  birgok  fizyolojik = mekanizmanin
aydmnlatilmasinda kullanilan 6nemli bir tekniktir. Bu teknolojideki ilerlemelere
ragmen tam anlamiyla kiigiik hiicreli dis1 akciger (AC) kanseri (A549) modelleri
gercek AC tiimor dokusunu taklit etmekte yetersiz kalmaktadir. Bu ¢aligmada in vivo
timor mikrogevresini morfolojik ve fonksiyonel bir 3B organoid tipte biyobaski
yontemiyle olusturabilmek i¢in; AC kanser kok hiicreleri, insan endotel hiicreleri
(EA.hy926) ve saglkli AC epitel hiicrelerinin (BEAS-2B); timoér mikromimarisi ve
hava-sivi araylizeyine uygun olarak 3B biyobaskilanmasi ve karakterizasyonu

amagclandu.

Yontem: EA.hy926 hiicreleri in-vivo mikromimari diizenine uygun olarak
transwell membrana ekilerek kaplandi. BEAS-2B ve KKH hiicreleri 6zelliklerine
uygun olarak gelistirdigimiz iki tip biyomiirekkep kullanilarak 3B biyobaskilanarak
hava-sivi araylizeyinde kiiltiir edildi. Elde edilen AC 3B tiimor mikrogevresi
organoidinde canl/6lii, SEM, histokimya ve immunofluoresan analizleri ile

karakterize edildi.

Bulgular: Hem biyomiirekkep 1’in (BEAS-2B hiicreleri) hem de biyomiirekkep
2’nin (BEAS-2B ve AKKH) hiicre canliligi, por ¢ap1 ve hiicre boyutlar1 agicindan in
vivodaki mikromimarisine ve hiicreye spesifik olan belirteclerine uyumlu oldugu
goriildi.

Sonug¢: Gelistirilen bu biyomiirekkepler, biyobaskilama tasarimi ve hava-sivi
araylizeyi modellerinin; ileride timoér mikrogevresinde bulunan diger hiicrelerin de
eklendigi ve uzun siireli kiiltiire olanak tanityan biyoreaktdrler kullanilarak kurgulanan

calismalara ihtiya¢ duyuldugu diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri, tiimor mikrogevresi, kanser

kok hiicre, li¢c boyutlu biyoyazici



ABSTRACT

Title: Establishment of three-dimensional tumor microenvironment in an in-vitro co-
culture system using lung cancer stem cells through a three-dimensional bioprinting

method

Objective: Three-dimensional (3D) bioprinting technology, one of the most
widely used methods in tissue engineering and regenerative medicine, is an important
technique used to elucidate many physiological mechanisms, including stem cell
studies and drug research. Despite the advances in this technology, complete non-small
cell lung cancer (A549) models are insufficient to mimic real lung tumor tissue. This
study, aimed to 3D bioprint and characterize lung cancer stem cells, human endothelial
cells (EA.hy926), and healthy lung epithelial cells (BEAS-2B) by the tumor
microarchitecture and air-liquid interface to create a morphological and functional 3D

organoid-type bioprinting method for in vivo tumor microenvironment.

Method: EA.hy926 cells were seeded and plated on a transwell membrane by
the in-vivo microarchitecture scheme. BEAS-2B and CCS cells were cultured at the
air-liquid interface by 3D bioprinting using two types of bioinks we developed by their
properties. The resulting lung 3D tumor microenvironment organoid was characterized

by live/dead, SEM, histochemistry, and immunofluorescence analysis.

Results: Both bioink 1 (BEAS-2B cells) and bioink 2 (BEAS-2B and CCS)were
consistent with in vivo microarchitecture and cell-specific markers in terms of cell

viability, pore diameter, and cell size.

Conclusion: These developed bioinks, bioprinting design, and air-liquid
interface models need further studies using bioreactors that allow for long-term culture

and the addition of other cells in the tumor microenvironment.

Keywords: Non-small cell lung cancer, tumor microenvironment, cancer stem cells,

three-dimensional bioprinting.
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1. GIRIS VE AMAC

Doku miihendisligi stratejilerinde umut verici bir yaklasim olan {i¢ boyutlu (3B)
hiicre kiiltiirii modelleri, fizyolojik mekanizmalari, hastalik patolojilerini anlamamiz1
biiyiik 6lgtide etkilemesi ve ilag gelistirmeyi onemli dlgiide artirmasi beklenen in-vitro
fizyolojik modellerin tasarimi ve biyofabrikasyonu i¢in hiicreleri ve biyoaktif matris
bilesenlerini kullanan biyobaski teknolojisinin ortaya ¢cikmasini saglamistir. Biyobaski
teknolojisinin en biiylik giicli (i) yiiksek verimli tarama i¢in standartlastirilms ve
tekrarlanabilir hiicre modelleri saglamasi, (i1) spesifik (hastalikll)) doku modellerinin
Ozellestirilmesi ve (iii) katman katman karmasik 3B yapilar olusturmak igin
biyomalzemelerin birikimini mekansal ve zamansal olarak kontrol etme imkani
sunmasidir. Cesitli biyobaski stratejilerinin ~ gelistirilmesiyle birlikte, bunlarin
rejeneratif tip, kanser arastirmalar1 ve ayn1 zamanda ilag kesfi, toksikoloji veya temel
arastirmalarda kullanilmak {izere uygulanmasma yonelik aragtirmalar giderek
artmaktadir. Doku miihendisligi ve rejeneratif tipta en ¢ok kullanilan yontemlerden
biri olan 3B biyobaski teknolojisi bu amagla kullanilan 6nemli bir tekniktir. 3B
biyobaski, yarali veya hastalikli doku ve organlarin yerini alacak doku ve organ
yapilarmin yapiminda cesitli uygulamalara sahip gelismekte olan bir teknolojidir.
Ancak 3B biyobaski teknolojisindeki ilerlemelere ragmen tam anlamiyla kiiciik hiicreli
dis1 akciger kanseri tiimor modelleri hiicre-hiicre temasi, ekstraselliiler matriks-hiicre
etkilesimi acilarindan hala gercek akciger tiimér dokusunu taklit etmekte eksik

kalmaktadir.

Bu c¢alismada, simdiye kadar yapilan akciger tiimor mikro gevresini taklit
etmede yetersiz kalan laboratuvarlar arasinda deney tekrarlanabilirliginin yiiksek
oldugu akciger tiimor hiicre hatlar1 (A549) kullanilarak bu hiicrelerden izole edilen
akciger kanser kok hiicrelerinin  bir hidrojel karisimina enkapsiile edilerek
biyomiirekkep haline getirilmesi ve 3B biyobaskilanmasi, enkapsiile edilen saglikli
akciger epitel hiicrelerinin 3B biyobaskilanmasi ve bunlarin insan endotel hiicreleri
kapli transwell insert membran {izerinde tiimér mikromimarisi ve hava-Sivi

araylizeyine uygun olarak kokiiltiirii ve karakterizasyonu amaglanmuistir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Kanser

Kanser kadmlarda ve erkeklerde en cok goriilen 6liim nedenlerinden biridir
(Global Burden of Disease Cancer Collaboration, 2017). Kanser, bedenin hemen
hemen her organinda veya dokusunda, anormal hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde
biiylime, diger bolgeleri istila etme (metastaz) veya yayilma (invazyon) potansiyeline
sahip karmasik bir grup hastaliktir (Seyfried & Shelton, 2010). Neoplazm ve kotii
huylu tiimor (malign) kanser i¢in kullanilan diger yaygm isimlerdir. Eger bir kiside
kotli huylu bir tiimor varsa, bu tiimor kanserdir. Diger tiimdr tiirleri kanserli degildir.
Ug ana tiimér tipi vardir: iyi huylu (bening), premalign ve kotii huylu (malign)
tiimorler. Bening tiimorler kanser degildir. Yakindaki dokuyu istila etmezler veya
viicudun diger bolgelerine yayilmazlar. Premalign tiimorlerde hiicreler heniiz kanserli
degildir, ancak potansiyel olarak kotii huylu hale gelebilirler. Malign tiimdrler
kanserlidir. Hiicreler biiyiiyebilir ve viicudun diger bolgelerine yayilabilir.

Yapilan aragtirmalarda, hiicrede meydana gelen alt1 temel degisikligin malign
degisikliklere neden olabilecegi oOne siirilmiistiir. Bu degisiklikler; biiylime
sinyallerinde kendi kendine yeterlilik, biiylimeyi engelleyici (biiylime karsiti)
sinyallere kars1 duyarsizlik, programlanmis hiicre Oliimiinden (apoptoz) kagmma,
siirsiz ¢ogalma potansiyeli, siirekli vaskiilarite yetenegi (anjiyogenez) ve dokuistilas1
ve metastazdir (Hanahan & Weinberg, 2000). Mutasyon kabiliyetinin artmasina yol
acan genom istikrarsizhig1 ise, alt1 ayirt edici 6zelligin ortaya ¢cikmasini saglayan temel
kolaylastirici neden olarak kabul edilmistir (Hanahan & Weinberg, 2000).

Kanser, genetik mutasyonlar sonucu normal hiicrelerin kontrol dis1 biiyiiyerek
timor olusturmasindan kaynaklanir. Bu mutasyonlar genellikle DNA'da meydana
gelir ve hiicrelerin normal iglevlerini bozar. Kanser genellikle cevresel faktorler
(0rnegin, sigara icmek, radyasyona maruz kalmak) veya genetik yatkinlik gibi
faktorlerin etkilesimi sonucunda ortaya c¢ikar. Bu mutasyonlar, hiicre donglisiiniin
kontroliinde eksikliklere neden olarak kanser hiicrelerinin kontrolsiiz biiyiimesine ve
yayilmasina yol acar (Hanahan & Weinberg, 2000).

Kanser tedavisi genellikle cerrahi miidahale, kemoterapi, radyoterapi ve
immiinoterapi gibi yontemleri igerir. Cerrahi miidahale tiimoriin ¢ikarilmasini
amaglarken, kemoterapi ve radyoterapi kanser hiicrelerini Oldiirmeyi veya

biiyiimelerini durdurmay1 hedefler. immiinoterapi ise viicudun bagisiklik sisteminin



kanserle savagmasini tesvik ederek tedavisaglar. Kanserin genetik temelleri ve tedavi
yaklagimlart ¢ok karmasik bir konudur. Genetik arastirmalarin kanserin nedenleri
tizerindeki anlayisimizi artirmasiyla birlikte yeni tedavi yaklagimlar gelistirilmistir.
Ancak halen daha kesin bir ¢dziim bulunmamaktadir ve bu alandaki arastirmalar
devam etmektedir (Vogelstein vd., 2013).

Kanser tedavisinin énemli bir kismu etkili anti-tiimor ilaglart gelistirmektir. Son
birka¢ on yilda, tiimor olusumu, ilerlemesi ve antitiimor ilag degerlendirmesi {izerine
cesitli caligmalar yapilmistir, ancak bunlar ¢ogunlukla kanser hiicrelerinin tek bir
tabakada in-vitro olarak kiiltiirlendigi 2 boyutlu (2B) tiimér modeline dayanmaktadir
(Mironov vd., 2003). Giiniimiizde her ne kadar kanser ilaci arastirmalart hayvan
modellerinde yapilsa da hayvan modelleri insan hastaliklarmi taklit etmekte yine
basarisiz kalmaktadir (Worp vd., 2010). Bunun disinda, ¢ogu hiicre tiirii, 2B mikro
ortamda kiiltiirlendiginde, hiicre-hiicre ve hiicre-matris etkilesimleri (biyokimyasal
sinyaller, metabolit konsantrasyon gradyanlar1 ve mekanik kisitlamalar) gibi kendi
mikro ortamma benzer Ozelliklerinden ve islevlerinden bazilarm1 kaybedecek veya
degistirecektir (Ozbolat vd., 2016). Tiim bu nedenler goz dniine alindiginda 2B hiicre
kiiltiirti yapilarla yapilan arastirmalarin aksine 3 boyutlu (3B) hiicre kiiltiiriiyle yapilan
arastirmalarin  daha uygun olacagi asikardir. Bunun igin son yillarda arastirmalarda
cesitli tiir ve Ozelliklerde 3B Biyoyazici teknolojileri siklikla kullanilmaya

baslanmustir.
2.1.1. Akciger kanseri

Akciger kanseri, bir tiir kotii huylu tiimér olarak, diinyada kanser oliimlerinin
onde gelen nedenidir. Yiiksek metastaz orani ve yiiksek niiks orani riskin ana nedeni
olan kiiciikk hiicreli dis1 akciger kanseri, akciger kanserinin yaklagik %80-85'ini
olusturmaktadir (Bareschino vd., 2011). Esas olarak hastaligin geg¢ evresinde teshis
edildigi i¢in en diisiik 5 yillik sagkalim oranlarindan birine sahiptir. DSO’ye gore
Akciger kanseri diinya ¢apinda 2020 yilinda 1.8 milyon kisinin dliimiiyle kanser tiirleri
arasinda en fazla mortalite oranma sahip, her yil bildirilen milyonlarca yeni vaka ve
Oliimle sonuglanan 6nemli bir halk saghgi sorunudur. Tiirkiye’de, yilda yaklagik 45
bin kisiye yeni akciger kanseri tanisi konulmakta ve tiim yas gruplar i¢in her yil 100

binde 50 civan kiside akciger kanseri saptanmaktadir. (Park vd., 2012; DSO, 2020).

Akciger kanseri igin birincil risk faktorii, akciger kanseri vakalarmin biiyiik

cogunlugundan sorumlu olan tiitlin kullanimidir (Jasim & Babhir, 2020). Ayrica, hava



kirliligi ve mesleki tehlikeler gibi ¢evresel faktorlere maruziyet de akciger kanseri
gelisimine neden olabilmektedir. Genetik faktorler de akciger kanserine yatkinlikta rol
oynamakta olup, birden fazla genetik yatkinlik ve direng alelini igeren karmasik bir
kalitim modeline isaret eden caligmalar bulunmaktadir (Carr vd., 2015 Khan;
Sherwani vd., 2021). Ayrica, belirli genetik varyantlar akciger kanseri gelisme riskine
potansiyel katkida bulunan faktorler olarak tanimlanmistir. Genel baglamda, akciger
kanserinin olusumu genetik, ¢cevresel ve hayat tarzi faktorlerinin bir araya gelmesinden
etkilenen kapsamli bir siiregtir. Bu ¢ok yonlii etkilerin anlagilabilmesi, akciger kanseri
risk yiiklinii azaltmaya yonelik etkili O6nleme ve miidahale mekanizmalarmin
gelistirilebilmesi i¢in kritik 6nem tagimaktadir (Spinola vd., 2006; Cannon-Albright
vd., 2023).

Akciger kanserinin temel nedeni genellikle sigara igmek olsa da bazen sigara
icmeyen bireylerde de goriilebilir. Diger olasi risk faktorleri arasinda hava kirliligi,
maruz kalma toksik kimyasallar ve ailede akciger kanseri dykiisii bulunmasi yer alir.
Akciger kanserinin belirtileri genellikle ileri asamalarda ortaya ¢ikar ve bu belirtiler
arasinda, Oksiiriik, kan tiikiirme, nefes darligi, gégiis agris1 ve kilo kaybi yer alabilir.
Tan1 genellikle goriintiileme testleri (6rnegin bilgisayarli tomografi) ve biyopsi ile
konulur. Tedavi segenekleri arasinda cerrahi miidahale, kemoterapi, radyoterapi ve
hedefe yonelik ilag tedavileri bulunabilir. Ancak tedavi segenekleri hastanin durumuna
bagl olarak degisebilir. Tiim bunlarin yani sira, erken taninm 6nemi biiytiktiir. Erken
evre akciger kanseri teshisi konuldugunda daha etkili tedavi segcenekleri mevcut
olabilir. Bu nedenle diizenli saglik kontrollerine katilim 6nemlidir (Dela Cruz vd.,

2011; Ambrosini vd., 2012).

Akcigerlerde baslayan kansere birincil akciger kanseri denir. Viicudun bagka bir
yerinden akcigerlere yayilan kanser ikincil akciger kanseri olarak bilinir. Primer
akciger kanserinin iki ana formu vardir. Bunlar kanserin biiyiimeye basladig: hiicre
tipine gore smiflandirtlir. Bunlar; kiiglik hiicreli olmayan akciger kanseri ve kiiglik
hiicreli akciger kanseridir. Kiiclik hiicreli olmayan akciger kanseri en yaygin formdur
ve 100 vakadan yaklagik 80 ila 85'ini olusturur. Ug tipten biri olabilir: skuaméz hiicreli
karsinom, adenokarsinom veya biiyiik hiicreli karsinom. Kiigiik hiicreli akciger kanseri
ise genellikle kiiciik hiicreli olmayan akciger kanserinden daha hizli yayilan daha az
yaygm bir formdur (Meuwissen vd.,2001; Nakamura & Saji, 2013; M. Tang vd.,2021;
Luo vd., 2020; Motono vd., 2017).



2.1.1.1. Akciger kanseri tipleri

Akciger kanseri, genellikle kiiclik hiicreli akciger kanseri (KHAK) ve kiigiik
hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK) olarak iki ana tiire ayrilan karmagik bir
hastaliktir (Hammerschmidt & Wirtz, 2009; O’Brien vd., 2018). KHDAK fii¢ ana
histolojik tipten olugmaktadir: adenokarsinom, skuamdéz hiicreli karsinom ve biiyiik
hiicreli karsinom (Meuwissen vd., 2001; Nakamura & Saji, 2013; Suda vd., 2014;
Motono vd., 2017; Luo vd., 2020; M. Tang vd., 2021; X. Tang vd., 2022).
Adenokarsinom, akciger kanserinin en yaygmn histolojik tiirtidiir ve vakalarm %?25-
40'mn1 olusturur (Meuwissen vd., 2001; Nakamura & Saji, 2013; M. Tang vd., 2021;
Luo vd., 2020; Motono vd., 2017). Ote yandan, KHAK tiim akciger kanseri vakalarmin
yaklasik %15'ini temsil etmektedir (Mandal vd., 2020).

Bu tipler arasindaki ayrim sadece tani i¢in degil ayn1 zamanda tedavi kararlar1
ve hasta sonuclarmin degerlendirilmesi i¢in de Onemlidir. Nitekim Uluslararasi
Akciger Kanseri Calismalart Dernegi, Amerikan Toraks Dernegi ve Avrupa Solunum
Dernegi, akciger adenokarsinomu i¢in hasta sonuglarmi degerlendirdigi bildirilen
baskin histolojik alt tiplere iligkin yeni bir siniflandirma gelistirmistir (Suda vd., 2014).

Boylece hasta yonetimi ve hasta prognozu ig¢in 6nemli veriler elde edilmistir.
2.1.2. Akciger kanser kok hiicreleri

Akciger kanserinde kanser kok hiicrelerin varligi 1981 yilinda Carney ve
arkadaslar1 tarafindan tespit edilmistir (Carney vd., 1981). Bu grup, akciger
adenokarsinomu hastalarindan alinan tiimor hiicrelerinin yaklasik %]1,5'inin in-vitro
kiiltiirlendiginde koloni olusturabildigini, dolayisiyla koloni olusturan hiicreler olarak
adlandinldigmni ve ¢iplak farelere asilandiginda da tiimorleri yeniden olusturabildigini
bulmustur. O zamandan bu yana, tek basma veya pluripotensi genlerinin diger
kokliiliikle iliskili gostergeleriyle birlikte farkli kanser kok hiicre yiizey belirtegleri
kullanilarak akciger kanserinde varsayilan veya iyi niyetli kanser kok hiicrelerin

varligin1 dogrulayan ¢aligmalar yapilmistir.

S-transmembranli bir glikoprotein olan CD133 (prominin-1), akciger kanserinde
kanser kok hiicre fraksiyonu igin yerlesik bir belirtecti. Ornegin, insan KHDAK
dokularindan ve akciger kanseri hiicre hatlarindan elde edilen akis sitometrisi hiicre
siralamasi (FACS) ile zenginlestirilmis CD133" hiicreleri kendini yenileme, ilag ve

radyoterapi direnci sergilemis ve ¢oklu ila¢ direnci belirteci olan ABCG2 ile kok hiicre



pluripotensi igin bir belirte¢ olan oktamer baglayici transkripsiyon faktorii 4'i (Oct4)
birlikte ifade etmistir (Y.-C. Chen vd., 2008). KHDAK dokularinda epitelyal antijeni
(ESA) birlikte eksprese eden yiiksek seviyelerde CD133" tespit edilmis, bu durum
SCID fare modelinde yiiksek tiimdrijenisiteyi, kokliiliikle iligkili genlerin yiiksek
ekspresyonunu ve ilaglar efluks etme yetenegini gostermistir (Bertolini vd., 2009).
Benzer sekilde, A549 kanser hiicrelerinden bilyiitiilen tiimor kiireleri yiiksek diizeyde
CD133,kendini yenileme, artan ila¢ duyarsizlig1 ve in vivo yiiksek tiimorijenisite ifade
etmis ve KKH ile iligkili genleri, Oct 4 ve cinsiyet belirleyici bolge Y-box't (Sox2)
ifade ederek KKH'lerin varligma isaret etmistir (Zhao vd., 2015). Bir caligma,
KHDAK hasta orneklerinden alman CD133+ hiicrelerinin tiimér kiireleri olarak
bliyiitiildiigiinde daha yiiksek CD133 ekspresyonu elde ettigini ve SCID farelerinde
daha tiimdrijenik oldugunu gostermistir. Bir ¢alismada, KHAK hastalarindan alinan
CD133" smiflandirilmis  hiicrelerin kemorezistans ve yiiksek tiimdrijenisite ortaya
cikardigr ve yiiksek AKT/PKB ve BCI-2 seviyelerine sahip oldugu gézlemlenmistir.
Burada, CD133 ekspresyonu fare ve insan KHAK'inde kemoterapiden sonra artmustir
ve ikincisi kemoterapi alan bir hastadan alinan klinik 6rneklerde dogrulanmisti. Bu da
kanser kok hiicrelerin kemoterapotiklere karsi igsel toleransmna dair kanit

saglamaktadir (Sarvi vd., 2014).
2.1.3. Mikrogevre ve akciger tiilmor mikrocevresi

Mikrogevre, komsu hiicreler, ekstraseliiler matriks ve ¢oziinebilir faktorler gibi
cesitli unsurlan kapsayan, hiicrelerin icinde bulundugu spesifik nis veya c¢evreyi ifade
eder. Kanser baglaminda, tiimor mikrogevresi tiimor ilerlemesi ve metastazinda ¢ok
onemli bir rol oynar. Kanser bilylimesini etkileyen spesifik bir nis olusturan neoplastik
olmayan hiicrelerden olusur (Hoarau-Véchot vd., 2018; J. Liu vd., 2021). Oldukca
karmagik olan tiimor mikrogevresi, kanser hiicreleri, bagisiklik hiicreleri, stromal
dokular ve ekstraselliiler matriks arasindaki etkilesimleri igerir (Taube vd., 2014; da
Cunhavd., 2019) (Sekil 2.1.). Ayrica, mikrogevre tiimor hiicrelerini normallestirebilir,
bu da stromal hiicrelerin yeniden egitilmesinin kanser tedavisi i¢in etkili bir strateji

olabilecegini diisiindiirmektedir (J. Liu vd., 2021).

Tiim6r mikrogevresinin (TMC) bilesimi ve tlimor-stromal etkilesimler, timor
biiylimesini ve metastazi siddetlendiren ve kotii klinik sonuglara yol agcan baslica
faktorlerdir (Asghar vd., 2015; Mitchell vd., 2017; Langhans, 2018; Avnet vd., 2019).

Aktive olmus stromanin hastaligi tanimlayan bir faktor olduguna dair kanitlar giderek



artmakta ve kanser hiicresinin invazyonunda/ekstravazasyonunda, migrasyonunda,
anjiyogenezde, ila¢ direncinde (McMillin vd., 2013; Maman & Witz, 2018), kanser
kok hiicre idamesinde (Batlle & Clevers, 2017) ve immiinosiirveyanstan kagista

(McMillin vd., 2013; De Palma vd., 2017; Valkenburg vd., 2018) énemli bir oyuncu

oldugunu vurgulamaktadir.

Tiimor dokusunun immiin mikro ¢evresi, immiinoterapi ve kemoterapiye yanit
oranimn1 yansitmak i¢in esastir (Pfannenstill vd., 2021). Timor mikrogevresinin
hedeflenmesinin immiinoterapi igin yeni bir strateji saglayabilecegi, geleneksel kanser
tedavisinin direncini kirabilecegi ve kisisellestirilmis tibbin temelini olusturabilecegi
goriilmiistiir (Pfannenstill vd., 2021). Ek olarak, mikro cevrenin yapisini yerlesik
hiicreler, ekstraselliiler matriks, sitokinler, kemokinlerin yan1 sira biyomekanik

ozellikler ve nutrisyon durumu belirler.

Biyomimetik doku miihendisligi olarak tiim6r mikro g¢evresini (TMC) in-vitro
olarak yeniden olusturmak, tiimdr hiicreleri ve bir matriks veya iskele kullanmak,
arastirmacilarm son yillarda cesitli ilaglarin etkinligine iliskin degerlendirmelerinde

hata payin1 azaltmalarina yardimci olmustur.
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Sekil 2.1. Tiimdriin ilerlemesi, invasyonu ve metastazi sirasinda kanser hiicresi

plastisitesinden yararlanan patofizyolojik siiregler.

Ozetle, mikro gevre, hiicrelerin bulundugu belirli bir nis veya gevreyi kapsar ve
kanser siireci, doku rejenerasyonu ve kok hiicre davranisi gibi ¢esitli biyolojik
stireclerde ¢ok Onemli bir rol oynar. Mikro g¢evrenin anlasilmasi ve hedeflenmesi,
kanser tedavisi, rejeneratif tip ve doku miihendisliginde etkili stratejiler gelistirmek
icin gereklidir.

2.2. U¢ Boyutlu Yapi iskelesinde Kanser Modelleri

Son zamanlarda, 2B hiicre Kkiiltiirleri ve laboratuvar hayvanlarnn kanser
modellemesi i¢in altin standart olarak kabul edilmektedir. Bununla birlikte, 2B
kiiltiirler kanser hiicresi davranigini arastirmak i¢in basitlik, diisiik maliyet ve koklii
yontemler sunsa da, dogal 3B dokularda bulunan biyolojik, kimyasal ve mekanik
ipuglarmi tekrarlamadiklart i¢in dogal tiimér dokusunun karmasikhigmi dogru bir

sekilde taklit edemezler (Baker & Chen, 2012; Caliari & Burdick, 2016).

2B'de kiiltiirlenen hiicreler x-y diizleminde kisith adezyona, zorlanmis apikal-
bazal polariteye, kisitlanmamis yayilmaya ve ¢oOziinlir gradyan eksikligine sahiptir.

Sonug olarak, gen ve protein ifadesinin, hiicre ¢ogalmasmm yam swra hiicresel



morfoloji ve canliligin etkilendigi ve bu nedenle KKH ¢aligmalari i¢in kullanimlarini

sinirladigl gosterilmistir (Riedl vd., 2017).

Ote yandan, hayvan modelleri, ksenograft biiyiimesini kolaylastirmak icin
kanser hiicrelerinin veya kiigiik doku pargalarinin nakledilebilecegi benzer bir dogal
in vivo ortam sunar. Bununla birlikte, hayvan sistemleri maliyetlidir ve kontrol
edilebilirlik, tekrarlanabilirlik ve tasarim esnekligi agisindan kayda deger sinirlamalar
sergiler. Ayrica, hayvan arastirmalarinda 3R (Replacement: Degistirme, Reduction:
Azaltma ve Refinement: lyilestirme) ilkesinin benimsenmesiyle, birincil arastirmalar

icin hayvan sistemlerinin kullanim1 giderek daha da caydirici hale gelmektedir.

2B hiicre kiiltiirleri ile karmagik hayvan modelleri arasindaki boslugu doldurmak
icin 3B platformlarin uygulanmasi giinlimiizde yaygmlasmistir (Sekil 2.2.).
Geleneksel olarak siispansiyon kiiltiirleri, KKH'ler gibi ankrajdan bagimsiz biiylime
kabiliyetine sahip hiicrelerdeki hiicre Kkiiltlirlerini izole etme ve zenginlestirme
kapasiteleri nedeniyle referans yontemler olarak hizmet etmistir (Reynolds & Weiss,

1992; Bielecka vd., 2017).

2B kiiltiirleme yontemleri ayrica hipoksi, hiicre gocii ve invazyonu veya in-vitro
tiimor-stroma etkilesimleri gibi ¢esitli biyolojik olaylar1 incelemek icin Onemli
sinirlamalar sergilemektedir (Herreros-Pomares vd., 2021). Alternatif olarak, hiicre
iskeleleri kullanan 3B hiicre kiiltiirii sistemleri su anda gelistirilme asamasindadir ve
in vivo tiimorlerin karmasikligimi taklit etme konusunda umut vaat etmektedir (Zhou
vd., 2016). Bu 3B modeller ¢oziiniir gradyanlar saglar ve polarite olmaksizin her ii¢
uzaysal boyutta da adezyonlarm dagilimma izin verir. U¢ boyutlu adezyonun yani sira
ilgili biyomekanik ipuglarnin ve gradyanlarin olusturulmasmi tesvik etme yetenegi,
iskele tabanli kanser hiicresi modellerini ila¢ dagitim teknolojilerini test etmek,
pluripotensi ve kendini yenilemeyi incelemek, hastalardan primer kiiltiirler
olusturmak, tlimorler ve bagisiklik sistemi arasindaki etkilesimleri analiz etmek ve
kanserin gelecekteki klinik tedavisi igin olas1 araglar olarak 6ngdriicii biyobelirtegleri

tanimlamak icin umut verici platformlar haline getirmektedir (Benien & Swami,
2014).

In vitro organotipik modellerin temel c¢alismalar, ila¢ taramalari, hastalik
modelleme ve kanser tahmininde yararli oldugu sonucuna varilmistir (Torras vd.,

2018). Ozellikle 3B modellerde epitel dokusu kullanilmas: bu bahsedilen alanlarda



(temel caligmalar, ila¢ taramalari, hastalik modelleme ve kanser tahmini) kilit faktorii
olusturur (Stange & Clevers, 2013). Sekil 2.2.’de goriildiigii lizere ¢esitli 3B hiicre

kiiltiiri yaklagimlar1 bulunmaktadr.
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Sekil 2.2. Dogal 3B mimarisi, geleneksel 2B hiicre kiiltiirleri ve yeni 3B hiicre

kiiltiiri yaklagimlar ile epitel dokularmm sematik gosterimi (Torras vd.,
2018).

3B tlimor modelleri gelistirmede farkl teknikler kullanilmaktadir. Bunlardan ilki
sferoid modellerdir. En eski ve en basit 3B Kkiiltiir formlarmi igeren bu modeller
embriyonik cisimcikcikler, mikrogipler, mikroakiskanlar, kollajen jeller ve hanging-

drop (asili damlacik) gibi farkli yontemleri barindirr (Kang vd., 2020).

Bir diger yontem ise biyopolimer iskele olusturmakti. Bu yontemin ash
hiicrelerin ¢ok cesitli biyofiziksel ve biyokimyasal 6zelliklere sahip 3B polimer yap1
iskelelerinde kapsiillenmesi, 3B mikro cevrede hiicresel (kok hiicre) kaderi desifre
etmek i¢in ortaya ¢ikmasmna dayanan bir yaklasimdir (Benoit vd., 2008). 3B yap1
iskeleleri olusturmak icin kullanilan biyomalzemelerin farkli nitelikleri, modelin

davranisi lizerinde bir etkiye sahip olabilir (Nyga vd., 2011).

Ucgiincii bir yontem olarak organ-on-a-chip, ¢ip iizerinde mikroakiskan organ
modellerini olusturmak i¢in kullanilan optik olarak seffaf plastik, PDMS elastomer
veya cam, perflizyon i¢in i¢i bos mikro iletkenleri icerecek sekilde tasarlanmistir.
Mikrokanallar, daha sonra doku ve organ 6lgeklerinde yapilara doniistiiriilen hiicreleri
yetistirmek i¢cin kullanilir. Bu araglar, doku ve organlarin yapisal ve islevsel

ozelliklerini in-vitro olarak yeniden {tiretebilir. Kiiltiir ortamm endotelyal hiicre kapl
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mikrovaskiiler kanallar yoluyla perfiize edildiginden, hiicrelerin canlihgr kiiltiirde

uzun bir siire korunur (Y. Kang vd., 2020).

Son yontem ise ex vivo (canl dis1) doku dilimleridir. Ex vivo doku dilimleri,
canli organizmanin disinda kiiltiirlenen ve muhafaza edilen doku 6rneklerini ifade eder
ve kontrollii bir laboratuvar ortaminda doku davranigiin ve tepkilerinin incelenmesine
olanak tanir. Bu yontemle dokularn normal dogal mimarisi, hiicre canhilifi gibi

ozellikler 5 giine kadar korundugu gosterilmistir (Vaira vd., 2010).
2.2.1. Akciger tiimor mikrocevresinin ii¢ boyutlu modelleme ¢alismalar:

Son yillarda akciger timor mikrogevresi tasarimi konusunda calismalarin sayisi
artmistir. Bir caligmada endotel hiicresi (EA.hy926), bazal membran ve epitel hiicre
(A549) tabakasindan olusan insan hava-kan dokusu bariyeri biyobaski teknolojisi

kullanilarak modellenmistir (Horvath vd., 2015).

Bir diger calismada, 3B Petri Disshes® mikro kaliplar1 kullanilarak 3B
biiyiitillen A549 sferoidlerinin yiiksek verimli olusumu gosterilmistit. 3 boyutlu
akciger sferoidleri 3B kiiltiiriiyle basartyla gelistirilmis ve bu dokular, 30 giinliik
stirekli kiiltiir boyunca boyutta ilerleyici bir artis gdstermistir (Gupta vd., 2017).

Baska bir ¢alismada, akciger tiimor dokusunun 3B mimarisini igeren yeni in-
vitro modeller olusturmayr amaglamisti. Bunun i¢cin A549 hiicreleri, Transwell™
destekleri tizerinde hava-sivi ara yiizeyi kosullarinda yiiksek yogunlukta kiiltiire
edilmis ve bu hiicreler basarili bir sekilde ¢ogalan 3B ¢ok katmanli mono-kiiltiirleri
olusturmustur. Kiiltiirlerin kalnligi, Lazer taramali konfokal mikroskop goriintiileri ile

[

3 ila 4 katman arasinda degistigi gosterilmistir (Movia vd., 2018).

Diger bir ¢alismada, in-vitro 3B tiimor benzeri bir model gelistirmek amaciyla
akciger kanseri hiicre dizilerini (A549 ve 95-D) kullanmislardi. Bu model, 3B
bioprinting yardimiyla ve aljinat-jelatin biyomiirekkep kullanilarak olusturulmustur.
Ardindan tiimor benzeri hiicre yiiklii hidrojel 1zgara iskele modeli basariyla basilmistir.
Bu modelde 3B biyobasim sonrasinda canl/lii hiicre tahlilinde hiicrelerin canlilik
oraninin  %90’1n istiinde oldugu gosterilmistir. Ayrica hiicre invazyonu ve gocii
analizleri yapilmis ve 3B modeldeki hiicrelerin 2B kiiltiirlenmis hiicrelerden daha fazla
gb¢ etme yetenegine sahip oldugunu gostermislerdir (X. Wang vd., 2018).

Baska bir calismada, Akciger KKH’leri karakterize etmek amaciyla akciger

kanser hiicre hatlar1 ve farkli hidrojeller kullanilarak stereolitografik teknikle basilmis
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3B yapriskeleleri olusturularak hiicre proliferasyon analizleri gergeklestirilmistir. Tiim
basili iskelelerin kanser hiicrelerinin biiyiimesini desteklerken, hidrojel bazli yapi
iskelelerinin, KHDAK birincil kiiltiirlerinin 3B kiiltiirii i¢in en uygun biyomalzeme
oldugu sonucuna varilmistir. Bunun yaninda, degerlendirmeye alinan KKH’lerle ilgili
genlerin ¢ogunlugu, gen ekspresyon analizlerine gore, iskelelere ekilen hiicrelerde
ekspresyonda 6nemli bir artis gosterdigi bulunmustur. Sonugta, 3B biyobaskilanmis
iskelelerin KKH'leri gelistirmek icin basartyla kullanilabilecegi ele alinmistir ve bu
biyobaskilanmis iskelelerin farkli timor gesitlerine karst ilag tarama amach ya da
KKH’lerin daha iy1 anlasilmasina yonelik olanak saglayan in-vitro platformlar olarak

kullanilabilecegi sonucuna varilmistir (Herreros-Pomares vd., 2021).

Bir baska caligmada ise, A549 hiicrelerinin daha iyi proliferasyonu igin kararh
bir yap1 gelistirmek ve ilag testi i¢in bir 3B akciger kanseri dokusu modeli olusturmak
icin ekstriizyon tabanli 3B biyobaski icin ¢ok bilesenli bir biyomiirekkebin
gelistirilmesine odaklanmuslar ve in vitro 3B biyobaskili doku yapisi i¢in aljinat-jelatin
bazli biyomiirekkep optimizasyonu ve karakterizasyonu ve ardindan imalati,
degerlendirilmesi ve konsept ila¢ testi kaniti {izerine odaklanmislardir. 3B modelde
kullanilan sodyum aljinat, jelatin, DEAE (Dietilaminoetil) seliiloz ve kollajen peptitten
olusan c¢ok bilesenli, hibrit biyomiirekkep sisteminin, 3B biyobaskili yapinin
basilabilirlik, biyouyumluluk, hiicre canlihigi ve gozeneklilik o6zelliklerini yiiksek
basart oraninda sergiledigi gosterilmistir. Boylece ilag arastrmalart ve doku
mithendisligi ¢alismalarinda pahali in-vivo yontemlerin aksine daha elverisli olacagi

sonucuna varlmistir (Geevarghese vd., 2022).

Tiim bu ¢alismalar g6z 6niine alindiginda 2B tiimor modelleri yerine 3B in-vitro
timor modellerini kullanan calismalarda, hiicre canhlifinda artis, fizyolojik olarak
uygun protein ekspresyon profilleri, daha hizl proliferasyon, antikanser ilaglara karsi
artan kemorezistans ve gercek tlimorlerin 6zelliklerini (6rn. nekrotik c¢ekirdeklerin

varligl) gosterdigi sonucuna varilmistir (Knowlton vd., 2015).
2.3. Doku Miihendisligi Modeli

Bazi dokular, biiylik defektlerde smirli vaskiiler invazyon, c¢evre dokunun
defekte ¢okiisii ve stabil olmayan kiriklarda onarici dokudaki asir1 mekanik zorlanma
nedeniyle insan viicudu tarafindan rejenerasyona tabi tutulamaz. Dolayisiyla, doku

onarimint  kolaylastirmak  i¢in  eksojen doku miihendisligi  bilesenlerinin
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kullanilmasma yonelik klinik bir ihtiyag bulunmaktadir (Yannas, 2015). Doku
miihendisligi yapilari, benzer hiicresel ve hiicre dis1 ortamlar igeren ve yeni doku
olusumu saglandik¢a ayni oranda bozulan, yerine ge¢mesi hedeflenen dokulart mimik
edecek sekilde tasarlanmistir (Velasco vd., 2015). Bu yapilar ii¢ boyutludur ve
karmagik in vivo ortamlari, hiicrelerin ve doku ECM'sinin yapisal diizenlemelerini
taklit edemeyen iki boyutlu hiicre kiiltiiriine kiyasla dogal dokularin daha iyi temsil
edilmesini saglar. Doku miithendisligi yapilari, tasarlanmis doku mimiklerini tiretmek
icin genellikle iskele malzemesi, hiicreler ve ortam/kiiltiir kosullar1 dahil olmak {izere
tcli bir bilesen kullanir. Bu yapilar daha sonra implantasyon veya ilag-hastalik

modellemesi gibi sistemler icinde arastirmaya yoneltilebilirler (Sekil 2.3.).

iskele Hiicreler
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Sekil 2.3. Doku miihendisligi ti¢liisiiniin bilesenleri.

2.3.1. iskeleler

Doku miihendisliginde iskele, doku mimiginin {iretildigi malzeme matrisini
ifade eder. Bir doku miihendisligi yapisinin basarili bir sekilde iiretilebilmesi igin,
iskele malzemesinin kopyalanmak istenen dogal doku ECM'sine benzemesi gerekir
(Chan & Leong, 2008). Omegin, yag, tendon ve bag gibi bag dokular, yapisal
ozelliklerini saglayan bol miktarda kolajen ve glikozaminoglikan icerir. Bu nedenle,
bu dokulart taklit etmeyi amaclayan doku miithendisligi iskeleleri iiretilirken, kolajen
ve GAG komplekslerinin dahil edilmesi bag dokusu benzeri ortamlar olusturabilir

(Caliari vd., 2011). Iskelelerin kendileri doku biiyiitme ve onariminda birden fazla rol
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oynar ve viicuda enjekte edilebilir ya danakledilebilir. Ekzojen hiicrelerin ve biyolojik
molekiillerin defekt bolgesine iletilebilecegi bir ¢erceve saglarken, ayni zamanda
komsu endojen hiicrelerin tutunabilecegi, go¢ edebilecegi ve ¢ogalabilecegi bir yapi
saglayarak yeni doku olusumuna rehberlik ederler (Koch vd., 2009). Ayrica, hiicresiz
bir iskelenin agik bir dermal yara igine yerlestirilmesinin erken kapanmayi, doku
kasilmasini ve yara olusumunu 6nledigi goriilmiistiir (Wainwright & Bury, 2011). Bu
teknik kullanilarak, ¢evredeki hiicrelerin iskeleye niifuz etmesi i¢in ankraj saglanir ve

yaranin kapanmasi deformasyon yaratmadan iyilesme gergeklesebilir.
2.3.2. Hiicreler

Bir doku igindeki hiicresel mitotik aktivite bozuldugunda veya yetersiz
oldugunda, doku sistemi i¢ine eksojen hiicrelerin eklenmesi gerekebilir. Hiicreler bir
doku iskelesine dahil edilmek iizere ¢esitli kaynaklardan alinabilir. Ksenojenik hiicre
izolasyonu (farkli bir tiirden) veya allojenik hiicre kaynaklari (ayni tiirtin farkl
tiyelerinden) daha diisiik bir maliyetle yararlanilabilecek daha genis bir potansiyel
hiicre kaynagi havuzu saglayabilirken, bu hiicrelerin kullanimi daha yiiksek bir
hastalik bulasma ve nakil sonrasit bagisiklik reddi riskini beraberinde getirmektedir
(Boneva vd., 2001). Alternatif olarak, doku miithendisligi tedavisi goéren hastadan izole
edilen otolog hiicreler, immiin ret olasiligini biiyiik dl¢iide azalttiindan basarili hiicre
nakli i¢cin daha umut verici bir yaklasim sunmaktadir (Langer & Vacanti, 1993). Ancak
otolog hiicrelerin se¢imi dondr bolgesi morbiditesi ile iligkilidir. Birgok vakada dondr
bolgesinden az sayida hiicre toplanabilmekte, bu da zaman alan kiltiir ve hiicre
proliferasyon islemlerine ihtiya¢ duyulmasmna neden olmaktadir. Ayrica, hastalikli
dokular ve yasl hastalar s6z konusu oldugunda otolog hiicre se¢enegi her zaman
uygun olmayabilir (Heath, 2000). Bu dezavantajlara ragmen, otolog hiicreler ve
dokular kullanilarak yapilan greftleme ve implantasyon, giiniimiizde doku onariminda

en ¢ok uygulanan yontemdir.

Bir doku miihendisligi iskelesine entegrasyon i¢in hiicre se¢iminde goz dniinde
bulundurulmasi gereken bir diger husus da farklilasmis veya farklilasmamis hiicrelerin
secilmesidir. Doku yapilarinda birincil, farklilasmis hiicrelerin kullanilmasi, bir doku
defektinde degistirilecek olanlarla uyumlu hiicrelerin izole edilmesini, yani bir dermal
doku yapist iginde kiiltiir i¢cin saglikli bir hastanin dermisinden insan dermal
fibroblastlarmin ¢ikarilmasini igerir. Bu yontem, herhangi bir farklilastirma iglemine

gerek olmadigr icin kullanighdir (Hench & Jones, 2005). Buna ragmen,
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farklilagtinlmis  hiicrelerin ~ kullanilmasi  dondr bolgesi morbiditesi  ve smirlt
bulunabilirlik ile iligkilidir ve bu yapidaki hiicreler sinirli bir proliferatif ve
biyosentetik kapasiteye sahiptir. Ayrica, birincil hiicreler, coklu pasajlama sonrasinda,
ex vivo (organizma disi) kiiltiirleme sirasinda farklilagsma egilimindedir ve boylece

uygun fenotiplerini kaybederler (Fitzpatrick & McDevitt, 2014).
2.3.2.1. Kok hiicreler

Doku miihendisliginde belki de en umut verici hiicre tiirleri, islenmis hiicrelerle
iligkili sorunlarin {istesinden gelme potansiyelleri nedeniyle kok hiicrelerdir. Uzun
sireli kendini yenileme kabiliyetleri ve aksi takdirde bir kez islendikten sonra
yenilenemeyecek hiicrelere farklilasma yetenekleri onlar1 biiyiik ilgi odagi haline
getirmektedir. Her biri farkli farklilagsma kapasitelerine sahip ii¢ ana kok hiicre tiirii
mevcuttur: embriyonik, yetigkin ve indiiklenmis pluripotent kok hiicreler (M. Chen
vd., 2009). Insan embriyolarmin gelisimsel plastisitesi, onlar1 kok hiicrelerin
toplanmasi icin elverigli kaynaklar haline getirmektedir. Dollenmeyi takip eden ilk
boliinmelerde embriyonik kok hiicreler totipotensi (tiim hiicre tiplerine yol agma
yetenegi) sergiler ve bu donemi takiben pluripotenttir (birgok hiicre tipine yol agma
yetenegine sahiptir) (Atala vd., 2008). En biiylik farklilasma kapasitesine sahip
olmanin cazibesine ragmen, allojenik kaynaklardan elde edilirler ve birgok etik
kaygiyla iligkilendirilirler. Buna karsilik, bir hastadan aliman otolog, multipotent
yetiskin kok hiicreler kemik iligi stromasi, dis 6zii, sa¢ folikiilii ve deri alt1 yag dokusu
gibi ¢esitli dokulardan izole edilebilir (Hodgkinson vd., 2009). Bu bolgelerden izole
edilen yetiskin kok hiicrelerin dolleri mezodermal, endodermal ve ektodermal

fenotipik soylar boyunca degisken derecelerde farklilagsma gosterir (Sekil 2.4.).
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farklilasmis soylar1 (Yabut & Bernstein, 2011).

Kendini yenileme disinda, yetiskin kok hiicrelerinin rolii, hasar veya apoptozun
ardindan farklilasmis hiicre sayilarii yenilemektir. Bununla birlikte, dokularda diistik
miktarlarda bulunmalari, ekstraksiyonu takiben siki farkhlastirma prosediirleri
gerektirmektedir. Bu nedenle, pluripotent olmayan kok hiicrelerden (tipik olarak
yetiskin progenitdr hiicrelerden) yapay olarak tiiretilen pluripotent kok hiicreler olarak
tanimlanan 'indiiklenmis pluripotent kok hiicreler' (iPSC'ler) olarak adlandirilan
alternatif bir kok hiicre kaynag: arastirilmaktadir. Ilk olarak 2006 yilinda farelerde
arastirilan bu teknik, 2007 yilinda yetigkin insan dermal fibroblastlarina dort genin
(Oct-3/4, Sox2, c- Myc ve KLF4) eklenmesini takiben gelismistir. IPSC'lerdeki
pluripotent hiicreye 6zgili genlerin morfolojisi, ¢cogalmasi, gen ifadesi ve epigenetik
durumu, gen aktarimini takiben embriyonik kok hiicrelerinkiyle eszamanhdir
(Takahashi vd., 2007). Kok hiicrelerle ilgili mevcut sorunlarin {istesinden gelmek igin
1PSC'lerin kullanimma yonelik arastirmalar su anda doku miihendisligi alaninda 6n

planda yer almaktadr.
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2.3.3. Besiyeri ve kiiltiir Kosullar:

Bir doku miihendisligi yapismin imalat1 i¢in, iskele malzemesinin dikkatli
secimine ve hiicrelerin kapsiillenmesine ek olarak, besi yeri ve kiiltiir kosullari
genellikle nihai {iriiniin sonucunu ydnlendirmek igin optimize edilir. Iskele
malzemeleri hiicresel morfoloji ve davranigin belirlenmesinde dnemli bir rol oynarken,
amino asitler, biiyiime faktorleri, reaktifler ve hormonlar gibi ek takviyeler hiicrelere
genellikle dogal dokularda bulunan biyokimyasal besi yeri saglayabilir (K. Lee vd.,
2010). Mezenkimal kok hiicrelerin tanimlanmis besi yerlerinde yetistirilmesiyle ¢oklu
hiicre soylarinin ¢ogalmasi ve farklilasmasi saglanabilir. Temel amino asitleri igeren
temel besi yerlerinin kullanimi, ¢ogu doku miihendisligi uygulamasinda tipik olarak
standarttir ve hiicrelere, hiicrelerin hayatta kalmasi ve ¢ogalmasi i¢in gerekli olan

metabolitleri saglar (Todd, 2014).

Doku yapilari, dogal dokularin deneyimledigi ortamlar1 yeniden mimik etmek
icin modiile edilmis bir dig ortama tabi tutulabilir. Oksijen konsantrasyonlarmin
ayarlanmasiyla, hedef doku ortamlarmi gosteren hipoksik, normoksik ve hiperoksik
kosullar taklit edilebilir. Keratinositlerin hava-sivi arayiiziinde, deri epidermisinin in
vivo yayilma sekline benzer bir mekanizmayla kiiltiire edilmesi, oksijen
modiilasyonunun nasil basarilabilecegine bir drnektir. Diger durumlarda, mekanik
yiikleme uygulamasi, tendonve baglarin in vivo olarak maruz kaldig1 kuvvetleri tasvir
eder ve bdylece hiicre fenotipini tenosit ve fibrosit soylarina yonlendirebilir (Benhardt

& Cosgriff-Hernandez, 2009).

2.4. Bir Doku Miihendisligi Modelinin Ozellikleri

Potansiyel implantin insan dokusuna basarili bir sekilde entegrasyonunun
saglanmast i¢in tiim doku miihendisligi yapilarinda birkag temel parametrenin
karsilanmas1 gerekmektedir. Genel olarak, in-vitro hiicrelerin ¢ogaltilmast igin
yapilarin, ¢ogaltilan dogal dokunun in vivo olarak gelismesini saglayacak sekilde

elverigli olmas1 gerekir.
2.4.1. Biyouyumluluk

Etkili bir hiicre iskelesi kompleksinin olusturulmasinda en 6nemli ilkelerden biri
biyouyumluluktur. Hiicreler doku iskelesine sizmali, normal islevini iistlenmeli ve
sonunda bir bagisikhik tepkisi olusturmadan ECM'lerini salgilayarak destekleyici

iskelenin yerini almalidir (Remes & Williams, 1992). Hiicre kaynagi ve iskele
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malzemesi dahil olmak iizere bircok faktér bir doku yapisinin biyouyumlulugunu
etkileyebilir. Allojenik ve ksenojenik hiicrelerin nakli izerine immiinosupresif tedavi
uygulanmadig siirece, yabanci antijenlerin transferi genellikle konakgida inflamatuar
bir yanmit ortaya ¢ikararak implante edilen parcanin reddine neden olur. iskele
malzemesiyle ilgili olarak, dogal malzeme kaynaklari, dogal dokularin kimyasal

yapilarina daha iyi benzedikleri i¢in genellikle sentetik malzemelerin kullanimma
tercih edilir (Ikada, 2006).

2.4.2. Biyobozunabilirlik

Bir doku miithendisligi yapisi tasarlanirken g6z 6niinde bulundurulmasi gereken
bir diger onemli husus da doku iskelesi i¢indeki malzemenin biyolojik olarak
parcalanabilirligidir. Iskelenin tek hedefi, hiicreleri kendi ECM aglarmi1 kurmaya
tesvik etmek ve bdylece sonunda miithendislik iiriinii par¢canin yerini almaktir (Tan &
Marra, 2010). Materyalin biyolojik olarak pargalanabilirligi, implantasyon bdlgesinde
yeni doku olusumunun gergeklesme hizina paralel olarak ilerlemelidir. Iskele yan

tiriinlerinin de normal viicut fonksiyonlarin1 aksatmadan viicuttan atilabilmesi gerekir

(Brown vd., 2009).
2.4.3. Mekanik ozellikler

Bir doku miihendisligi yapisinin basarili bir sekilde kiiltiirlenmesinde kilit rol
oynayan diger parametreler doku esdegerinin mekanik &zellikleridir. Hiicreler,
mekanotransdiiksiyon yoluyla dis mekanik etkileri arastirabilir ve mekanoreseptdrler
yoluyla bu tiir uyarimlara uygun sekilde yanit verebilir. Sinir ag1 gibi mekanik olarak
statik veya uyumlu dokularda, dokular diistik sertlik sergiler. Buna karsilik, kemik
veya iskelet kasi gibi yiiksek derecede mekanik yiike maruz kalan dokular, birka¢ kat
daha biiytik ECM sertligi sergiler (Engler vd., 2006). Bunedenle, hiicrelerin davranisi
dogal olarak dokuya 6zgiidiir ve biiyiik 6l¢lide iginde bulunduklart substratin sertligine

baghdir.
2.4.4. iskele mimarisi

Mekanik 6zellikler 6nemli olsa da hiicre infiltrasyonu, vaskiiler doku olugumu
ve ardindan atik {rilinlerin doku yapisindan uzaklagmasi icin yapi ig¢inde belirli bir
gozeneklilik derecesinin bulunmasi da zorunludur (Hollister, 2005). Az gézeneklilik,
gbzenek boyutu ve birbirine baglanabilirlik iceren iskelelerde, kisith alan ve hiicre

metabolitlerine minimum erisim nedeniyle hiicre biiylimesi ve istilast smirhdir.
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Yiiksek gozeneklilik, gdzenek boyutu ve birbirine baglanabilirlik sergileyen iskeleler
icin, yetersiz baglanma hiicre ¢ekisini azaltir ve hiicre gociinii sinirlar (Loh & Choong,
2013). Bunedenle, ortam gozenekliligi kosullarinin kritik dengesi, bir doku iskelesinin
imalati i¢in ¢cok 6nemlidir. Ayrica, yiizey topografisi de hiicre-biyomateryal etkilesimi
icin alternatif mekanizmalar saglar ve hiicre tepkisini diizenler. Daha piiriizlii
ylizeylerde Kkiiltiirlenen hiicreler, gii¢lii aktin aglar1 kuran daha piirlizsiiz alt
tabakalardaki yaygin hiicrelerin aksine, engebeli alanlarla baglanir ve kisitlanir (Wu
& Zhang, 2015).

2.5. Biyobaski icin Hidrojeller

Hidrojeller, yiiksek su igerikleri nedeniyle biyobaski ve doku miihendisliginde
biiyiik ilgi cekmistir. Hidrofilik polimer zincirlerinden olusan ag, kimyasal ya da
fiziksel etkilesimle capraz baglanir. Kovalent baglar gibi kimyasal baglar yoluyla
olusan hidrojeller kalicidir ve geri dondiiriilemezdir. Buna karsilik, (1) hidrojen
baglan, (2) iyonik giicler, (3) tek tek polimer zincirlerinin fiziksel dolanimlari, (4)
polimer kristalitleri ve (5) hidrofobik gibi fiziksel etkilesimler yoluyla olusan
hidrojeller belirli kosullar altinda tersine ¢evrilebilir. Buna karsihik hidrojel, bu
etkilesimlerin iki ya da daha fazlasinin bir araya gelmesiyle olusabilir (J. M. Lee vd.,
2022).

2.5.1. Dogal hidrojeller

Dogal hidrojeller doku miihendisliginde yogun bir sekilde kullanilmaktadir
clinkii genellikle ilgili hiicrelerle 1yi bir hiicresel uyumluluga sahip olmalarmi saglayan
spesifik biyoaktif bolgeleri i¢ermektedirler. Ayrica genelde biyolojik yontemlerle
iretildikleri i¢in daha belirgin bir yapiya ve tek dagilimli bir molekiiler agirliga sahip
olma egilimindedirler. Genellikle biyolojik olarak pargalanabilirler ve hiicrenin dogal
ECM'sine benzer mekanik 6zelliklere sahiptirler. Bununla birlikte, immiinojeniklikle
ilgili sorunlart vardir ve sentetik benzerlerine kiyasla nispeten kararsizdirlar. Ayrica
Ozellikleri tiirler, dokular ve iiretim partileri arasinda farklilik gosterir. Ayrica
karmagik bilesimleri nedeniyle, 6zgiin niteliklerini karakterize etmek nispeten zordur

(J. M. Lee vd., 2022).
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2.5.1.1. Kolajen

Iyibilinen bir protein olan kolajen, dogal ECM'nin ana bileseni ve ayni1 zamanda
memeli dokularinda en bol bulunan protein olmast nedeniyle biyomedikal
uygulamalarda yaygin olarak kullaniimaktadir (C. H. Lee vd., 2001). Biyomalzeme
olarak ¢ok sayida dogal ve sentetik polimer kullanilmasma karsin, kolajenin ozellikleri
biiyiikk Olgtide viicuttaki etkilenme bigimleri bakimindan sentetik polimerlerden
farkhidir. Yirmiden fazla farkli kolajen tiirii bulunmustur, ancak temel yapilar1 aynidir,
yani ii¢ polipeptit zincirinden olusur. Bu ii¢ zincir birbirinin etrafina sarilarak {ic
iplikcikli bir halat yapisi olusturur. Iplik¢ikler kovalent baglar ve hidrojen ile bir arada
tutunur. Kararli kolajen lifleri, ipliklerin kendi kendine toplanmasmim bir sonucu
olarak olusturulabilir. Ayrica, kolajen liflerin mekanik 6zellikleri karbodiimid ve
glutaraldehit gibi kimyasal ¢apraz baglayicilar eklenerek gelistirilebilir (C.R. Lee vd.,
2001; S.-N. Park vd., 2002). Kolajen dogal olarak metaloproteazlar tarafindan
parcalanir ve bodylece parcalanma siireci tasarlanmis dokudaki hiicreler tarafindan

bolgesel olarak kontrol edilebilir (J. M. Lee vd., 2022).
2.5.1.2. Jelatin

Protein bazli bir polimer olan jelatin, kolajenin kismi hidrolizi yoluyla elde
edilir. Kimyasal 6n iglem ve ardindan 1s1l islem, kolajen protein yapisini diizensiz hale
getirerek heliks-tokoil gegisine ve ¢Oziiniir jelatine doniisiimiine neden olmaktadir.
Jelatin, sicaklik degisimi sirasinda jellesmeye ugrar. Bununla birlikte, jelatin bir
metilakrilat grubunun (GelMA) eklenmesiyle fotopolimerize edilebilir hidrojele
dontistiirilmektedir (J. M. Lee vd., 2022).

2.5.1.3. Fibrin

Fibrin, fibrinojenin trombin aracili boliinmesi sonucu olusan ve kendiliginden
birlesen, ¢éziinmeyen bir fibrin monomeriyle ortaya ¢ikan bir biyopolimerdir (Ahmed
vd., 2008). Dogal olarak olusan bu malzeme enjekte edilebilir hidrojel olarak ve hiicre
iletim vasitalari olarak kullanilmistir (Dare vd., 2007). En biiyiik avantaji, fibrinojenin
plazmadan otolog olarak elde edilebilmesidir, bu da yabanci cisim reaksiyonu riskini
azaltir. Ayrica, fibrin iyi adezyon 6zelliklerine sahiptir. Genel olarak fibrin, kanamay1
kontrol etmek ve cerrahide dokular yapistirmak ic¢in tutkal olarak kullanilir. Ayrica,
deri greftlerinde ve yara iyilesme siiresini azaltmak i¢in eksojen biiyiime faktorlerinin

verilmesinde de kullanim alan1 bulmustur (J. M. Lee vd., 2022).
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2.5.1.4. Aljinat

Dogal bir polimer malzeme olan aljinat, kahverengi deniz yosunu ve
bakterilerden elde edilir. Ilag stabilizasyonu ve dagitim ile hiicre kapsiillemesinde ¢ok
gesitli tibbi uygulamalar gostermistir. a-L-guluronik asit (G) ve (14)-bagh B-D-
mannuronik asit (M) monomerlerinden olusan dogrusal bir polisakkarit kopolimeridir
(Sekil 2.5.). G ve M monomerleri doniisiimlii veya tekrar eden bloklar halinde siral1
olarak dagilir (Donati & Paoletti, 2009). No6tr pH altinda aljinat bir polianyondur.

Diisiik toksisiteye sahiptir ve hassas kosullar altinda jellesir.
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Sekil 2.5. Aljinatin kimyasal yapis1 (J. M. Lee vd., 2022).

Deniz yosununun tiirli, konumu ve yasi, her bir monomerin miktarmi ve
dagihmini belirleyen etkili faktdrlerdir. Aljinat jelleri, Ba2*, Ca?* veya Sr2* gibi iki
degerlikli katyonlarmn farkl polimer zincirleri arasinda iyonik kopriiler olusturmak igin
G monomer bloklaryla isbirligi i¢inde etkilesime girmesi sonucu olusur. Polimer
zincirinin G ve M oranin1 ve molekiiler agirhgmi degistirerek ve ayarlayarak, capraz
baglanma yogunlugu ve sonugta ortaya c¢ikan mekanik Ozellikler kolayca
degistirilebilir. Iyonik olarak ¢apraz baglannus aljinat hidrojellerin belirli bir bozunma
egilimi izlemek yerine yavas ve kontrolsiiz ¢dziinmeye ugradigi belirtilmektedir.
Kiitle, kalsiyumun iyon degisimi yoluyla agamali olarak kaybedilir ve sonug olarak,
tek tek zincirler ayrisarak zaman i¢inde mekanik sertlik kaybina yol agar (J. M. Lee
vd., 2022).
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2.5.2. Sentetik hidrojeller

Sentetik hidrojeller, doku miihendisliginde iskele olarak kullanilan en eski
biyomateryallerden bazilaridir. Karsilastirmali  bir sekilde, sentetik hidrojeller
rejeneratif tip alaninda yiiksek oranda ayarlanabilen ve tutarh 6zelliklerinin yani sira
daha kolay biiyiik dl¢ekli iiretim gibi faydalarini ortaya koymustur (J. M. Lee vd.,
2022).

2.5.2.1. Poli(2-hidroksietil metakrilat)

Poli(2-hidroksietil metakrilat) (PHEMA) hidrojeller 1960'larin sonlarindan beri
implant malzemesi olarak kullanilmaktadir. 2-hidroksietil metakrilatin serbest radikal
¢okeltme polimerizasyonu kullanilarak sentezlenir (Slaughter vd.,2009). Ortaya ¢ikan
hidrojel biyolojik olarak inert ancak nispeten zayiftir. Ayrica protein adsorpsiyonuna
ve hiicre adezyonuna kars1 oldukea direngli bir malzemedir. Bununla birlikte, PHEMA

implantlarmin in vivo olarak gecikmeli, donem donem kalsifikasyona ugradigi tespit

edilmistir (Belkas vd., 2005).
2.5.2.2. Poli(vinil alkol)

Poli(vinil alkol) poli(vinil asetat)'m kismi hidrolizinden hazirlanir. Kimyasal
veya fiziksel yontemlerle (6rnegin monoaldehitler yoluyla) bir jel halinde ¢apraz
baglanabilir. PV A ayrica kimyasal ¢apraz baglamaya alternatif olarak hidrojel tiretmek
icin fotokiirlenebilir. PV A, biyolojik molekiiller i¢cin baglanma bolgeleri olarak islev
goren mevcut askidaki alkol gruplarina sahip olma agisndan PHEMA'ya
benzemektedir (J. M. Lee vd., 2022). PVA, mekanik uyaranlarin ekilmis hiicrelere
iletimini artirarak matris sentezini veya hiicre yonelimini indiikleyebilen elastik bir
malzemedir (Schmedlen vd., 2002). PVA hidrojelleri nétrdiir ve proteinlere ve
hiicrelere yapismaz. PV A hidrojelleri diisiik siirtiinme katsayisina sahiptir ve yapisal
ozellikleri dogal kikirdaga benzemektedirler. Dahasi, genellikle diger sentetik jellerin
cogundan daha gicliidiirler, bu da onlan avaskiiler doku i¢in basarili kilar. Ayrica
PVA, PEG hidrojellerinkinden daha hizh ancak PVA  homopolimer
hidrojellerinkinden daha yavas bir bozunma oranmna sahip biyolojik olarak
parcalanabilir bir hidrojel iiretmek i¢in poli(etilen glikol) (PEG) ile kopolimerize
edilebilir (J. M. Lee vd., 2022).
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2.5.2.3. Poli(etilen glikol)

Poli(etilen glikol) PEG, antijenikligi, immiinojenikligi, hiicre yapigsmasini ve
protein baglanmasmi smirlayan &zelliklere sahip biyouyumlu ve hidrofilik bir
malzemedir (Alcantar vd., 2000). PEG homopolimeri, etilen oksitten kondensasyon
yoluyla polimerize edilebilen bir polieterdir. PEG, polimer zinciri iizerinde protein
baglama bolgelerinin bulunmamasi nedeniyle adsorptif degildir. PHEMA ve PVA ile
karsilastirildiginda PEG, protein baglanmasmi azaltmada kritik bir 6zellik olan
hidrojen bag1 bagislayan gruplara sahip degildir. PEG hidrojeller, doku miihendisligi
uygulamalar i¢in en basarili sentetik hidrojellerden biri olarak kabul edilmistir. PEG
polimerinin ugclari, fotokroslinklenebilir polietilen glikol dimetakrilat (PEGDA)
olusturmak igin akrilatlar veya metakrilat ile modifiye edilebilir (Drury & Mooney,
2003). PEGDA, hiicreleri iskelelere kapsiillemek i¢in yaygmn olarak kullanilmaktadir.

2.6. U¢ Boyutlu Biyoyazic1 Teknolojileri ve Cesitleri

3B biyoyazici, dijital bir modele gore canli hiicrelerden ve hidrojellerden 3B
insan dokularinin ve organlarnin katman katman biyofabrikasyonu i¢in kullanilan
robotik bir cihaz olarak tanmmlanir (Hesuani vd., 2016). 1984'te Charles Hull, 3B
baskinin dogusunu simgeleyen, dijital verilerden 3D nesneleri basmak igin
stereolitografiyi (SLA) icat etti (Gu vd., 2020).

Biyoyazici ilk kez 1988'de Klebe, sitoscribing teknolojisi ile hiicreleri
biriktirmek i¢in standart bir Hewlett-Packard (HP) miirekkep piiskiirtmeli yazici
kullanirken gosterildi (Klebe, 1988). 1999'da, karmasik anatomiye sahip analoglari
gelistirmek i¢in canli hiicreleri biriktirmek amaciyla lazer destekli biyoyazic ilk kez
kullanild1 (Odde vd., 1999). 2001 yilinda, mesane seklindeki bir iskelenin dogrudan
basimi ve insan hiicrelerinin ekimi gergeklesmistir (Karzynski vd., 2018). 2002'de, ilk
ekstriizyon bazli biyobaski teknolojisi (daha sonra “3D-Bioplotter” olarak
ticarilestirilen) yaymlanmistir (Landers vd., 2002). 2012 Yilinda fare modellerinde in
situ (yerinde) biyobasim denenmistir (Skardal vd., 2012). 2016 yilinda biitlinlesmis
doku-organ yazicist (ITOP) kullanilarak kikirdak modeli tiretilmistir (H.-W. Kang vd.,
2016). 2019 yilinda perfiize edilebilir bir kiigiiltiilmiis kalp tiretmeyi basarmislardir
(Noor vd., 2019).
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2.6.1. Biyobaski asamalari

Biyobaska siireci ti¢ ardisik ana admmu takip eder; biyobaski dncesi, biyobaski ve
biyobask1 sonrast olgunlasma agamalari (Sekil 2.6.). Biyobaski dncesi asamada, hedef
dokunun dogru 3B modelleri CAD/CAM (bilgisayar destekli tasarmm/bilgisayar
destekli iiretim) yazilmi araciligiyla tasarlanir ve ardindan 3B biyoyazici igin 2B
katmanlara ayrlir. Ardindan, hedef dokuya gore uygun malzeme ve hiicre kaynaklar
secilir. Biyobaski adiminda biyomiirekkep, biyomiirekkebin katman katman
biriktirilmesi yoluyla onceden tasarlanmis 3B yapiy1 basar. Son olarak, biyobaski

sonrast olgunlasma asamasinda, basilan yapi bir biyoreaktorde olgunlasmaya izin
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Sekil 2.6. Biyobaski siirecinde yer alan adimlarin akig semast (Ramadan & Zourob,
2021).

2.6.2. Cesitli 3B biyobaski teknolojileri

Ekstriizyon, miirekkep piiskiirtme (inkjet), lazer destekli bask1 ve stereolitografi,
biyobask1 teknolojileri, calisma kosullarina bagh olarak 3B biyobaski teknolojilerinde
baslica cesitleri olusturmaktadir. Bu teknolojilerin, hedeflenen teknoloji i¢in en iyi
baski teknolojisini se¢mek iizere dikkatle degerlendirilmesi gereken belirli dogal
avantajlart ve dezavantajlar1 vardir. Bunlar arasinda miirekkebin viskozitesi, baski
hizi, ¢Oziiniirliik, hiicre yogunlugu ve maliyet yer almaktadir. En onemlisi, canli

hiicrelerin/organ mimarilerinin fonksiyonlar1 da mevcut biyobaski teknolojilerinin
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cesitliliginden etkilenmektedir (Malda vd., 2013). Sekil 2.7.'de bu bask1 teknolojileri,
verim (hiz), gerekli viskozite araligi, kabul edilebilir hiicre canlilig1 ve genel malzeme
yiiklemesi g6z oniinde bulundurularak bu yontemlerin avantaj ve dezavantajlartyla

birlikte sematik olarak sunulmaktadir.

a) Microexrution bioprinting b) Inkjet bioprinting
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Sekil 2.7. 3B Biyoyazict Cesitleri (Moghaddam vd., 2021).

2.6.2.1. Ekstriizyon tabanh biyoyazicilar

Ekstriizyon tabanli biyoyazici, baski siireci agisindan kaynasmis biriktirme
modellemesine oldukg¢a benzer sekilde ¢alisir, ancak biyomiirekkebin bir noziilden
digan itildigi hiicre yiikli hidrojelleri dagitir (Zhu vd., 2018). Kiigiik damlaciklar
dagitan diger biyobaski modlarina ragmen, ekstrliizyon tabanli bir biyoyazici,
biyomiirekkep filamentini pndmatik veya mekanik kuvvetlerin uygulanmasiyla stirekli
bir siirecte bir noziilden iter (Ozbolat & Hospodiuk, 2016). Ekstriizyon tabanl
biyoyazici, 2B desenleri katman katman bir sekilde biriktirerek 3B mimarilerin

tiretilmesini saglar.

Mikroekstriizyon biyobaskmm belirgin bir avantaji, fizyolojik olarak ilgili
dokulara benzer yiiksek hiicre yogunlugu elde etme 6zelligidir. Yiiksek vizkoziteli
biyomiirekkepler daha iyi basilabilirlik ve yapisal biitiinliikk saglayabilirken, diisiik
vizkoziteli biyomiirekkepler hiicresel fonksiyonlart korumak i¢in daha faydahdr
(Holzl vd., 2016). Kesme inceltme davranisi, noziildeki kesme hizindaki artisa yanit
olarak biyomiirekkebin viskozitesi diistiigii i¢in noziil boyunca malzemelerin kolay

ekstriizyonuna izin verir (Ouyang vd., 2016). Miirekkep noziilden ¢iktiktan sonra
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viskozite baslangic degerine geri doner ve sonraki katmanlar i¢in yeterli mekanik
mukavemet saglar. Biyomiirekkebin yiiksek viskozitesi, diger biyobaski modlarmin
aksine hizli capraz baglama islemine gerek kalmadan ilk yapisal biitiinliigii saglar.
Ayrica, biinyesinde barindirdigr yiiksek baski hizi sayesinde, bu teknik anatomik
olarak uygun boyutta dokularm iiretilmesine izin vermektedir (Chimene vd., 2020).
Genel olarak degerlendirildiginde, ekstriizyon tabanli biyobaski, yeterli bir islem
sliresi i¢ginde anatomik boyutlarda dokularm olusturulmasina imkan tantyan en yaygin

teknik haline gelmistir.

Ekstriizyon tabanh bir biyoyazicinin ana avantajlarindan biri, ¢esitli hiicre
tipleriyle yiiklii ¢oklu biyomiirekkeplerin baskisini gerceklestiren fazladan bir siringa
ekleme yetenegidir (Ruiz-Cantu vd., 2020). Bu, ¢oklu hiicre tipleri ve mikro ortamlar
iceren karmagik dokularin iiretimi i¢in oldukca degerlidir. Ekstriizyon yazicist ¢ok
kanalli olup her kanal kendi biyomiirekkep haznesine baghdir. Ozel yazic1 yazilimu,
bir baski kafasi sistemi tarafindan Ongoriilen zamanda cesitli biyomiirekkepleri
yaymak icin her kanalin valfini agmak i¢in kullanilir. Bu teknigin avantaji, degisim

stirecleri arasinda ihmal edilebilir bir agiklik boslugunun bulunmamasidir.

Ekstriizyon tabanl biyoyazicinin bir dezavantaji, baski sirasinda hiicre zari
hasart riskidir ve bu da diger biyoyazici gesitlerine kiyasla hiicre canliligini azaltir
(Malda vd., 2013). Baski sirasinda hiicrelere uygulanan mekanik kesme stresinin,
hiicresel islevlerin yani sira hiicresel canlilik tizerinde de zararli bir etkisi vardir. Hiicre
canlihigindaki azalma daha diisiikk bir baski hizi veya daha biiyiilk nozul boyutu
kullanilarak azaltilabilse de bu dahauzun bir islem siiresi veya baski ¢oziiniirliigiinde
kayipla sonuglanacaktir. Diger biyobaski teknikleriyle karsilastirildiginda, ekstriizyon
tabanli biyobaskinin diisiik baski c¢oziniirliigii bu modun bir diger Onemli
dezavantajini olusturmaktadir (J. Li vd., 2016). Buna ek olarak, yiiksek viskozitede
biyomiirekkep basildiginda noziiliin tikanmasi ekstriizyon tabanli biyoyazicilarda

karsilasilabilecek olasi bir zorluktur (Holzl vd., 2016).
2.6.2.2. Miirekkep piiskiirtme tabanl biyoyazicilar

Diisiik maliyet, hizli islem ve yiiksek ¢oziiniirliik gibi inkjet biyobaskinm iistiin
ozellikleriyle, 3B doku benzeri yapilar liretmek i¢in inkjet tabanl biyobaskiya yogun
ilgi gosterilmistir (Solis vd., 2019). Temel calisma siirecine gore, inkjet tabanl

biyobaski teknigi, bir noziiliin arkasma dis kuvvetler uygulayarak baski alt tabakasina
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kontrollii bir hacimde ayrik damlaciklar basar (Boland vd., 2006). Ekstriizyon tabanh
biyobaski teknolojisi gibi, bu teknik da birden fazla noziille donatildiginda farkli hiicre
tlirlerini ayn1 anda basabilmektedir (T. Xu vd., 2013). Miirekkep piiskiirtme tabanl
biyobaski, yiiksek c¢oziiniirligli nedeniyle kiiciik 06lgekli dokularm {iretiminde

miikkemmel oldugunu gostermistir.

Miirekkep piiskiirtme tabanh biyobaski tekniginin baslica dezavantajlarindan
biri, yliksek viskoziteli biyomiirekkeplerin basilmasindaki zorluktur (Zheng vd.,
2021). Buteknik yalnizca diisiik viskoziteli biyomiirekkepleri basabilir ve bu da basili
yapiy1 stabilize etmek i¢in iyonik, termal, foto ve pH ¢apraz baglama stratejileri ile
hemen ¢apraz baglama sonrasi gerektirir. Capraz baglama sonrast stratejiler genellikle
baskidan 6nce biyomiirekkep bilesenlerinin asir1 kimyasal modifikasyonlariyla veya
hiicreler ic¢in toksik olabilecek ve dolayisiyla hiicre canliigmi etkileyebilecek
kosullarin kullanilmasiyla iliskilidir (GhavamiNejad vd., 2020). Buna ek olarak,
viskozite gereksinimini karsilamak i¢in biyomiirekkep yiiksek hiicre yogunlugunu
enkapsiile edemez ¢linkii yiiksek hiicre yogunlugu yiiklemek viskoziteyi artirir ve daha
sonra noziiliin tikanmasma neden olur (Gao vd., 2015). Bu smirlamalar, yiiksek
mekanik mukavemete sahip biiyiik 6l¢cekli doku/organlarin iiretiminde kullanilmasini
engellemektedir. Miirekkep piiskiirtme tabanli biyobaski tekniginin bir diger
dezavantaji, biyomiirekkebin diisiik viskozitesinden kaynaklanan, enkapsiile edilmis
hiicrelerin siringaya aktarildiktan sonra kartusun alt konumuna yerlesmesidir (J. Ferris
vd., 2013). Hiicrelerin ¢okelmesi sadece hiicrelerin heterojen dagilimma neden
olmakla kalmaz, ayni zamanda kartusun alt kismina yerlestirilen miirekkebin

viskozitesini artirir ve daha sonra noziiliin titkanmasma sebep olmaktadir.
2.6.2.3. Lazer destekli biyoyazici teknolojisi

Lazer destekli biyobask: olarak da bilinen lazer kaynakl ileri transfer (LIFT)
baski sistemi, ii¢ ana bolimden olusur: (1) genellikle ultraviyole (UV) veya UV'ye
yakin dalga boylariyla ¢alisan darbeli lazer kaynaklar, (2) istte lazer kaynaginin
uyarimina yanit veren enerji emici bir katman (Au/Ti) ve dondr katmanin altina sarkan
hiicre iceren biyomiirekkep iceren bir donor slayt (serit), (3) basili materyali alan bir
toplayict tabaka (Mandrycky vd., 2016). LIFT biyobaskinin tipik bir g¢alisma
stirecinde, bir lazer darbesi emici tabakanm kiigiik bir bolgesine odaklanir, burada
emici tabaka gecici olarak buharlasir ve bu nedenle biyomiirekkep ve emici tabaka

arayliziinde yiiksek basingli bir kabarcik olusturur. Bu yiiksek basingh kabarcik,
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capraz baglanmanin ardindan toplayict alt tabakaya dogru ilerlemek i¢in
biyomiirekkep {izerine baski uygular (Michael vd., 2013). LIFT'in ¢oziintirligi ve
iligkili damlacik boyutu genellikle biyomiirekkebin kalmhg1 ve viskozitesi, lazer atim
enerjisi, verici ve alic1 slaytlar arasindaki hava boslugu, yiizey gerilimi ve alt tabakanin

hidrofilikligi gibi bir dizi faktore baghdir (Catros vd., 2011).

LIFT biyobaski tekniginin avantajlari, noziilsiiz c¢alisma silirecinden
kaynaklanmaktadir (Compaan vd., 2017). Omegin, diger biyobaski modlar1 baski
sirasinda siklikla noziil tikanmasiyla karsilagirken, LIFT biyobaskida noziil tikanmasi
sorunu yasanmamaktadir. Ayrica, LIFT modunun nozulsuz siireci, hiicrelerin diger
baski modlarmda nozul boyunca maruz kaldigi mekanik kayma stresini onleyerek
daha yiiksek hiicre canlilig1 saglar (Hakobyan vd., 2020). Buna ek bir 6zellik olarak,
LIFT biyobaski diisiik-orta viskoz biyomiirekkep basabilir, bu da miirekkep piiskiirtme
tabanh teknige kiyasla ¢ok cesitli biyomiirekkepleri basmak i¢in kullanim alanim

genisletir.

Diger biyobaski teknikleriyle karsilastirildiginda tistiin 6zelliklerine ragmen,
dezavantajlar1 davardir (Jovic vd.,2019). 11k olarak, LIFT biyobaski tekniginin yaygin
dezavantaji, bliyiik 6l¢ekli doku iiretimini engelleyen uzun islem siiresidir (Poomathi
vd., 2018). Ikinci olarak, LIFT baski parametrelerinin uyarlanmasi kullanicilar igin
karmasik bir siire¢ olusturmaktadir. Ugiinciisii, LIFT sisteminin maliyeti hizli bir
diisis yasamis olsa da diger biyobaski tekniklerine kiyasla hala oldukca pahali bir
sistemdir. Dordiinciisii, lazerle 1smlandiginda lazer emici tabakanmn buharlagsmasi
metalik kalmtilarin izini birakarak kontaminasyon riskini beraberinde getirebilir. Bu
sorunu ele almak icin, metalik lazer emici tabakanin metalik olmayan bir lazer emici
tabaka ile degistirilmesi onerilmektedir (Huh vd., 2020). Besinci olarak, lazer termal
soku nedeniyle hiicrelere zarar verebilir (Gudapati vd., 2014). Bu sinirlamalar goz

oniine alindiginda, LIFT biyobaski diger baski modlarmna kiyasla daha az popiilerdir.
2.6.2.4. Stereolitografi teknolojisi

Diger biyobaski tekniklerinin yam1 sira, stereolitografi, 1s18a duyarh
biyomiirekkeplerin katman katman c¢apraz baglanmasi i¢in 151k kullanan daha garpict
bir biyobaski teknigidir (Yue vd., 2016). Bu teknikte, tek bir baski diizlemi olugturmak
icin 1s18a duyarli biyomiirekkep banyosu lizerinde bir lazer/dijital 151k projektorii

kullanilir (Mandrycky vd., 2016). Daha sonra, baski asamasi asagi dogru hareket
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ederek yeni biyomiirekkep ¢ozeltisinin basili katmani kaplamasina ve ardindan yeni
katmanin 6nceki katmanin iizerine yansitilmasma izin verir. Bu nedenle, yazici
kafasmin yalnizca tek yonli bir diizlemde hareket etmesi gerekir, bu da yiiksek
¢Oziinlrliklii baski kaliplar1 saglar (Zakeri vd., 2020). Buna ek olarak, kalibin
karmagikligina bakilmaksizin, her katman i¢in bask siiresi aynidir ¢iinkii tiim kalip
baski diizlemi ilizerine yansitilir, bu da bu modun baski siirecini kontrol etmeyi gorece

kolaylastirmaktadir (Chartier vd., 2012).

29



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasal Materyaller

Insan akciger adenokarsinoma

epitelyal hiicre hatti, A549

Insan endotelyal hiicre hatti,

EA.hy926

Insan normal bronsiyal epitelyal

hiicre hatti, BEAS-2B

Primosin

Stabil glutamin

RPMI-1640

DMEM

Glutamax

Dulbecco's phosphate buffered saline

Tripsin-EDTA

Rekombinant insan EGF

Rekombinant insan FGF

Sigir serum albumin (BSA)

: ATCC CCL-185™, Washington, DC, ABD
: ATCC, CRL-2922™_ Washington, DC,
ABD

: ATCC, CRL-3588™_ Washington, DC,
ABD

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

: STA-B, Capricorn Scientific,
Ebsdorfergrund, Almanya

: RPMI-A, Capricorn Scientific,
Ebsdorfergrund, Almanya

: DMEM-HG, Capricorn Scientific,
Ebsdorfergrund, Almanya

: Sigma-Aldrich, St Louis, MO, Amerika

: PBS-1A, Capricorn Scientific,
Ebsdorfergrund, Almanya

: 25200056, Thermo Fisher Scientific,
Gibco, Massachusetts, ABD

: 585506, Biolegend, California, ABD
: 571506, Biolegend, California, ABD

: BSA-1S, Capricorn Scientific,
Ebsdorfergrund, Almanya
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Fetal sigir serumu (FBS)

PerCP/Cyanine5.5 anti-human
CD326 antibody

PE/Cyanine7 anti-human CD133
antibody

FITC anti-human CD44 antibody

APC Annexin V kit

Propidium iodide soliisyonu

FITC anti human ABCG-2 antibody
FITC anti human CD90 antibody

Alexa Flour 488 seconder antibody

Alexa Flour 594 seconder antibody

Triton X-100

Sodyum azid

Proteaz inhibitori

Gelatin Methacrylate (GELMA)
Lyophilizate

Foto baglatic1 (fenil-2,4,6-
trimetilbenzoilfosfinat, LAP)

: Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund,

Almanya

: 324214, Biolegend, California, ABD

: 372810, Biolegend, California, ABD

: 338804, Biolegend, California, ABD
: 20-6410-KIT, TONBO, California, ABD

: 10008351, Cyman Chemical, Michigan,

ABD

: 332014, Biolegend, California, ABD
: 328108, Biolegend, California, ABD

: 44088, Cell Signaling Technology,

Massachusetts, ABD

: 88898, Cell Signaling Technology,

Massachusetts, ABD

: 93443, Sigma-Aldrich, St Louis, MO,

ABD

: 26628-22-8, Thermo Scientific Chemicals,

Massachusetts, ABD

: HY-K0010, MCE, New Jersey, ABD

: Zetamatrix, Istanbul, Tiirkiye

: Cellink, Isvec
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Metilseliiloz
Aljinat
Kalsiyum kloriir

%74 Paraformaldehit

Canly/6lii boyama kiti

: SIGMA, Almanya

: 150-250 kDA, PRONOVA SLM100

: C4901, Sigma Aldrich

: PFA, AAJ61899AP, Thermo Scientific

: Live or Dead™ Fixable Dead Cell Staining

Kit, ATT Bioquest, Kaliforniya, ABD
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3.2. Kullanilan Cihazlar

Laminar air flow-class 11 : Telstar Biovanguard, Tokyo, Japonya

: Panasonic MCO-170M-PE, Kadoma,
CO2/02- ¢ok gazl inkiibator
Japonya

: Panasonic MDF-C2156VAN-PE,
-150°C derin dondurucu
Kadoma, Japonya

Floresan atasmanl inverted : Carl Zeiss Ax10 Observer D1,

arastirma mikroskobu Oberkochen, Almanya

: Hitachi Regulus 8230 FE-SEM,
Taramali elektron mikroskobu
Japonya
: Agilent Novacyte 3500, Kaliforniya,
ABD

Flow sitometri cihazi

RTPCR : QIAGEN Rotor-GeneQ, Hilden,
q -
Almanya

Floresan atasmanli aragtirma
: 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
Sarjli pipetor : Rainin PX-100 EU, Kaliforniya, ABD
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Kit saklama dolab1 (+4/-20°C)

Spektrofotometre

Bilgisayar destekli tasarim programi

Ug boyutlu biyoyazic

Bilgisayar

: Panasonic MPR-414F-PE, Kadoma,

Japonya

: Thermo Fisher Scientific,

Massachusetts, ABD

: CorelCAD™ 2021, Ottawa, Kanada

: A3, Axolotl, Istanbul, Tiirkiye

: Asus Vivobook X509JB, Cin

3.3. Deney Gruplan

Calismamizda, KHDAK hiicre hattindan (A549) izole edilen kdk benzeri akciger
kanser hiicrelerinin (CD326* CD133* CD44%) 3 Boyutlu (3B) biyobaskilama yontemi
kullanilarak tasarlanan organotipik bir tiimor mikro ¢evresinin incelenmesi i¢in Tablo
3.1.’de gosterildigi gibi 3 farkh hiicre grubu kullanilmistir. Bu hiicrelerle olusturulan
2 deney grubumuz bulunmaktadir (Tablo 3.2).

Tablo 3.1. Hiicre gruplari.

1. Saghkh akciger hiicre grubu: insan normal bronsiyal epitelyal hiicre hatt1 (BEAS-
2B)

2. Endotelyal hiicre grubu: insan endotelyal hiicre hatti (EA. hy926)

3. Akciger kanser kok hiicresi grubu (AKKH): CD326"CD133*CD44" akciger
kanser kok hiicreleri

Tablo 3. 2. Deney gruplari.

3B Kiiltiir Sonrasi (7. giin)

1. Grup: Kontrol grubunun 7. giin 3B kiiltiirii ile saghkli akciger (BEAS-

2B) modelinin olusturulmasi

2. Grup: 2. deney grubunun 7 giin 3B kiiltiirii ile akciger tiimor modelinin

(BEAS-2B, AKKH ve EA. hy926) olusturulmasi
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3.4. Hiicrelerin Temini, Cozdiiriilmesi, izolasyonu ve Kiiltiure

Edilmesi

3.4.1. insan endotelyal hiicrelerinin (EA.hy926) ¢ozdiiriilmesi ve Kkiiltiire

edilmesi

Insan endotelyal hiicreleri (EA.hy926, CRL-2922, ATCC) &nceden su
banyosunda 1sitilmis 37°C’de %10 fotal sigir serumu (FBS; Capricorn Scientific,
Ebsdorfergrund, Almanya) ve %1 glutamax (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, Amerika)
iceren DMEM high glucose (Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund, Almanya) besiyeri
hazirlandiktan sonra dondurucudan getirilen ve 37°C su banyosundan ¢ok hizlica buzu
¢oziilmesi saglanan hiicre vialine hizlica eklendi. Hiicreler konik tabanli 15 ml’lik
santrifiij tiipine alind1. 125xg’de 5 dk boyunca santriflij edildi. Santrifiij sonrasinda
hiicre pelletinin {lizerindeki siipernatant atildi. Pellet iizerine besiyeri eklenmek
suretiyle tekrar siispansiyon haline getirildi. Hiicre slispansiyonundan alinan 20 pL
ornek ile uygun sayida hiicre tespiti i¢gin Thoma laminda tripan mavisi (1:1) ile boyandi
ve 151k mikroskobunda hiicreler sayilarak canliliklar1 tespit edildi. Daha sonra pellete
kiltiir besiyeri eklenerek T25 ve ardindan T75 kiiltiir flasklarinda ekilerek kiiltiire
devam edildi. T75 flask i¢in 700.000, T25 flask i¢in 250.000-300.000 hiicre ekildi.
Konfluensi yiiksek iken bir T75 flasktan 1.5-2 milyon hiicre elde edildi. 8 ml besi yeri
T75 i¢in, 4 ml besi yeri ise T25 igin kullanildi ve 2 giinde bir besiyeri degistirildi. Pasaj
icin tripsin (T75 i¢in 600 pL, T25 i¢in 200 pL) ilave edilip, 2-3 dakika inkiibatorde
(Panasonic, MCO-170M-PE, Kadoma, Japonya) bekletildi. 2 ml’ye tamamlanacak
sekilde kendi besiyeri ile tripsin inaktive edildi. Thoma laminda tripan mavisi 1:1
oraninda karistirtlip mikroskopta (Kern, OBL-12/OBL-13, Balingen, Almanya)
hiicreler sayilarak canliliklar1 tespit edildikten sonra pellete kiiltiir besiyeri eklenerek
T75 kiiltiir flasklarina ekildi. Kiiltiiri devam eden hiicreler olast deney tekrarlamada

kullanilmak {izere her pasajda kriyoprezervasyon islemine tabi tutuldu.
3.4.2. insan normal bronsiyal epitel hiicrelerinin ¢éziilmesi ve kiiltiire edilmesi

BEAS-2B (insan normal bronsiyal epitelyal hiicre hatti, ATCC, CRL-3588™,
Washington, DC, ABD) hiicreleri; %10 fotal sigir serumu, %1 glutamax (Sigma-
Aldrich) igceren RPMI-1640 besiyeri (Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund, Almanya)
icerisinde %5 CO2, %5 O2 ve %95 bagil nem ve 37°C kiiltiir besiyerinde ¢ogaltildi.
Kiiltiir kab1 %70 oraninda hiicre yogunluguna sahip oldugu zaman (yaklasik 2-3 giin)
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alt kiiltlirlere pasajlandi. Bunun i¢in eski besiyeri ¢ekilerek 1 mL PBS ile 2 kez yikama
yapilarak eski besiyeri uzaklastirildi. Ardindan hiicreler tripsin ile siispanse edildi.
Tripsin enzimini nétralize etmek icin tripsin miktarnin en az iki kati kadar miktarda
besiyeri eklendi. Siispanse hale gelen hiicreler santrifiij tiipiine alinarak 300xg’de 5
dakika boyunca santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda siipernatant atildi. Tiipiin dibinde
kalan hiicrelerin bir kism1 dondurulmak iizere ayrilip, kalan kismu ile ise pasaja devam
edildi ve hiicrelerin flasklara yeniden ekimi yapilarak inkiibatore kaldirildi. Kiiltiirii
devam eden hiicreler olas1 deney tekrarlamalarmda kullanilmak {iizere her pasajda

kriyoprezervasyon islemine tabi tutuldu.
3.4.3. Akciger kanseri hiicrelerinin temini, ¢ozdiiriilmesi ve kiiltiirii

Insan adenokarsinomik alveoler bazal epitel hiicreleri olan A549 akciger kanser
hiicre hatti (ATCC CCL-185™, Washington, DC, ABD) ticari olarak satin alindi ve
deneylerde gerekli olan saymin elde edilmesine kadar kiiltiir edildi ve g¢ogaltildi.
Bunun i¢in hiicreler; %10 fotal sigir serumu (Capricorn), %1 primocin (Invivogen) ve
%1 stabil glutamin (Capricorn) iceren RPMI-1640 (Capricorn) besiyerinde, %5 COz,
%35 O2 ve %95 bagil nemde ve 37°C inkiibatorde ¢ogaltildi.

Kiiltiir kab1 %70 oraninda proliferasyona ulastigi zaman (yaklasik 2-3 giin) alt
kiiltiirlere pasajlandirildi. Bunun i¢in eski besiyeri cekilerek 3 mL Ca™ ve Mg®?
icermeyen Dulbecco's Phosphate Buffered Saline (dPBS, Capricorn Scientific,
Ebsdorfergrund, Almanya) ile 3 kez yikama yapilarak eski besiyeri uzaklastirildi.
Ardindan hiicrelerin iizerine %0.25 tripsin-EDTA (Etilendiamin tetra asetik asit,
Thermo Fisher Scientific, Gibco, Massachusetts, ABD)ile siispanse edildi. U¢ dakika
inkiibatorde bekletilen flasklar inkiibatorden alindiktan sonra hiicrelerin {izerine
tripsin-EDTA’y1 nétralize etmek i¢in tripsin miktarmin en az iki kati kadar miktarda
besiyeri eklendi. Siispanse hale gelen hiicreler santrifiij tiipiine (Sarstedt, Niimbrecht,
Almanya) alinarak 300xg’de 5 dakika boyunca santrifiij cihazinda (Hettich, Rotina
380R, Westphalian, Almanya) santriftij edildi. Santriflij sonrasinda siipernatant atildi.
Bu islem iki kez daha tekrarlandi. Son evrede hiicre saymm i¢in hiicre pelleti 1 ml
besiyeri ile resiispanse durumuna getirildi. Igerisinden 10 plalmarak 200 pl’lik kapakh
konik tabanl tiipe aktarildi. Uzerine 1:1 oraninda tripan mavisi eklenerek Thoma
laminda 151k mikroskobunda sayildi. Yapilan saymm ile elde edilen sonu¢ asagidaki

formiil ile hesaplanarak hiicre sayis1 elde edildi.
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Toplam hiicre sayis1 = 16 biiylik karedeki hiicre sayis1t x 10,000 x diliisyon

faktoria

Sonraki kiiltiirlerde kullanilmak tizere A549 hiicreleri 7x105 hiicre/flask olacak
sekilde T75 flasklara ekilerek kiiltiirlerine devam edildi. Hiicre pelletinin kalan kismi
ilerideki ¢alismalarda kullanilmak iizere donduruldu. Bunun igin hiicreler 300xg’de 5
dakika boyunca santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda siipernatant atildi ve hiicre
pelletine daha 6nce hazirlanip 2-8°C bekletilmis olan kriyoprezervasyon soliisyonu
(%35 FBS igeren RPMI-1640 besiyeri) ile mikropipet ile hizla homojenize hale
getirildi. Hizl bir sekilde her bir kriyovialde 3x10° hiicre olacak sekilde kriyoviallere
paylastirldi. Yine hizli bir sekilde her bir kriyoviale %5 dimetil siilfoksit (DMSO)
pipetaj islemi yapilmadan eklendi. Hiicrelerin homojenize olmasi i¢in kriyoviallerin
dis kismindan el ile tabanma yakin nazikg¢e vuruldu. Hizli bir sekilde, dondurma
isleminden Once kriyoprezervasyon kayit defterinde belirlenmis olan alana,
ulastirilarak -150°C derin dondurucuya (Panasonic MDF-C2156VAN-PE, Kadoma,

Japonya) yerlestirildi ve kriyoprezerve edildi.

Tiipiin dibinde kalan hiicrelerin bir kismi dondurulmak iizere ayrilip, kalan kismi
ise pasaji devam edecek flasklara yeniden ekilerek inkiibatore kaldirildi. Kiiltiirii
devam eden hiicreler olasi deney tekrarlamada kullanilmak {izere her pasajda

kriyoprezerve edildi.

3.5. izole edilmis CD326*CD133*CD44* Akciger Kanser Kok

Hiicrelerin Karakterizasyonu Vve Kiiltiiri

A549 hiicre hatlarindan immiinoselektif olarak izole edilmis olan
CD326"CD133"CD44" akciger kanser kok hiicreleri tiimorsferik tipteki kiltiir
ortaminda c¢ogaldi ve flow sitometri cihazi ile immunofenotipik karakterizasyonu

yapildi.

3.5.1. izole edilen CD326*CD133*CD44* akciger kanser kok hiicrelerinin

tiimorsferik kiiltiiri

Kanser kok hiicreler, kanser kok hiicre karakterlerini monolayer kiiltiirde
koruyamazken tiimorsferik tipte iti¢ boyutlu kiiltiir modelinde kanser kok hiicre

karakterini koruyabilmektedir. Bunedenle izole edilen CD326"CD133*CD44 " akciger

kanser kok hiicreler izolasyonun basarili olmasini saglayan pozitiflik belirlendikten
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sonra bir sonraki deneylerde kullanmak {izere tiimorsferik tipte iic boyutlu kiiltiir

ortaminda c¢ogaltildi.

Bunun i¢in Oncelikle hiicre kiiltiir kaplarnin yiizeyleri, hiicrelerin yiizeye
tutunmasini engellemek amaciyla, Poly2-hydroxyethylmethacrylate (p-D-HEMA) ile
kaplandi. Toz halinde satin alinan p-D-HEMA 2.4 gram tartilarak 20 mL %95 etanol
icersinde, 50°C-70°C’de 16 saat Dboyunca ¢ozdiirildi. Boylece 10x
konsantrasyonunda ana stok hazirlandi. Hiicre kiiltiir kaplarmm yiizeylerini kaplamak
amactyla ana stok %95 ethanol kullanarak, 1:10 oraninda diliie edildi ve 0.22 pm
filtreden siizdiiriilerek steril edildi. Hiicre kiiltiir kaplarinin yiizeyini kaplayacak
sekilde steril 1x p-D-HEMA soliisyonu eklendi ve 45-60°C etiivde 24 saat boyunca
inkiibasyona tabi tutularak yiizey kaplanmasi saglandi. 24 saat sonunda yiizeyi
kaplanan kiiltiir kaplar1 PBS ile yikandi1 ve ardindan hiicreler serum igermeyen
tiimorsfer-XF (Promocell, Heidelberg, Almanya) besiyeri icerisinde, yiizeyi kaplanan
kiiltiir kaplarma ekilerek 37°C inkiibatorde ¢ogaltildi. Tiimorsferik kiiltiiriin olusumu
her giin faz kontrast 1s1k mikroskobu altinda kontrol edilerek 3 giinde bir besiyeri
degisimi yapildi. Bir sonraki asamada CD326"CD133 CD44"akciger kanser kok hiicre

tiimorsferik kiiltiirler, karakterizasyon islemleri i¢in ¢ogaltild.

3.5.2. CD326"CD133"CD44* akciger kanser kok hiicrelerin flow sitometri ile

karakterizasyonu

izole edilip tiimorsferik tipte 3B kiiltir ortaminda  cogaltilan
CD326*CD133*CD44* kanser kok hiicrelerin karakterizasyon analizleri igin
hiicrelerde; CD44, CD90, CD117, CD326, CD338 (ABCG2) ve CD133 belirtecleri

flow sitometri yontemi ile analiz edildi.

PerCP/Cyanine5.5 anti-human CD326, PerCP/Cyanine7 anti-human CD133,
FITC anti human CD44, FITC anti human ABCG2/CD338 (Biolegend, California,
ABD), FITC anti human CD90 (Biolegend, California, ABD) antikorlar ile hiicrelerde
flow sitometri cihazinda ileri karakterizasyon analizleri yapildi. Bunun i¢in hiicreler
tripsin-EDTA ile siispanse edilerek 300xg’de 5 dakika boyunca santrifiij edildi. Hiicre
pelleti soguk PBS ile yikand1. Uzerine 100 uL baglanma soliisyonu (%2 FBS igeren
PBS) ve 1 uL ilgili antikor eklenerek, 30 dakika boyunca +4°C’de inkiibe edildi
Inkiibasyon sonrast 400 uL. PBS eklenerek flow sitometri (Agilent Novacyte 3500,

38



Santa Clara, ABD) cihazinda okutuldu. NovoExpress (Agilent, Santa Clara, ABD)

programinda analiz iglemleri gerceklestirildi.
3.5.3. CD326"CD133"CD44* akciger kanser kok hiicrelerinin ALP analizi

KKH’lerin kokliiliigiinii gosteren karakterizasyon analizi olarak uyguladigimiz
ALP analizi i¢in hiicrelerin liziz edilebilmesi i¢in PBS iizerine, %0,1 Triton X-100
(Sigma Aldrich, 93443), %0,1 sodyum azid (Acros Organics, 26628-22-8) ve %1
proteaz inhibitori (MCE, HY-K0010) eklenerek liziz soliisyonu hazirlandi. Ardindan
tim tlipler 30 dakika boyunca buzda bekletilmistir. Sonrasinda her bir tiipe liziz
soliisyonu kadar (600 pl) besiyeri eklenmis ve pipetleme islemi gergeklestirilmistir.
Pipetleme islemi sonrasinda 20 pl besiyeri-lizat soliisyonu 96 kuyulu hiicre kiiltiirii
kabina aktarilmustir. Ardindanher bir kuyuya, 100 pl (25°C) p-nitrofenil fosfat (oNPP)
(Sigma Aldrich, P7998) eklenmistir. Alkalin fosfataz ile hidrolize olan pNPP
substratlar1 reaksiyon sonucunda sar1 renk meydana getiren, p-nitrofenol’e

dontismektedir (Sekil 3.1.).

NO, NO,

H,0 + Alkaline Phosphatase - + HaPO,
CI) OH
PO3H,

Sekil 3.1. pNPP’den, p-nitrofenol olusumu (Sigma Aldrich’ten, 2023).

Ardindan, omekler 37 °C’de, 30 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda, reaksiyonu durdurmak i¢in her bir kuyuya 150 pul 1M NaOH soliisyonu
eklenmistir. Elde edilen kolorimetrik degisimler 405 nm dalga boyunda 3 kez okundu
ve her hiicre tipi i¢in sonuglarin ortalamasi alinarak, ortalama absorbans degerleri elde
edilmistir. Bu ortalama absorbans degerleri, sigir serum alblimini (BSA) referans
grafigine ait denklemdeki ilgili parametrede yerine yazilarak, icerdigi protein miktari

hesaplanmustur.
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3.5.4. CD326"CD133"CD44* akciger kanser kok hiicrelerin telomeraz aktivitesi

analizi

A549 akciger kanser hiicre hattindanizole edilen CD326*CD133*CD44* akciger
kanser kok hiicrelerin pasaj 3’te telomeraz aktivitesi, Telomerase Activity
Quantification gPCR Assay Kkiti (ScienCell Research Laboratories, Kaliforniya, ABD)
ile iretici protokoliinii takiben degerlendirildi. PCR ile telomer tekrar dizisi
cogaltilmast protokolii (TRAP) uygulanarak ve gqRT-PCR iiriinlerinin kantitatif
analizleri AACt hesaplama yontemiyle belirlendi. Kisaca hiicreler siispanse hale
getirildikten sonra liziz tampon ¢ozeltisi kullanilarak lizat hale getirildi. Daha sonra
ornekler telomeraz reaksiyon tamponu ile 20 pl hacimde olacak sekilde hazirland:.
20ul PCR reaksiyon hacmi i¢in, 1ul telomeraz reaksiyon 6rneginden, 2ul primer stok
soliisyon (TPS, ScienCell Research Laboratories), 10pul 2xGoldNStart TaqGreen
gPCR master mix (MB6018a-1, ScienCell Research Laboratories), ve 7ul niikleaz free
su eklendi. Kit igerisinde bulunan pozitif kontrol 6rnekleri kullanilarak pozitif ve

negatif kontrol tiipleri hazirland1.

3.6. Transwell Membranlarin insan Endotelyal Hiicreleri ile iki

Tarafh Kaplamasi

Transwel membranin (0,4 pm) alt ve iist yiizeyi 0,2 mg/ml kollajen ile 2 saat
boyunca %5 CO2’lik atmosfer, %95 bagil nem ve 37°C’de kapland. insan endotelyal
hiicreleri (EA .hy926), 660 hiicre/cm? olacak sekilde ekildi ve gece boyu kiiltiire edildi.
Inkiibasyon sonras1 mikroskopta hiicreleri kontrol edilen transwel drnekleri iizerine

BEAS ve AKKH biyobaskilamasi yapildi.

3.7. On Biyobaski Calismasi icin Biyomiirekkep Hazirlanmasi ve

Karakterizasyonu

Biyomiirekkep ile on baski ve karakterizasyon islemi, %5 (w/v) jelatin ve %5
(w/v) aljinat igeren, PBS ile mekanik karistiricida 60°C sicaklikta bir saat boyunca
¢oziinme siireci devam eden hidrojelin olusturulmasiyla yapildi. BEAS hiicresi yikli
iskele olusturma amaciyla yapilan bu 6n ¢aligmada Oncelikle bir bilgisayar destekli
tasarim (CorelCAD™ 2023, Almanya) programinda 12 mm daire sekli 3B olarak STL
formatmna doniistiiriildiikten sonra 3B biyoyazicinin (Axolotl A3, istanbul, Tiirkiye)
kendi yazdirma programina (AxoSuite, Axolotl, Tiirkiye) yiiklendi. Ardindan bu

modeli G kodlara doniistiiren program ile biyobasim islemi gerceklestirdi. Biyobasim
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Oncesinde ve sirasinda biyobasim parametreleri kaydedildi (Tablo 3.3.). Yazdirma
isleminden sonra iskelenin ¢oziiniirliigli ve filamentler aras1 mesafenin ¢apmin 6lgiimii

floresan atasmanli inverted arastirma mikroskobunda (Leica DM2500, Wetzlar

Almanya) yapild1 (Sekil 3.2.).

Tablo 3.3. U¢ boyutlu biyoyazici operasyonel parametreleri.

Materyal %5 jelatin %5 aljinat
Nozul 22G konikal
Dolgu deseni Kafes
Dolgu yogunlugu %70
Ekstriizyon basinci 4-5 psi
Baski kafas1 sicakligt 15°C
Plaka Sicakhgi 24°C
Katman yiiksekligi 0.10 mm
Katman sayis1 4

Biyomiirekkebin malzeme se¢iminin genel prensibi, biyouyumluluga ek olarak,
yazdirlirken iyi akigkanliga ve uygun viskoziteye sahip olmasi ve yazdirildiktan sonra
kolayca katilagabilmesi, bodylece yapmm belirli bir siire boyunca seklini
koruyabilmesidir (Chung vd., 2013). Bu nedenle calismamizda, oOncelikle ©6n
biyobasim denemesi yapmak icin aljinat ve jelatin karisimi bir hidrojel olusturuldu.
Aljinat ve jelatinin se¢ilme nedeni ise aljinat hizh ¢apraz baglanmaya izin verirken,
jelatin 1s1 duyarlihg: saglar (Paxton vd., 2017). Aljinat-jelatin biyomiirekkebi, aljinatin
hizli iyonik capraz baglanmasmi ve jelatinin ¢ok katmanli baski icin sicaklik
hassasiyetini birlestirir ve biyobaski uygulamalarinda biyomiirekkep olarak yaygin
sekilde kullanilir (Ouyang vd., 2016). Hidrofilik yapisindan dolayi, aljinat iskeleler
kiiltiir sirasinda hiicre canlihgmmin korunmasma olanak saglar, ¢ilinkii besiyeri ve
hiicreler kapiller hareket yoluyla iskele igine cekilir. Hiicrelerin yogun bigimde
kiltiirlenmesinin  faydalarindan biri de hiicreler arasindaki temas etkilesimlerinin
arttirllmasidir  (Luong & Gerecht, 2009). Diger taraftan, biyouyumlulugu korurken
jelatin ekleyerek sodyum aljinatin yapisin1 giiclendirmek miimkiindiir, ¢iinkii

¢Oziinmiis jelatin viicut sicakliginda (37 °C) bir ¢ozelti olusturur ve soguduktan sonra
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(<29°C) bir jel olusturabilir (Cadamuro vd., 2023). Jelatinin bu termal &zellikleri,
biyomiirekkepler icin iyi akis 6zelliklerini garanti eder ve biyobaski islemi sirasinda
Ca'? ile birlestirilmis aljinata kiyasla daha hizh jellesmeye izin verir, bu da iiretilen
yapinin baslangigtaki stabilitesini artirir (Fan vd., 2005; Chung vd., 2013; Berg vd.,
2021).

Caliymamzda, hiicreler ile biyomiirekkep hazirlamak i¢in iki ayr icerige sahip
hidrojel hazirlandi. BEAS-2B hiicreleri yiiklii biyomiirekkep icin %10 GelMA (w/v)
(Zetamatrix, Istanbul, Tiirkiye) hidrojeli  (biyomiirekkep 1) hazirlandi.
CD326*CD133"CD44" kanser kok hiicre yiiklii biyomiirekkep i¢in ise %5 GelMA
(W/v), %0.5 aljinat (w/v) (150-250 kDA, PRONOVA SLM100) ve %0.5 metilseliilloz
(w/v) (SIGMA, Almanya) hidrojelleri (biyomiirekkep 2) kullanild1 (Sekil 3.3. ve Sekil
3.4.). Metakriloil gruplar iceren jelatinden tiiretilen bir hidrojel olan GeIMA’nmn foto
baglaticilar kullanilarak c¢apraz baglanmasi saglandi. Hidrojeller i¢inde hiicresel
kapsiilleme icin, lityum fenil-2,4,6-trimetilbenzoilfosfinat (LAP) (Cellink, Isvec)
fotobaglatict  kullanilarak  goriintir 1stkta (A = 405 nm) c¢apraz baglanmasi
gerceklestirildi. Buna ilaveten biyomiirekkep 2 kullanildiginda ekstradan 150 mM
kalsiyum kloriir ile 2 dakika muamele edilerek aljinat polimerinin iyonik c¢apraz

baglanmasi saglandu.
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Sekil 3.2. Ug boyutlu 6n biyobaski. A: Kullanilan 3B biyoyazici goriintiisii. B: 12

mm c¢apa sahip STL formatinda dairesel seklin biyoyazic1 programma
yuklendigi ve baski parametrelerinin ayarlandig1 kismi gosteren goriintii.
C: Biyobaski siireci sonunda ortaya ¢ikan iskele goriintiisii. D: Iskelenin
capini gosteren goriintii. E-F: Filamentlerin mikroskobik goriintiisii
(Filamentler arasi mesafe ortalamasi: 682.5 um, filament c¢ap1 ortalamasi:

444 um. Skala bar: 500 um).

3.8. U¢ Boyutlu (3B) Biyoyazc ile Hiicre Yiiklii Biyomiirekkebin
Kokiiltiir i¢cin EA Kaph Transwell Membranlara Basilmasi ve

Karakterizasyonu

3.8.1. BEAS-2B yiiklii biyomiirekkebin basilmas: (1. grup)

Biyobaski i¢in hiicre yiikli GelMA (Zetamatrix) ¢oOzeltisini hazirlamak
amaciyla, %10 (w/v) GelMA hidrojel ¢6zeltisi, dondurularak kurutulmus GelMA'nin
37°C'de %10 fotal sigir serumu (Capricorn), %1 primocin (Invivogen) ve %] stabil
glutamin (Capricorn) iceren RPMI-1640 (Capricorn) besiyerinde, ¢oziilmesi ve
homojen ¢ozelti olusturmak i¢in bir saat boyunca bu sicaklikta tutulmasiyla hazirlandi.
Lityum fenil-2,4,6 trimetilbenzoilfosfinat (LAP) prepolimer c¢ozeltilerine %0,05 (w/v)
oraninda eklendi. Hiicre yogunlugu (konfluensi) %70 olan flasklar eski besiyeri
cekilerek 3 mL Ca+2 ve Mg+2 icermeyen Dulbecco's Phosphate Buffered Saline
(dPBS, Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund, Almanya) ile yikandi. Hiicreleri
flasklardan ayirmak icin %0,25 tripsin-EDTA (Thermo) ile 37°C'de %5 COgz'de 3
dakika inkiibe edildi. Ug dakika sonra mikroskopta hiicrelerin flasklardan ayrildig:
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belirlenince tripsin-EDTA’y1 nétralize etmek i¢in tripsin miktarmim en az iki kat1 kadar
serum iceren besiyeri eklendi. Hiicre soliisyonu santrifiij tiipiine (Sarstedt, Niimbrecht,
Almanya) alinarak mikropipet ile nazikce homojenize edildi. 300xg’de 5 dakika
boyunca santriflij edildi. Santrifiij sonrasinda siipernatant atildi. Bu islem iki kez daha
yapildi. Son agsamada hiicre saymm igin pelleti 1 ml besiyeri ile resiispanse hale
getirildi. Igerisinden 10 pl almarak 200 pl’lik kapakl konik tabanli tiipe aktarild:.
Uzerine 1:1 oraninda tripan mavisi eklenerek Thoma lamimnda 151k mikroskobu (Kern)
altinda sayildi. Yapilan sayimdan sonra sonug¢ asagidaki formiil ile hesaplanarak hiicre

sayis1 bulundu.
Toplam hiicre sayis1 = 16 biiyiik karedeki hiicre sayis1 x 10,000 x dillisyon faktorii

Hiicre saymu yapildiktan sonra 2x10° hiicre/mL olacak sekilde kullanilacak
hiicre miktar belirlendikten sonra hiicre siispansiyonu tekrar oda sicakhiginda 5 dakika
boyunca 300xg'de santriflij edildi, siipernatant atildi1 ve hiicreler %0,05 (w/v) LAP
iceren %10 (w/v) GelMA soliisyonu i¢inde resiispanse edildi. Hiicre yiikli GeIMA
hidrojel biyomiirekkebi, 3B biyoyazicinin (Axolotl A3, Istanbul, Tiirkiye) kartusuna
2x10° hiicre/mL olarak enjektor ve luer/lock adaptér yardimiyla yiiklendi. Kartus
biyoyazic1 baski kafasina yerlestirildikten sonra 22G (410 um) noziil baglandi. Bu
islemler siiresince laboratuvar 1siklart kapali tutuldu. Baski parametreleri: Basing 1-2

psi ve hiz 14 mm/saat olarak ayarlandu.

flk deney grubu (1. grup) olarak konulan EA.hy926 kapli Transwell insert
membran lizerine biyomiirekkep 12 mm transwell insert membranla uyumlu bir
sekilde daha once bir bilgisayar destekli tasarim (CorelCAD™ 2021) programinda
tasarim yapilan model, modele uygun 12 mm c¢apmnda daire olusturacak sekilde
biyoyaziciyla basildi. Ardindan iizerine BEAS-2B yiiklii biyomiirekkep basildi. 12
kuyucuklu plakaya baski yapilan transwell insert membran konuldu, alt ve {ist
odaciklara RPMI-1640 besi yeri eklenip inkiibe edildi (Sekil 3.3.).
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Sekil 3.3. BEAS-2B yiiklii biyomiirekkebin (1. grup) basiimasi.

3.8.2. BEAS (biyomiirekkep 1) ve CD326*CD133*CD44" akciger kanser kok
hiicre yiiklii biyomiirekkebin (biyomiirekkep 2) basilmasi (2. grup)

Ikinci deney grubu olarak kartusa konulan EA.hy926 kapl transwell insert
membran lizerine BEAS-2B hiicre yiiklii biyomiirekkep basildi (Sekil 3.4.).
Sonrasinda izole edilen CD326"CD133"CD44" akciger kanser kok hiicre yiikli
biyomiirekkep damlacik seklinde basildi. Islem sonunda biyoyazicida bulunan UV
lambasi ile GeIMA fotopolimerizasyonu gergeklestirilip hemen ardindan 150 mM
CaCl; (kalsiyum kloriir) ile 2 dakika boyunca muamele edilerek aljinat polimerinin
iyonik c¢apraz baglanmasi saglandi. 12 kuyucuklu plakaya baski yapilan transwell
insert membran konuldu. Alt ve {ist odaciklara RPMI-1640 besiyeri eklenip %5 CO2,
%35 O2 ve %95 bagil nem ve 37°C kiiltiir ortaminda inkiibe edildi (Sekil 3.5.).

Baski1 parametreleri: Basing 3-4 psi ve hiz 14 mm/saat olarak ayarlandi.
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Sekil 3.4. Kanser kok hiicre yiiklii biyomiirekkebin (2. grup) basilmasi.

Sekil 3.5. Genel biyobaski asamalarindan goriintiiler. A: 12 mm daire modelinin STL
format1 goriiniimii. B: BEAS yiiklii iskelenin biyobasimdan sonraki
goriintiisii. C: AKKH damlacik basimmdan sonraki UV ile kiirleme

goruntustul.

3.8.3. Biyomiirekkep 1 ‘in taramah elektron mikroskobuyla (SEM)
karakterizasyonu

SEM incelemesi Eskisehir Osmangazi Universitesi — Merkezi Arastirma
Laboratuvar1 ve Uygulama Arastrma Merkezi (ARUM)’da gergeklestirildi.
Kullanilan biyobaskilanmis BEAS-2B yiiklii iskeleler dnce %4 gluteraldehit (EMS)
solusyonu igerisine almmusti. Bu solusyon igerisinde 1-1,5 saat fiksasyona tabi
tuttuktan sonra PBS (Sigma Aldrich) ¢ozeltisi ile iki defa 1-2 dakika yikama
yaptlmisti.  Yikamanin ardindan ikinci fiksasyon icin %1°lik osmiyum tetraoksit
(EMS) ¢ozeltisine almmistir. 15 dakika fikse ediledikten sonra PBS ¢ozeltisi ile iki
defa 1-2 dakika yikama yapilmisti. Bu asamadan sonra 6rnekler dehidrasyon i¢in artan

alkol konsantrasyonlarinda (soguk %30 - %50 - %70 - %90) 10 dakika +4 °C’de
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bekletilmistit. En son %100 alkolde oda sicakliginda 30 dakika bekletildikten sona
omekler kritik noktada kurutma cihazma (Leica CPD300) alimarak hazir hale
getirilmistir. Ornekler stub iizerine ahindiktan sonra Leica ACE600 cihaz1 kullanilarak
3-5 nm kalinhiginda Au/Pd karisimi ile kaplanarak iletken hale getirilmis ve 6rnekler

SEM cihazinda (Hitachi Regulus 8230) incelenmeye alinmustir.
3.8.4. Canly/olii isaretleme ile hiicre metabolik aktivite testi

Bu yontemde floresan boyalar kullanilmaktadir. Normalde floresan olmayan
Casein AM canli hiicrelerde hiicre igi esterazlar tarafindan asetoksimetil ester
hidrolizinden sonra yesil floresan Calseine donistiiriiliir. Propidyum iyodiir ise 6lii
hiicrelerin DNA’sma baglanarak kirmizi floresan renk yaymaktadir. Farkli renkte
floresan renklerin 1smmalarn sayesinde doku iskelesi ile hiicrelerin etkilesimleri
incelenebilmektedir. Hiicrelerin 3 boyutlu hidroje/ECM yapilarina tutunmasini,

yayilmasmi ve toksisitesini incelemek igin etkili bir yontemdir (Risbud vd., 2002).

Canli-6lii isaretleme kiti (Live or Dead™ Fixable Dead Cell Staining Kit, ATT
Bioquest) kullanim1 i¢in Once biyoiskelelerin fosfat tamponu (1x PBS) ile yikamasi1
yapild1. Sonrasinda biyoiskeler igerisine 2 pM calcein-AM ve 4 uM propidium iodide
boyalarini iceren besiyeri ¢ozeltisi eklendi, karanlikta 30 dk boyunca 37°C, %5 CO2
ve nemli ortamda canli boyama yapild1. Hiicrelerin canli/6lii durumlart hizli bir sekilde
ZEISS Axio Observer D1 zit faz mikroskopta floresan goriintiileme ile gozlendi.
Analiz edilen goriintiilerde canli hiicreler yesil renkte ve 6lii hiicreler kirmizi renkte

gosterilmistir.
Hiicre canlihigt:

Hiicre canlilig1 (%): Canl hiicreler (yesil) / Tiim hiicreler (yesil+kirmizi) X 100 (%)

denklemine gore ImageJ yazilimi kullanilarak 6lgtildii.
3.8.5. Histokimyasal analiz

Ug boyutlu biyobaskilanmis ve 7 giin boyunca hava-sivi ara yiizeyinde kokiiltiir
edilmis saghkli akciger modeli ve akciger timér modeli %1 agara (SIGMA)
gomiildiikten sonra dokular oda sicakhigmda bir gece boyunca %4 paraformaldehit
(PFA, AAJ61899AP, Thermo Scientific) fosfat tampon c¢ozeltisi ile sabitlendi.
Sonrasinda O6rnekler akan musluk suyunda yikandi, kademeli etil alkolde dehidrate

edildi ve ksilende yikandi. Dokular parafinle kapatildi, bir mikrotom kullanilarak 4 pm
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kalmliginda dilimler halinde kesildi ve H&E ile boyandi Omekler daha sonra Leica
DM2500 (Wetzlar Almanya) mikroskobu kullanilarak goriintiilendi.

3.8.6. immunoflouresan isaretleme

Yapilmis olan 3B in-vitro model ile kokliliik genlerindeki degisim
immunositokimyasal (iF, Immunoflouresan) yontemler karakterize edildi. Bunun igin
IF isaretleme deneylerinde tiim deney gruplarinda (membran iizerindeki hiicreler)
oncelikle %4 paraformaldehit fiksasyonu (oda sicakliginda) yapildi ve boyamalar i¢in
hazir hale getirildi. IF kapsaminda biyobaskilanmis yapilar akciger kanser kok hiicre
karakterizasyonu i¢in kanser kok hiicrelere 6zgii CD44 ve CDI133 primer
antikorlariyla isaretlenerek Floresan atagmanli inverted faz kontrast arastirma
mikroskobunda (Zeiss) goriintiilendi. Antikor boyamasi icin fikse edilmis hiicreler
uygun blok soliisyonlar ile 30 dk muameleye birakildiktan sonra CD44 ve CD133
antikorlan ile gece boyu +4°C'de bekletildi. Ertesi giin 6rnekler oda sicakliginda PBS
ile yikanarak primer antikor uzaklastirildi. Primer antikorlara uygun sekonder
antikorlar ile 1 saat muamele edilen hiicreler, en son ¢ekirdek belirteci olan DAPI ile

boyanarak floresan mikroskopta goriintiilendi.
3.9. Istatistiksel Analiz

Sonuglar genel olarak ortalama+standart sapma olarak sunulacaktir. Istatistiksel
analizler i¢in uygun yazilimlar (GraphPad Prism yazilmi) kullanilarak
gerceklestirildi. Deney grubu arasindaki farklar ¢alismaya uygun istatistiksel testler
kullanilarak p<0.05, **p<0.01, *p<0.001 ve ***p<0.0001 seklinde gdsterildi.
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4. BULGULAR

4.1. Hiicrelerin Temini, Cozdiiriilmesi, Kiiltiirii ve

Karakterizasyonu

4.1.1. insan endotelyal hiicrelerinin coziilmesi ve Kiiltiirii

Coziilerek kiiltiir edilen insan endotelyal hiicreleri (EA.hy926), kiiltiir sirasinda
giinliik olarak faz-kontrast mikroskobu (Zeiss Axio Observer D1, Oberkochen,
Almanya) ile incelendi ve fotograf c¢ekimleri yapildi. Yapilan mikroskobik

incelenmelerde, hiicrelerin yildiz sekilli veya daha ¢ok epitelyal benzeri morfolojiye
sahip olduklar goriildii (Sekil 4.1.).

Sekil 4.1. Kiiltiire alindiktan sonra insan endotelyal hiicrelerinin (EA.hy926) erken
ve ileri pasajlardaki faz kontrast mikroskop goriintiileri. A: 13. Pasaj, 4.
giin. B: 20. pasaj, 3. giin. Skala barlar: 200 pm.

4.1.2. insan normal bronsiyal epitel hiicrelerinin ¢éziilmesi ve Kiiltiirii

Coziilerek kiiltiir edilen insan normal brongsiyal epitel hiicrelerinin (BEAS-2B),
kiltiir sirasinda giinliik olarak faz kontrast mikroskobu ile (Zeiss) incelemeleri ve
fotograf cekimleri yapildi. Hiicreler yapilan mikroskobik incelenmelerinde yildiz
sekilli veya daha cok epitelyal benzeri morfolojiye sahipti (Sekil 4.2.).
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Sekil 4.2. Kiiltlire alindiktan sonra BEAS-2B hiicrelerinin erken ve ileri pasajlardaki
faz-kontrast mikroskop goriintiileri. A: 5. Pasaj, 4. glin. B: 11. pasaj, 5.
giin. Skala barlar: 200 um ve 500 pm.

4.1.3. insan adenokarsinomik alveoler bazal epitel hiicresinin (A549)

¢ozdiiriilmesi ve kiiltiirii

Coziilerek kiiltiir edilen A549 hiicre dizisinin, kiiltiir sirasinda giinliik olarak faz-
kontrast mikroskobu ile (Zeiss) incelemeleri ve fotograf ¢ekimleri yapildi. Hiicreler
yapilan mikroskobik incelenmelerinde yildiz sekilli veya daha cok epitelyal benzeri
morfolojiye sahipti (Sekil 4.3.).

500 pm

Sekil 4.3. Kiiltiire alindiktan sonra insan adenokarsinomik alveoler bazal epitel
hiicresinin (A549) erken ve ileri pasajlardaki faz-kontrast mikroskop
goriintiileri. A: 8. Pasaj, 4. giin. B: 37. pasaj, 3. giin. Skala barlar: 500 pm
ve 200 pm.
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4.1.4. CD326"CD133*CD44" akciger kanser kok hiicrelerin ¢ozdiiriilmesi ve

kiiltiri

Coziilerek kiiltiir edilen CD3267CD133"CD44" akciger kanser kok hiicrelerin,
kiiltiir sirasinda gilinliik olarak faz kontrast mikroskobu ile incelemeleri ve fotograf

¢ekimleri yapildi. Mikroskobik incelemelerde hiicrelerin yildiz sekilli veya daha ¢ok

epitelyal benzeri morfolojiye sahip oldugu goriildii (Sekil 4.4.).

Sekil 4.4. Kiiltiire alindiktan sonra CD326"CD1337CD44" akciger kanser kok
hiicrelerin erken ve ileri pasajlardaki faz-kontrast mikroskop goriintiileri.

A: 5. pasaj, 4. giin. B: 11. pasaj, 3. giin. Skala barlar: 200 um.

4.1.5. CD326*CD133*CD44" akciger kanser kok hiicrelerin tiimorsferik ii¢
boyutlu kiiltiirde ¢ogaltilmasi

Kanser kok hiicreler, kanser kok hiicre karakterlerini tek tabakali (monolayer)
kiiltiirde koruyamazken tiimorsferoid tipte 3B kiiltiir modelinde kanser kok hiicre
karakterini koruyabilmektedir. Bu nedenle izole edilen CD326"CD133"CD44" akciger
kanser kok hiicrelerin izolasyonun basarili olmasini saglayan pozitiflik belirlendikten
sonra ileri deneylerde kullanmak {izere tiimorsferik tipte 3B kiiltiir ortaminda
cogaltildi. Hiicreler ilk agsamada Poly-D-HEMA polimeri ile kaplh 6 gozlii plakalarin
her kuyucuguna 50x10° hiicre olacak sekilde ekildi. 5. giin itibari ile faz kontrast
mikroskobunda, sfer olusturduklar1 ve yaklasik 7.giin pasajlanacak duruma geldikleri
goriildi (Sekil 4.5.).
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100 um

Sekil 4.5. Akciger kanser kok hiicrelerin timdrsferoid tipte 3B kiiltiir ortamimnda
sferoid olusumlarmin faz kontrast mikroskobik goriintiileri. A: Akciger
kanser kok hiicrelerin 24-48 saatlik goriintiileri. B: Akciger kanser kok

hiicrelerin 4. giin sferoid goriiniimleri. Skala barlar: 200 p ve 100 pm.

4.1.6. CD326"CD133"CD44" akciger kanser kok hiicrelerin flow sitometri ile

karakterizasyonu

izole edilen ve tiimérsferik tipte 3B olarak kiiltiire edilen akciger kanser kok
hiicrelerinin ileri kanser kok hiicre karakterizasyonlart icin CD44, CD90, CD117,
CD326, CD338 ve CD133 pozitifliklerini belirlemek iizere flow sitometri analizleri
yapildi. CD326"CD133"CD44" akciger kanser kok hiicreler icin CD44,CD90, CD117,
CD326, CD338 (ABCG2) ve CD133 pozitiflikleri sirasiyla, %100, %63.22, %5.66,
%31.62, %54.55 ve %4.73 olarak belirlendi (Sekil 4.6.).
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Sekil 4.6. CD326"CD133"CD44" akciger kanser kok hiicrelerin flow sitometri ile
immunofenotipik karakterizasyonu. CD326"CD133*CD44" akciger kanser
kok hiicreler i¢in CD44, CD90, CD117, CD326, CD338 (ABCG2) ve
CD133 pozitiflikleri sirasiyla, %100, %63.22, %5.66, %31.62, %54.55 ve
%#4.73 olarak belirlendi.

4.1.7. CD326*CD133*CD44* akciger kanser kok hiicrelerin ALP analizi

AS549 hiicre hattindan izole edilen akciger kanser kok hiicrelerinin ALP enzim
aktivitesi acisindan hem ebeveyni (A549) hem de saglikli BEAS-2B hiicreleri ile

karsilastirldiginda enzim aktivitelerinin benzer oldugu goriildi (Sekil 4.7.).
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Sekil 4.7. A549 hiicre hattindan izole edilen akciger kanser kok hiicrelerinin
(AKKH) ALP enzim aktivitesi acisindan hem ebeveyni (A549) hem de
saglikli BEAS-2B hiicreleri ile karsilastiriimast.

4.1.8. CD326*CD133*CD44" akciger kanser kok hiicrelerin telomeraz aktivitesi

analizi

AS549 hiicre hattindan izole edilen akciger kanser kok hiicreleri, telomeraz enzim
aktivitesi agisindan, hem ebeveyni (A549) hem de saglikli BEAS-2B hiicreleri ile
karsilastirildiginda, enzim aktivitelerinin benzer oldugu goriildii. Istatistiksel anlaml
olmasa da kanser ve kanser kok hiicrelerin saglikli hiicrelerden daha fazla enzim

aktivitesi oldugu belirlendi (Sekil 4.8.).
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Sekil 4.8. A549 hiicre hattindan izole edilen akciger kanser kok hiicrelerinin
(AKKH) telomeraz enzim aktivitesi agisindan hem ebeveyni (A549) hem
de saglikli BEAS-2B hiicreleri ile karsilagtirilmast.



4.2. Insan Endotelyal Hiicrelerinin Membran Kaplamasi

Insan endotelyal hiicrelerin (EA.hy926) transwell membranla kaplandiktan 24
saat sonra faz kontrast invert mikroskobunda saglikli ve endotel hiicrelerine 6zgii
epitelyal (kaldinm tasi, poligonal) sekilli %100 konfluent goriiniimde olduklari
belirlendi (Sekil 4.9.).

Sekil 4.9. Insan endotelyal hiicreleri (EA.hy926) hiicrelerinin transwell membranla
kaplandiktan sonra besiyerinde 24 saatlik kiiltlir sonras1 goriintiileri.
Saglikli ve endotel hiicrelerine 6zgii epitelyal (kaldirim tasi, poligonal)
sekilli %100 konfluent hiicreler izlendi. Skala barlar: A: 200 pm ve B: 50

pm.

4.3. Biyomiirekkep 1 Karakterizasyonu

Hiicre kiiltiirli ortaminda besiyerinde (su bazli yada suya batirilmig) kiiltiir edilen
BEAS-2B hiicreleri ile yiiklii biyomiirekkep 1 (1. grup) basim Oncesi ve sonrasi
kiirlenmis Ornekler SEM ile analiz edildiginde, piriizsiiz ylizeyli diiz sekiller
sergilerken goriildii. Basim oncesi ornekler ile sonras1 6rnekler por ¢aplart agisimmdan
karsilastirildiginda 100 pm skala barlarda yapilan 6lgiimlerde basim Oncesi ortalama
por ¢apt 203 pm iken basim sonrast 97 um olarak hesaplandi. Basim 6ncesi drnekler
ile sonrast Ornekler por caplar acisindan karsilagtirildiginda basim sonrasi por
caplarmm daha kiigiik ¢apta oldugu ve yaklasik %50 oraninda ¢apta azalma oldugu
gozlendi (Sekil 4.10.).
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Sekil 4.10. BEAS-2B yiiklii iskelelerin Taramali Elektron Mikroskobu (SEM)
goriintlisii. A: Biyobasim 6ncesi %10 GelMA ve BEAS-2B hiicreleri
yiklii iskelenin SEM goriintiisii. B: Biyobasim sonrast %10 GeIMA ve
BEAS-2B hiicreleri yiiklii iskelenin SEM goriintiisti. Skala Barlar: 100
um, 20 pm ve 10 pm.

4.4. Canly/Olii Isaretleme ile Hiicre Metabolik Aktivite Testi

7 glin boyunca transwell membran kullanilarak hava-sivi arayiizeyinde kiiltiir
edilen insan endotelyal hiicreleri (EA. hy926) kapli membran (Sekil 4.11.),
CD326"CD133"CD44" akciger kanser kok hiicreleri yiiklii damlacik seklindeki
iskeleler (Sekil 4.12) ve insan normal bronsiyal epitel hiicrelerinin (BEAS-2B) yiiklii
oldugu iskelenin (Sekil 4.13.) ayn ayri canl/6li durumlan hizhi bir sekilde zit faz
mikroskopta floresan goriintiileme ile gozlendi. Analiz edilen goriintillerde canlh
hiicreler yesil renkte ve 6li hiicreler kirmizi renkte gosterilmistir. Her bir hiicre yiiklii
iskele grubu i¢in en az on degisik alan segildi. Bu alanlarn ImageJ programinda
canl/0li sayimi yapildi. Sayim sonucunda hiicreler Sekil 4.14., Sekil 4.15 ve Sekil
4.16.’da goriildiigli lizere, biyobasim sonrast hava-sivi arayiizeyi kiiltiir sisteminde
%90’1n istiinde hiicre canliigr ile 7 giin boyunca basarili bir sekilde muhafaza

edilebildigi gosterilmis oldu.
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Sekil 4.11. U boyutlu biyobaskilannis ve 7 giin boyunca hava-sivi arayiizeyinde
(ALJ) kokiiltiir edilmis akciger timor modelindeki EA.hy926 hiicreleri
kapli transwell membranin canly/6lii boyama testi. Canh (Yesil)/Olii

(Kirmizi1) birlikte (merge) goriintiilenmistir. Skala bar: 100 pym

Sekil 4.12. Ug boyutlu biyobaskilanmis ve 7 giin boyunca hava-siv1 arayiizeyinde
kokiiltiir edilmis akciger tiimor modelindeki CD326"CD133*CD44"
akciger kanser kok hiicre yiiklii damlacik seklindeki iskelenin canli/6lii
boyama testi. Canli (Yesil)/Olii (Kirmuzi) birlikte (merge)
goriintiilenmistir. Skala bar: 100 pm.
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Sekil 4.13. Ug boyutlu biyobaskilannis ve 7 giin boyunca hava-siv1 arayiizeyinde
kokiiltiir edilmis akciger tiimér modelindeki BEAS-2B hiicresi yiiklii
iskelenin canl/6lii boyama testi. Canli (yesil)/Olii (Kirnuzi) birlikte
(merge) gorlntiilenmistir. Skala bar: 100 pm.
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Sekil 4.14. Ug boyutlu biyobaskilanmis ve 7 giin boyunca hava-siv1 arayiizeyinde
kokdiltiir edilmis akciger tiimor modelinde transwell membrana kaplanmig

olan EA.hy926 hiicrelerinin canly/dlii boyama karsilagtirmasi.
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Sekil 4.15. Ug boyutlu biyobaskilanmis ve 7 giin boyunca hava-siv1 arayiizeyinde
kokiiltiir edilmis akciger tiimor modelindeki CD326"CD133*CD44*
akciger kanser kok hiicre yiiklii damlacik seklindeki iskelenin canly/6lii
boyama karsilastirmasi.
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Sekil 4.16. Ug boyutlu biyobaskilannis ve 7 giin boyunca hava-siv1 arayiizeyinde
kokiiltiir edilmis akciger tliimor modelindeki BEAS-2B hiicresi yiiklii

iskelenin canli/6lii boyama karsilastirmasi.

4.5. Histokimyasal Analiz

Ug boyutlu biyobaskilanmis ve 7 giin boyunca hava-sivi ara yiizeyinde kokiiltiir
edilmis saglkli akciger modeli ve akciger tiimor modeli parafin bloklanarak
hematoksilen-eozin ile boyandi. Isik mikroskobu ile incelenen kesitlerde hiicrelerin

eozinofilik sitoplazmalart ve bazofilik niikleuslar1 belirgindi. Biyobasim sonrasi
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BEAS ve AKKH vyiiklii biyoiskelelerde, hiicrelerin homojen dagilim gdsterdigi, ancak
birbirinden uzak yerlesimde oldugu goézlenmisti. EA.hy926 hiicrelerinin mevcut
bliylime yiizeyinde tek kath yassi epitel formunda yerlestigi ve hiicrelerin birbiriyle

kontakt halinde oldugu goriildii (Sekil 4.17 ve Sekil 4.18).

Sekil 4.17. Grup 1 H&E boyama gériintiileri. A: Ug boyutlu biyobaskilanmis ve 7
giin boyunca hava-sivi ara ylizeyinde kokiiltiir edilmis saghkli akciger
modelinin (kontrol grubu) genel goriintiisii (Parafine gdmme islemi
sirasinda iskeleler birbirinden uzaklastigi i¢in fotografta birlestirme
yapilmustir). (H&E). Skala bar: 250 pum. B: Beas yiiklii (siyah ok)
biyobaskilanmig iskelenin goriintiisii. H&E. Skala bar: 25 pm. C:
Transwell membrana kaplama yapilmis olan EA hiicrelerinin (mavi ok)

gorlntiisti. Skala bar: 25 pum.
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Sekil 4.18. Grup 2 H&E boyama gériintiileri. A: Ug boyutlu biyobaskilannus ve 7
giin boyunca hava-sivi ara yiizeyinde kokiiltiir edilmis akciger timor
modelinin genel goriintiisii (Parafine gdmme islemi sirasinda iskeleler
birbirinden uzaklastig1 icin fotografta birlestirme yapilmistir). H&E.
Skala bar: 250 pm. B: Akciger KKH yiiklii (siyah ok) damlacik
seklindeki biyobaskilanmis iskelenin goriintiisii. H&E. Skala bar: 25 pm.
C: Beas yiiklii (kirmiz1 ok) biyobaskilanmis iskelenin goriintiisii. H&E.
Skala bar: 25 um. D: Transwell membrana kaplama yapilmis olan EA

hiicrelerinin (mavi ok) goriintiisii. Skala bar: 25 pm.
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4.6. Inmunofloresan Isaretleme

3B in-vitro model ile kokliiliik genlerindeki degisim immunositokimyasal (IF,

Immunofloresan) yontem ile karakterize edildi.

CD44 ve CD133 antikorlar ile boyanan saglikli AC hiicreleri (BEAS, grup 1)
immunofloresan olarak diisiik pozitiflik (Sekil 4.19.), AKKH’leri (grup 2) ise pozitif
boyanma gosterdi (Sekil 4.20.). A549’tan izole ettigimiz hiicrelerin AKKH oldugunu,

kanser kok hiicrelere 6zgii belirtecler ile dogruland.

DAPI + CD44

DAPI + CD133

Sekil 4.19. Ug boyutlu biyobaskilanmis ve 7 giin boyunca hava-siv1 arayiizeyinde
kokiiltiir edilmis BEAS iskelesinin immunofloresan isaretleme yontemi
ile CD44 ve CD133 karakterizasyon analizi. A: Hiicrelerde CD44
aktivasyonu (yesil), B: CD133 aktivasyonu (kirmizi) ve niikleuslar DAPI
(mavi) ile isaretlenerek gosterilmistir. Skala barlar: A ve B:100 pm ve 20

pum.
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DAPI + CD44

DAPI + CD133

Sekil 4.20. Ug boyutlu biyobaskilanmis ve 7 giin boyunca hava-siv1 arayiizeyinde
kokdiltiir edilmis akciger tiimor modelinin (AKKH lerin) immunofloresan
isaretleme yontemi ile CD44 ve CD133 karakterizasyon analizi. A:
Hiicrelerde CD44 aktivasyonu (yesil), B: CD133 aktivasyonu (kirmizi) ve
niikleuslar DAPI (mavi) ile isaretlenerek gosterilmistir. Skala barlar: A ve

B:100 um ve 20 pm.

Sonuglara gore grup 1°deki CD44 ve CD133 pozitifligi sirastyla %20 ve %15
(Sekil 4.21.), grup 2’deki CD44 ve CD133 pozitifligi ise sirastyla %74 ve %59 (Sekil
4.22.) olarak tespit edildi.
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Sekil 4.21. Grup 1’in immunofloresan boyamada CD44 ve CD133 belirteclerinin

pozitiflik orani karsilagtirmasi.
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Sekil 4.22. Grup 2’nin immunofloresan boyamada CD44 ve CD133 belirteglerinin

pozitiflik orani karsilagtirmasi.
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5. TARTISMA

Ug boyutlu (3B) biyobaski, biyomedikal arastirma alaninda, son yillarda hizla
gelismistir ve doku miihendisliginde en popiiler teknolojilerden biri haline gelmistir
(Veeravalli vd., 2023). Bilgisayar kontrolii ile 3B biyoyazici, in-vitro doku benzeri
veya organ benzeri yapilar olusturmak i¢in hiicre ve biyolojik materyal karigimini
katman katman istifleyebilir.  Canli hiicreler, biiylime faktorleri ve matris
malzemelerinden olusan karmasik sekillere sahip bu 3B yapilar, yapisma, biiylime,
gbc, farklilasma ve iletisim gibi ¢ogu hiicre aktivitesi i¢in uygun mikro ortam saglar
(Ashammakhi vd., 2019; Nikolova & Chavali, 2019). Iki boyutlu (2B) kiiltiir ortamina
kiyasla yap1 ve hiicre ortamindaki iyilesme ile 3B biyobaski, in-vitro hiicre biiylimesini
ve farklilasmasini kontrol etmeye ve nihayetinde ilag taramasi, gen ifadesinin islev
analizi ve hatta insan organ ve doku nakli gibi ¢ogu tibbi arastirmada kullanilabilecek
normal, fizyolojik aktivitelere ve islevlere sahip doku veya organlar olusturmaya

yardime1 olabilir (Knowlton vd., 2015; Ozbolat vd., 2016).

Akciger kanserlerini incelemek, 6zellikle de invazyon ve metastaz 6zelliklerini
yeniden canlandirmak i¢in uygun bir in-vitro model eksikligi halen bulunmaktadir
(Monleon-Guinot vd., 2023). Akciger kanseri aragtirmalart i¢in uygun bir in-vitro
model gelistirmek amaciyla, bu caligmada biyolojik Ttretimin diisiik sicaklikta
kaliplama prensibi ve 3B biyobaski, biyomiirekkep olarak Gelma, aljinat, metilseliilloz
akciger kanseri hiicresi (A549) insan normal bronsiyal epitelyal hiicre hattt (BEAS-
2B), insan endotelyal hiicre hattt (EA. hy926) ve CD133+CD326+ akciger kanser kok
hiicreleri siispansiyonu kullanilarak hiicre yiikli bir hidrojel 1zgara iskele yapisi
tiretmek icin kullanilmistir. Hiicreler bu modelde yiiksek canlilikla esit olarak dagilmis
ve siirdiiriilebilir bir sekilde kiiltiire edilebilmisti. Bu model 7 giine kadar kiiltiire
alinabilir ve yapisal biitiinliigiinii koruyabilir. Histolojik analizler 3B baskili hiicrelerin
2B ortamda kiiltiire edilenlere kiyasla gelismis istila ve gog¢ kabiliyetine sahip
oldugunu gostermistir; bu da bu ¢alismada gelistirilen in-vitro modelin 2B modellere
kiyasla daha biyomimetik oldugunu ve biyomedikal arastirmalarda oldukg¢a degerli
oldugunu gostermektedir. Yazicmin konumsal tekrarlanabilirligini ve dogrulugunu test
etmek i¢in yapilan ilk deneyler, bu teknolojinin kontrollii bir uzamsal diizenlemede

son derece hassas ve tekrarlanabilir desenleme sagladigimi gostermistir.

Fizibilite ¢alismasi olarak on biyobaski ¢alismasinda oncelikle kafes sekli (grid)
benzeri bir iskele basildi. Miirekkep, yiiksek baski kalitesi, iyi basilabilirlik ve
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yapilarin boyutsal stabilitesini gosterdi. Olusturulan model net ve diizenli bir yapiya
sahipti. Basit kafes benzeri hiicresiz iskelenin basarili bir sekilde biyobasiimasmin
ardindan iskele, baski sonrasinda herhangi bir biiziilme olmaksizin sabit kaldi ve iyi
bir doku sergiledi. 3 boyutlu doku yapilarinin katman katman iiretimi i¢in ekstriizyon
tabanli bir biyobaski islemi, biyoyazicinin tekrarlanabilirligini ve dogrulugunu test
etmek i¢in yapilan ilk deneyler, kontrollii bir sekilde hassas ve tekrarlanabilir desen
olusturmay1 miimkiin kildigmi gosterdi. Sonuglarimiz diger arastirmacilarla benzerdi

(Sun vd., 2020).

Akciger dokular i¢in, akciger kati timorlerinin sertlik derecesinin (20-30 kPa),
normal akciger parankimine (0.5-5 kPa) gore sertlik derecesinin fazla oldugu 6ne
stiriilmiistiir (Ishihara & Haga, 2022). Bu nedenle bu tez c¢alismasinda akciger
dokusunu daha dogru mimik edebilmek amaciyla Biyomiirekkep 1 (%10 GelMA),
AKKH’lerin sertlik derecesini normal akciger dokusuna gore daha iyi mimik
edebilmek icin ise Biyomiirekkep 2 (%5 GelMA, %0.5 Aljinat, %0.5 Metilseliiloz)
kullanildi. 1. grup i¢cin BEAS-2B yiiklii hidrejelde (Biyomiirekkep 1) biyobasim 6ncesi
SEM goriintiilerinde hiicrelerin biyobasim sonrasma nazaran daha diizensiz yerlesim
gosterdigi izlenmistir. Bdylece biyoyazicit tarafindan basimda hiicre dagilim
organizasyonu daha kontrollii yapilmis oldu. Ayrica biyobasim sonrasinda por ¢apimnin
biyobasim Oncesine gore yari yartya azaldigi tespit edilmistir. Bu da bize literatiir
bilgisiyle uyumlu sekilde, basim sirasinda nozulun kayma gerilmesi yarattigini,
biyobaski sirasinda baski ¢Oziinlirliigiiniin artti§in1 ve basim siirecinde baloncuk
olusumun miimkiin oldugunca az oldugunu gostermektedir (Ramadan & Zourob,

2021).

Kanser kok hiicreler, kanser kok hiicre karakterlerini tek tabakali (monolayer)
kiiltirde koruyamazken tiimorsferoid tipte 3B kiiltiir modelinde kanser kok hiicre
karakterini koruyabilmektedir (Zhang vd., 2020). Bu nedenle izole edilen
CD326"CD133"CD44" akciger kanser kok hiicrelerin izolasyonun basarili olmasini
saglayan pozitiflik belirlendikten sonra ileri deneylerde kullanmak tizere tiimorsferoid
tipte 3B kiiltiir ortanminda ¢ogaltildi. izole edilen ve tiimérsferoid tipte 3B olarak
kiltiire edilen akciger kanser kok hiicrelerinin ileri kanser kok hiicre
karakterizasyonlart i¢gin CD44, CD90, CDI117, CD326, CD338 ve CDI133

pozitifliklerini belirlemek iizere  flow  sitometri analizleri yapild1.
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CD326"CD133"CD44" akciger kanser kok hiicrelerin kokliiliigiiniin analizini dogrular
sekilde yiizey belirtegleri agisindan pozitiflik gosterdi.

Akciger kanseri arastirmalart i¢in uygun bir in-vitro model gelistirmeyi
amagladigimiz  caligmamizda hiicre biyolojisini  degerlendirmek igin birtakim
caligmalar yapildi. Insan endotelyal hiicreleri (EA.hy926), CD326"CD133"CD44"
akciger kanser kok hiicreleri ve insan normal bronsiyal epitel hiicrelerinin (BEAS-2B)
canl/olii durumlart hizli bir sekilde zit faz mikroskopta floresan goriintiileme ile
gozlendi. Canly/6lii hiicre analizi sonucu elde ettigimiz bulgular diger calismalara
benzerdi (Hassan vd., 2021). Canl/6lii hiicre analizi sonuglarimizda hem endotel hem
de epitel (BEAS-2B, AKKH) hiicrelerinde yiiksek oranda hiicre canlilig1 tespit edildi.
Kanser kok hiicrelerin kokliiliigiinii goOsteren karakterizasyon analizi olarak
uyguladigimiz ALP analizi ve A549 akciger kanser hiicre hattinda izole edilen
CD326"CD133"CD44" akciger kanser kok hiicrelerin telomeraz aktivitesini
belirlemek i¢in yaptigimiz analizler yaptik. A549 hiicre hattindan izole edilen akciger
kanser kok hiicrelerinin ALP enzim aktivitesi agisindan hem ebeveyni (A549) hem de
saglikli BEAS-2B hiicreleri ile karsilastirldiginda enzim aktivitelerinin benzer oldugu
goriildii. A549 hiicre hattindan izole edilen akciger kanser kok hiicreleri, telomeraz
enzim aktivitesi agisindan, hem ebeveyni (A549) hem de saghkli BEAS-2B hiicreleri
ile karsilastmldignda, enzim aktivitelerinin benzer oldugu goriildii. Istatistiksel
anlamli olmasa da kanser ve kanser kok hiicrelerin saglikli hiicrelerden daha fazla
enzim aktivitesi oldugu belirlendi. Hiicre biyobaskisini kullanarak elde ettigimiz bu

umut verici sonuglar, in-vitro ilag gelistirme ve toksisite testlerinin Oniinii agabilir.

Optik mikroskopi ve H&E boyama sonucuna gore, hiicrelerin baski sonrasinda
model icerisinde homojen bir sekilde dagildigmni ve model igerisinde kiimelenme
egiliminde olduklarin1 gostermistir.  Endotel hiicrelerinin  gdzlemlenen yiiksek
gecirgenlikleri biyolojik islevleriyle agiklanabilir. Yani in vivo hiicreler arasindaki
nispeten sizdiran tikayici baglantilar kan plazmasi ve interstisyel bosluk arasinda
neredeyse sinirsiz su, ¢oziinmiis madde ve daha kiigiik makromolekiil alisverisine izin
verir (Fishman’s Pulmonary Diseases and Disorders, 2008). Kokiiltiirlerin
sizdirmazhigi, manuel olarak olusturulan kokiiltiirlerde mevcut olan kalim ECM
katmanlarmin bariyer islevi dikkate alindiginda benzerdir. Ayrica, hem mono hem de
kokiiltiirlerde, kullanilan yaklasimdan (manuel veya baski) bagimsiz olarak esasen

benzer olan yiiksek hiicre canlilig1 (epitel hiicreleri ve kokiiltiirler i¢in %95 ve endotel
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hiicreleri i¢cin %86) ve incelenen hiicre tiplerinin ¢ogalmasmni tespit ettik. Basili
epitelyal ve endotelyal mono-kiiltiirler, manuel olarak ekilen hiicrelerin kiimeler
halinde organize olmasi ve bunun da diizensiz hiicre katmanlar1 ile sonuglanmasi,
basil hiicrelerin ise daha diizgiin uzanmig morfolojiye sahip olmasi1 nedeniyle karsilik
gelen manuel kiiltiirlerden daha siki katmanlar sergilemistir. Endotel hiicrelerinin
gozlenen daha yiiksek gecirgenligi biyolojik islevleriyle de agiklanabilir, yani in vivo
hiicreler arasindaki nispeten sizdiran tikayict baglantilar, kan plazmasi ile endotel
hiicreleri arasindaki interstisyel boslukta neredeyse sinirsiz su, ¢éziinen madde ve daha
kiigiik makromolekiil aligverisine izin verir. Benzer gozlem, yani yiiksek gecirgenlik
EA.hy926 hiicreleri Klein ve arkadaslari tarafindan rapor edilmistir. Iki yaklagim
kullanilarak {iretilen kokiiltiirler benzerdi ve kalin ECM katmanlarmm bariyer islevini

dikkate alarak manuel olarak kurulan ortak kiiltiirlerde mevcut bulunmaktaydi.
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6. SONUC VE ONERILER

Akciger kanseri aragtirmalart i¢in uygun bir in-vitro model gelistirmek amaciyla,
bu ¢caligmada 3B biyobaski, biyomiirekkep olarak GeIMA, aljinat, metilseliiloz akciger
kanseri hiicresi (A549) insan normal bronsiyal epitelyal hiicre hattt (BEAS-2B), insan
endotelyal hiicre hattt (EA.hy926) ve CD326"CD133"CD44" akciger kanser kok
hiicreleri siispansiyonu kullanilarak hiicre yiiklii bir hidrojel 1zgara iskele yapisi

tiretmek icin kullanildi.

Yazicinin konumsal tekrarlanabilirligini ve dogrulugunu test etmek icin yapilan
ilk deneyler, bu teknolojinin kontrollii bir uzamsal diizenlemede son derece hassas ve
tekrarlanabilir desenleme sagladigmi gosterdi (Sun vd., 2020). 1. grup i¢in BEAS-2B
yiiklii hidrejelde (Biyomiirekkep 1) biyobasim 6ncesi SEM goriintiilerinde hiicrelerin
biyobasim sonrasina nazaran daha diizensiz yerlesim gosterdigi izlenmistir. Bdylece
biyoyazici tarafindan basimda hiicre dagilim organizasyonu daha kontrollii yapilmis
oldu. Ayrica biyobasim sonrasinda por ¢apinin biyobasim dncesine gore yari yariya
azaldig1 tespit edildi. KKH belirtegleri pozitiflik gosterdi. Istatistiksel anlamli olmasa
da kanser ve kanser kok hiicrelerin saglikl hiicrelerden daha fazla enzim aktivitesi
oldugu belirlendi. Hava-sivi arayiizeyinde 7 giin boyunca kokdiltiir sonrasi hiicre yiiklii
iskelelerde yiiksek canlilik tespit edildi. Histokimyasal boyama sonucunda incelenen
kesitlerde hiicrelerin eozinofilik sitoplazmalart ve bazofilik niikleuslar1 belirgindi.
Biyobasim sonrast BEAS ve AKKH yiikli biyoiskelelerde, hiicrelerin homojen
dagilim gosterdigi, ancak birbirinden uzak yerlesimde oldugu gozlendi. EA.hy926
hiicrelerinin mevcut biiyiime yiizeyinde tek katli yasst epitel formunda yerlestigi ve
hiicrelerin birbiriyle konakt halinde oldugu goriildii. Immunofloresan isaretleme

sonucunda AKKH’ler CD133 ve CD44 belirtecleri pozitiflik gosterdi.

Bu model 7 giline kadar kiiltiire almabilir ve yapisal biitiinliigiinii koruyabilir.
Histolojik analizler 3B baskili hiicrelerin 2B ortamda kiiltiire edilenlere kiyasla
gelismig istila ve gbc kabiliyetine sahip oldugunu gostermistir; bu da bu ¢alismada
gelistirilen in-vitro modelin 2B modellere kiyasla daha biyomimetik oldugunu ve
biyomedikal arastirmalarda olduk¢a degerli oldugunu gostermektedir. Yazicinin
konumsal tekrarlanabilirligini ve dogrulugunu test etmek i¢in yapilan ilk deneyler, bu
teknolojinin kontrollii bir uzamsal diizenlemede son derece hassas ve tekrarlanabilir

desenleme sagladigini gosterdi.
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Olusturdugumuz organotipik tiimor modeli akciger timoér modelini yansitsa da
akciger tiimor mikrogevresini tam anlamiyla olusturabilmek igin gelistirilen bu
biyomiirekkepler, biyobaskilama tasarimi ve hava-sivi arayiizeyi modellerinin; ileride
tiimor mikrogcevresinde bulunan diger hiicrelerin de eklendigi ve uzun siireli kiiltiire
olanak taniyan biyoreaktorler kullanilarak kurgulanan ¢alismalara ihtiya¢ duyuldugu

diistiniilmektedir.
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