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OZET

AKCIGERLERDEKI HAVA-SIVI ARAYUZEYININ
INCELENMESINE YONELIK CiP-USTU-EPITELYAL BARIYER
PLATFORMU GELISTIRILMESI

KAYA, Bilgesu

Yiiksek Lisans Tezi, Biyomiihendislik Anabilim Dali

Tez Danigsmani: Prof. Dr. Ozlem YESIL CELIKTAS

Ocak 2023, 73 sayfa

Gilinlimiizde, mevcut hiicre kiiltlirii modelleri, insanlardaki karmasik, organ
diizeyindeki hastalik siireclerini, hastaliklarin patofizyolojisini, hedef dis1 ilag
toksisitesini yansitmakta basarisiz oldugundan, pre-klinik ila¢ gelistirme
calismalari, hayvan modelleri iizerinde yapilan deneylere dayanmaktadir. Ancak,
ilag gelistirme siireglerinde kullanilan in vitro ve in vivo modellerin, insan
metabolizmasini taklit etmede yetersiz kaldig1 giderek daha agik hale gelmektedir.
Bunlara alternatif olarak ¢ip istii organ platformlari, dokularin fizyolojik
fonksiyonlarini taklit etmek i¢in tasarlanmis, mikro mimarileri, mikro ortamlar1 ve
doku-doku arayiizlerini daha iyi olusturan mikroakiskan platformlardir. Bu tez
calismas1 kapsaminda, daha 6nce hiicre kiiltiirii sistemlerinde kullanilmamis olan
PHI20 jel membranlar1 ile olusturulmus olan bir ¢ip istii alveol platformu
gelistirilmis ve bu platformda, nefes alip verme mekanizmasi nedeniyle hava-sivi
arayiizeyinde bulunan akciger epitel hiicrelerinin maruz kaldigi mekanik stresin
taklit edilebilmesini saglamak amaciyla Arduino ve servo motor tabanli bir sistem
gelistirilmistir. Cevresel kirleticilerin epitelyal bariyer disfonksiyonu iizerindeki
etkisinin ¢ipte olusturulabilmesi i¢in, Calu-3 hiicreleri, PM2.5 temsilen 800 pg/mL
konsantrasyonda silika partikiillerine maruz birakilmistir. Elde edilen sonuglara
gore, dinamik+mekanik stres (DMS) kosullarinin hiicre canliligini arttirdigy, silika
partikiillerinin DMS kosullarinda hiicrelere daha fazla etki ederek sitotoksik etki
gosterdigi ve proinflamatuar yanitta DMS kosullarinin TNF-a regiilasyonu
tizerinde olumlu etkileri oldugu goriilmiistiir.

Anahtar sozciikler: mekanostres; akciger; epitel bariyeri; ¢ip iistii organ;
silika partikiilleri






ABSTRACT

DEVELOPMENT OF AN EPITHELIAL BARRIER-ON-A-CHIP
PLATFORM FOR INVESTIGATION OF AIR-LIQUID INTERFACE
IN LUNGS

KAYA, Bilgesu

MSc Thesis, Department of Bioengineering

Supervisor: Prof. Dr. Ozlem YESIL-CELIKTAS

January 2023, 73 pages

Currently, pre-clinical drug development studies are based on experiments on
animal models, as current cell culture models fail to reflect complex, organ-level
disease processes in humans, the pathophysiology of diseases, and off-target drug
toxicity. However, it is becoming increasingly clear that the in vitro and in vivo
models used in drug development are insufficient to mimic human metabolism.
Alternatively, organ-on-a-chip platforms are microfluidic platforms designed to
mimic the physiological functions of tissues, better forming microarchitectures,
microenvironments and tissue-tissue interfaces. Within the scope of this thesis, an
alveolus-on-a-chip platform built with PHI20 gel membranes, which has not been
used in cell culture systems before. Arduino and servo motor based system has been
developed for this platform to simulate the mechanical stress that lung epithelial
cells in the air-liquid interface are exposed to due to the breathing mechanism. and.
In order to establish the effect of environmental pollutants on epithelial barrier
dysfunction on the chip, Calu-3 cells were exposed to silica particles at a
concentration of 800 pg/mL representing PM2.5. According to the results obtained,
it was observed that dynamic + mechanical stress (DMS) conditions increased cell
viability, silica particles had a cytotoxic effect by acting more on cells under DMS
conditions, and DMS conditions had positive effects on TNF-o regulation in
proinflammatory response.

Keywords: mechanostress; lung; epithelial barrier; organ-on-chip; silica
particles
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ONSOZ

Yeni ilaglarin gelistirilmesi olduk¢a maliyetli ve zaman alan
stireclerdir. Bu siireglerde yer alan faz g¢aligmalarimi daha efektif hale
getirmek icin pre-klinik ¢alismalar1 gelistirmek gerekmektedir. Bu
kapsamda, daha kesin sonuglar alinacak ve hayvan denek kullanimini
azaltacak sistemlerin olusturulmasi olduk¢a 6nemlidir. Bu amagclara hizmet
etmesi ve literatiire katki saglamasi amaciyla tez ¢alismam kapsaminda
gelistirmis oldugum cip st epitelyal bariyer platformunun gerek akciger
hastaliklarinin modellenmesinde gerekse c¢oklu organ etkilesimlerinin
incelenecegi daha kompleks platformlarda kullanilabilecegine yonelik
motivasyonum bana 11k olmustur. Dilegim, ¢ip iistii organ platformlarinin
yakin zamanda diinya genelinde ¢ok daha yaygin olarak kullanilmasi ve

hayvan denek kullaniminin azaltilmasidir.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

Simgeler Aciklama

g Gram

Pa Paskal

mg Miligram

ng Nanogram

ug Mikrogram

uL Mikrolitre

mL Mililitre

ms Milisaniye

% Yiizde

°C Santigrat derece
sn Saniye

dk Dakika

rpm Dakikada devir
Kisaltmalar Aciklama

3B Uc boyutlu

2B Iki boyutlu

D Dinamik
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi (devami)

Kisaltmalar Aciklama

Dl Deiyonize

DMS Dinamik+mekanik stres

PDMS Polidimetilsiloksan

PBS Fosfat tamponlu salin

PM2.5 Partikiil madde (2.5 um ve daha kiigiik)
PM10 Partikiil madde (10 pm ve daha kiigiik)
S Statik

S+ Silikali

S- Silikasiz

BSA Bovine serum albumin

ECM Ekstraselliiler matris

TNF-a Timor nekroz faktori alfa

TGF-B3 Dontistiirticti biiyiime faktorii beta-3
IL-1B Interldkin 1 beta

IL-6 Interl6kin 6



1. GIRIS

Yeni ilag etken maddelerinin gelistirilmesi olduk¢a zaman alan, ayni
zamanda da ¢ok biiyiik biitgelerin ayrildigi uzun soluklu siiregclerden olusur.
Ilaglarm gelistirilme siirecinde en sik basarisizliga ugranan ve ayrilan biit¢enin
en yliksek oldugu asamalar, klinik arastirmalardaki ikinci ve iiglincii fazdir. Bu
nedenle 6nceki asamalarda yapilan uygun gézlem ve arastirmalar, maliyet ve
harcanan siireyi dnemli derecede azaltmaktadir (Sung vd., 2010). Giinlimiizde,
mevcut hiicre kiiltiiri modelleri, insanlardaki karmasik, organ diizeyindeki
hastalik siireclerini, hastaliklarin patofizyolojisini, belirli hasta alt gruplarmin
kisisellestirilmis ilag duyarliliklarini ve hedef dis1 ilag toksisitesini yansitmakta
basarisiz oldugundan, klinik oncesi (pre-klinik) ila¢ gelistirme galismalari,
hayvan modelleri lizerinde yapilan deneylere dayanmaktadir. Ancak, su anda
ilag gelistirme siireglerinde kullanilan hiicre hatlar1 (in vitro) ve hayvan
modellerinin (in vivo), insan metabolizmasini tahmin etmede yetersiz kaldigi
giderek daha agik hale gelmektedir. Ornegin, kardiyak toksisite ve karaciger
toksisitesi, onay almis ilaglarin piyasadan geri c¢ekilmesindeki baslica
nedenlerdir. Ayrica, ilagla iligkili advers olaylara bagli olan hastaneye
yatiglardan sonra karsilagilan akut bobrek problemlerinin %20 kadari, pre-
klinkk modellerde Ongorillememis olan ilaca bagli nefrotoksisiteyle
iliskilendirilmektedir (Kim vd., 2012). Diger bircok ilag, etkinliginin
yetersizligi ve etki mekanizmasinin zayif anlasilmasi nedeniyle basarisiz
olmaktadir. Pazarlanan ilaglarin bir¢ok basarisizliga ugramasina ek olarak, her
yil onaylanan yeni ila¢ sayist da son 20 yilda azalmistir. FDA’nin onay
siirecinden gegebilen her bir ilaca karsilik yaklasik 9 diger ilag, insanlar
tizerindeki klinik denemelerde basarisizliga ugramaktadir (Cipte Organlar,
2016). Bu nedenlerle, ilag kesfi ve saglik aragtirmalart i¢in yeni yontem ve
yaklasimlara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Hem geleneksel hiicre kiiltiirii modellerinin hem de hayvan deneylerinin
yukarida belirtilen sinirlamalari, arastirmacilart  alternatif modellerin
gelistirilmesine yoneltmistir. Bu alandaki en heyecan verici gelismelerden biri,
organoidler de dahil olmak iizere ii¢ boyutlu (3B) bir sistemde hiicrelerin
kiltiirlenmesi i¢in mikro miihendislik tekniklerinin kullanilmas1 olmustur. Son
yillarda ¢alisilmakta olan bir yontemle, bu kisitlamalarin 6niine gecilerek, daha
az masrafla daha iyi sonuglar elde etmek miimkiin hale gelmistir. Mikroakiskan
biyosistemlerin, genellikle "¢ip iistii organ" olarak anilan gelismis biyolojik
yaklasimlarla entegrasyonu hizla ilerlemistir. Mikroakiskan hiicre kiiltiirleri,
karmasik fizyolojik doku 6zelliklerinin ve iglevlerinin arastirilmasini saglar.
Cip Ustli organ platformlari, dokularin fizyolojik fonksiyonlarmi taklit etmek
i¢cin tasarlanmig, canli hiicreler ile hiicre kiiltiirlerinin olusturuldugu, stirekli
olarak perfiize edilen kanallar ile olusturulan bu hiicre Kkiiltiirlerinin
desteklendigi mikroakiskan platformlardir (Sellgren vd., 2014). Arastirmacilar,
akciger, bagirsak, kalp, bobrek, karaciger, kan damarlari, hava-sivi arayiizeyi
ve kan-beyin bariyeri gibi bir¢ok farkli yapiyr bu platformlar iizerinde
olusturmuslardir. Cip iistii organ sistemleri, geleneksel 2B hiicre kiiltiiri
sistemleriyle karsilastirildiginda mikro mimarileri, mikro ortamlar1 ve doku-



doku arayiizlerini daha iyi olusturur; daha 6nce miimkiin olmayan karmasik
insan biyolojik siireclerinin incelenmesine yardimci olur. Bu teknoloji ile
iretilen mikro-yapilarin davraniglar1 aynen insan viicudundaki yap1
iskelelerinin davraniglari gibi hiicrelerin yasamasi, bilyiimesi ayrica bu hiicreler
ile molekiiller, iyonlar, ilag partikiilleri gibi yapilar arasindaki interaksiyon bu
modellerdeki mikro-kanallar vasitasiyla gerceklesir ve gozlemlenir. Diger bir
deyisle bu ¢ipler sayesinde, direkt olarak insan {izerinde denenmeden once, bir
ilacin insanlar {izerindeki immiinolojik ve toksikolojik etkisi, etki siiresi ve
giivenilir olup olmadigi ile ilgili saptamalar yapilabilecektir.

Insan viicudunda akciger énemli bir solunum orgamdir ve oksijenin
havadan kan dolasimina tasinmasi ana gorevidir. Bu nedenle hayati bir organ
oldugundan, akciger hastaliklar1 da 6nde gelen 6liim nedenlerinden biri haline
gelmistir. Istatistiklere gére, astim dahil olmak iizere, kronik alt solunum yolu
hastaliklarina bagli 6liimler, 2020 yilinda diinyada altinci en onemli 6lim
nedeni olmustur (Mortalite Verileri, 2020). Akciger nakli, dondr kisitina
ragmen en Oonemli tedavi yontemlerindendir. Son yillarda ortalama bekleme
stiresi azalmakla birlikte yillik akciger nakli sayis1 4600'iin lizerindedir (van der
Mark vd., 2020). Ayrica aktif hepatit B, hepatit C veya HIV gibi hastaliklar
olan hastalara nakil yapilamamasinin yaninda, akciger transplantasyonunun,
kan pihtilari, enfeksiyonlar ve yeni akcigerin reddi gibi kisitlamalar1 vardir
(Shah, 2013). Bu nedenle bir¢ok arastirma, akciger doku mithendisligi dahil
olmak iizere, bagisiklik sisteminin baskilanmasinin gerekmedigi, hastanin
kendi hiicrelerini kullanarak dokunun biiyiiyebildigi diger yontemlere
odaklanmistir. Bu amagla, biyomimetik mikroakigkan akciger kiiltiirii
modelleri, hiicrelerin maruz kaldig1 mekanik ve fizyolojik 6zellikleri yeniden
olusturabilecek, doku biitiinliigiiniin olusturulmasina elverisli ve in Vvivo
mikrogevreyi en iyi sekilde taklit edebilecek sistemlerin gelistirilmesi i¢in
tasarlanmistir.

Bu tez calismasi kapsaminda, ¢evresel kirleticilere maruz kalan birincil
bolgelerden biri olan akciger mikrogevresinin arastirilmasi hedeflenmistir.
Alveollerde gaz degisimini saglayan hava-sivi arayiizeyinin incelenmesine
yonelik bir ¢ip Ustii alveol platformu gelistirilmistir. Seffaf, gecirgen, esnek ve
ince yapili PHEMA tabanli bir membran kullanilarak olusturulan platform,
Arduino tabanli bir mekanik stres sistemine adapte edilmis ve nefes alip-verme
mekanizmasinin ¢ip tlizerinde taklit edilmesi saglanmistir. Bu ¢ip tistii alveol
platformu igerisinde olusturulan epitelyal bariyer ilizerinde, PM2.5 c¢evresel
kirleticilerini temsilen silika partikiillerine maruziyet gézlemlenmistir. Statik,
dinamik ve mekanik stres uygulanan kosullar altinda hiicreler aras1 siki baglanti
proteinlerindeki  degisimler, sitotoksik etki ve proinflamatuar yanit
arastirilmastir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Solunum Sistemi

Solunum sistemi, kana oksijen saglamak ve kandaki karbondioksiti
uzaklastirmak i¢in Ozellesmis bir organ sistemidir. Genel olarak
sanildigindan daha cesitli islevlere sahiptir:

e Kan ve hava arasinda oksijen ve karbondioksit aligverisini saglar.

e Konusma ve diger sesler (giilme, aglama) i¢in kullanilir.

e Koku alma duyusu ile farkli kokular1 algilamamizi saglar.

e Asit-baz dengesi. CO.'yi ortadan kaldirarak viicut sivilarmin pH'mi
kontrol etmeye yardimci olur. Fazla CO; su ile reaksiyona girer ve
hidrojen iyonlar1 salar:

CO2 + H2O — H2CO3— HCO3— + H+

Bu nedenle, solunum sistemi CO iiretim hizina ayak uyduramazsa, H+
birikir ve viicut sivilarinin pH'1 anormal derecede diisiik olur (asidoz).

e Akcigerler, kan basincini diizenlemeye yardimci olan anjiyotensin II
adi1 verilen bir vazokonstriktoriin sentezine katki saglar.

e Solunum, gogiis ve karin arasinda lenf ve venoz kan akigini destekleyen
basing gradyanlari olusturur.

e Karn kaslarin1 kasarken derin bir nefes almak ve tutmak, idrara ¢ikma,
diskilama ve dogum sirasinda karmm igeriginin disar1 atilmasina
yardimci1 olur.

Solunum sisteminin baslica organlar1 burun, farinks, girtlak, trakea,
bronslar ve akcigerlerdir. Akcigerlerin i¢inde hava, esasen bronslar,
bronslar ve alveollerden olusan ¢ikmaz bir yol boyunca akar. Inhalasyon
sirasinda, gelen hava alveollerde durur ve alveolar duvar boyunca kan
dolasimiyla gaz aligverisi yapar; soluk verme sirasinda geri disar1 akar.
Solunum sisteminin iletken boliimii, esas olarak burun deliklerinden
bronslar kadar, yalnizca hava akigina hizmet eden gecitlerden olusur. Bu
gecitlerde kanla gaz aligverisi olmaz ciinkii duvarlar yeterince hizli gaz
diflizyonuna izin vermeyecek kadar kalindir. Solunum béliimii, alveoller
ve diger gaz degisim bdlgelerinden olusur. Burundan girtlaga gecen hava
yoluna genellikle {ist solunum yolu (bas ve boyundaki solunum organlari)
denir ve trakeadan akcigerlere gegen bolgeler alt solunum yolunu (go6giis
solunum organlari) olusturur.

Solunum sistemi, bir iletken bolgeden (agiz, burun, farinks, girtlak,
trakea, bronglar, bronslar ve terminal bronglar) ve bir solunum bdlgesinden
(akciger parankimi; yani solunum bronslar, alveolar kanallar ve alveolar
keseler) olusur. iletim bdlgesi, solunum yolu olmayan dokudan olusur ve
02/CO degisiminin gergeklestigi solunum bolgesinin havalandirilmasi



icin gecisi saglar. Solunum sistemi ayrica bir iist yol (larenksten yukariya
dogru olan yapilar) ve bir alt yol (larenksin altindaki yapilar) olmak iizere
ikiye ayrilir. Bronglara kadar tim solunum yolu, hava yollarin1 toz ve
mikroorganizmalardan temizlemeye yardimci olarak immiinolojik koruma
saglayan silli epitel ile kaplidir. Trakea ve bronglarda bulunan hiyalin
kikirdak yapisi, koruma ve biitiinliikk saglar. Gaz aligverisi akcigerlerin
alveollerinde gergeklesir. Sag akciger 3 lobdan (iist, orta, alt), sol akciger 2
lobdan (ist, alt) ve sag akcigerin orta lobuna homolog bir yap: olan
linguladan olusur (Sekil 2.1). Sol akciger, boslugunu kalp ile paylasir,
dinlenme sirasinda yaklasik 1.4 L hacme sahiptir. Sag akciger ise 1.5 L
hacme sahiptir. Akcigerlerin toplam agirligi ise yaklasik 800 g olarak not
edilmistir (Reuter vd., 2014). Akcigerlerin gelisimi embriyonik donemde
baslar ve yaklasik 8 yasina kadar devam eder. Kisaca 5 faz ile
Ozetlendiginde; embriyonik asama 3.-6. hafta, psodoglandiiler asgama 5.-17.
hafta, kanalikiiler asama 16.-25. hafta, sakkiiler asama 24. hafta-dogum
araliginda ve alveolar asama 36. hafta — 8. yas aralifinda
tamamlanmaktadir. (Rehman vd., 2019).
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Sekil 2.1. insan akcigerinin anatomisi (Airways and Lungs, 2022)
2.1.1. Alveol

Her bir insan akcigeri, gaz degisimi icin yaklasgik 70 m2'lik bir
yiizey alani saglayan ‘alveol’ adi verilen yaklasik 150 milyon kiigiik
keseye sahip slingerimsi bir kiitledir. Bir alveol yaklagik 0,2-0,5 mm
capinda bir kesedir. Skuamoz (tip I) alveolar hiicreler olarak
adlandirilan ince, genis hiicreler alveolar ylizey alanmin yaklasik
%95'ini kaplar. Incelikleri, alveoller ve kan dolasimi arasinda hizli gaz
difiizyonuna izin verir. Diger %5, yuvarlak ve kiiboidal biiytik (tip 1I)
alveolar hiicrelerle kaplidir. Daha az yiizey alan1 kaplamalarina ragmen,
biiyiik alveolar hiicreler, skuamoz alveolar hiicrelerden 6nemli 6lcilide
fazladir (Sekil 2.2) (Functions of the Respiratory Portion). Biiyiik
alveolar hiicrelerin iki islevi vardir: skuamoz alveolar hiicreler hasar
gordiiglinde alveolar epiteli onarirlar ve alveol ile en kiigiik bronslar
kaplayan, nefes verirken bu bolgenin ¢O6kmesini Onleyen bir
fosfolipit/protein karisimi olan pulmoner siirfaktan (mukus) salgilarlar.
Mukus olmadan, nefes verme sirasinda sonen bir alveoltiin duvarlar



birbirine yapisir ve bir sonraki nefes alma sirasinda alveolleri yeniden
sisirmek ¢ok zor olur.

Sekil 2.2. Insan akcigerindeki bolgelere gore hiicre tipleri ve epitelyal bariyer
degisimi (Functions of the Respiratory Portion).

10 um’den biiyiik pargaciklar burun bosluguna kadar ilerleyebilir
ve burada burun killar1 tarafindan tutularak temizlenir. 3-10 um
biiytlikliigiindeki pargaciklar trake veya bronslara kadar ilerleyebilir,
burada mukosiliyer temizlenmeye maruz kalir. 3 pum’den kiigiik
pargaciklar ise, boyutlarinin kii¢iik olmasi nedeniyle alveollere kadar
ilerleyebilir, burada alveolar makrofajlar yardimiyla temizlenir.
Akcigerde en fazla bulunan hiicre, alveollerin liimenlerinde ve
aralarindaki bag dokusunda dolasan alveolar makrofajlardir. Bu
hiicreler, solunum yolunun iist kisimlarinda mukus tarafindan
yakalanmaktan kacan toz pargaciklarini fagositize ederek alveolleri
birikintilerden arindirir. Enfekte olan veya kanayan akcigerlerde
makrofajlar ayrica bakterileri ve gevsek kan hiicrelerini fagositize eder.
Her giin 100 milyon kadar alveolar makrofaj, yutulmak ve sindirilmek
tizere mukosiliyer yiiriiyen merdivenden yukari ¢ikarken dlmekte ve
akcigerleri tizerlerindeki artiklardan arindirmaktadir. Her alveol,
pulmoner arter tarafindan saglanan bir kilcal kan damar: biitiinii ile
cevrilidir. Alveolar hava ile kan arasindaki solunum zar1 adi verilen
bariyer, yalnizca skuamdz alveolar hiicreden, kapiller skuamdz endotel
hiicresinden ve bunlarin ortak bazal zarindan olusur. Bunlarin toplam
kalinligi, kilcal damarlardan gegen eritrositlerin 7 um c¢apindan farklh
olarak sadece 0,5 pm'dir. Sivinin alveollerde birikmesini dnlemek ¢ok
onemlidir, ¢linkii gazlar kani yeterince havalandirmak i¢in sividan ¢ok
yavas yayilir. Alveol duvarindaki nem filmi disinda, alveoller, fazla
stvinin kan kilcal damarlar1 ve lenfatik kilcal damarlar tarafindan
emilmesiyle kuru tutulur. Akcigerler, viicuttaki diger organlardan daha
kapsamli bir lenfatik drenaja sahiptir. Bu, kendi ser6z sivimizda
bogulmamizi engeller (Reid vd., 2019; Alraiyes vd., 2011).



2.1.2. Hava-sivi arayiizeyi ve epitelyal bariyer

Epitel dokusu, neredeyse hig hiicre i¢i bosluk birakmadan siirekli
bir tabaka olusturarak bir bariyer gorevi goriir ve viicudu cevresel
stresten, fiziksel ve kimyasal hasarlardan, enfeksiyonlardan ve
alerjenlerden korur. Derinin, gastrointestinal sistemin ve hava yolunun
epitel bariyerleri, ¢evresel saldirilara ve alerjenlere karsi fiziksel bir
bariyer saglamak ve i¢ ve dis ortamlar arasindaki iletisimi dengeleyen
bir doku arayiizii saglamak gibi ortak kritik islevlere hizmet eder. Epitel
bariyerin yapist ve islevi, konak¢i ve ¢evre arasindaki ana araylizler
olan cilt, gastrointestinal sistem ve solunum yolu arasinda farklilik
gosterir. Cilt bariyeri ¢ok hiicreli, tabakali, siki ve savunmacidir.
Stratum korneum, fiziksel olarak yeterli kalinlik ve saglamliktaki {ist
tabakay1 olusturur. Hiicreler arasi lipid ve protein komplekslerinin
yogun yapist cilt bariyer fonksiyonlari i¢in ¢ok onemlidir. Bagirsak
bariyeri, protein-protein baglar1 nedeniyle segici gegirgenlige sahiptir.
Mikroplara ve toksinlere karsi etkili bir savunma saglarken besinleri,
suyu ve elektrolitleri emmek igin tasarlanmistir (S6zener vd. 2020).
Solunum bariyeri ¢ok incedir ve siller, kas kasilmasi, mukus ve
antibakteriyel fonksiyon ile siirekli bir fiziksel temizleme saglayarak bir
bariyer gorevi goriir. Burun boslugundan bronglara kadar, solunum
agacinin iletken kismi1 psoddostratifiye siitunlu silli epitel ile
kaplanirken, alveolar bolge, gaz degisimini saglayan ince bir skuamoz
epitel hiicre tabakasi ile kaphdir (Sekil 2.3). Mukosiliyer yiiriiyen
merdivenler, hiicreler aras1 protein baglantilar1 ve salgilanan
antimikrobiyal maddeler solunum bariyerine katkida bulunur (Loxham
ve Davies, 2017; Moens ve Veldhoen, 2012).

Insan akcigerinin yiizey alani (80m?) kabaca bir tenis kortu
biiyiikliigiindedir (Notter, 2000). Bu, akcigeri kiigiik boyutlu partikiiller
ve diger gaz halindeki kirleticiler i¢in insan viicuduna ana giris kapisi
olarak temsil eder (Ghio vd., 2012). Ultra ince veya nano boyutlardaki
partikiiller, mukosiliyer bariyeri ve makrofajik klirensi 6nemli 6lgiide
asabilme kapasiteleri sayesinde akcigerlerin alveolar bdlgesine kolayca
niifuz edebilir ve orada birikebilir (Latvala vd., 2016).
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Sekil 2.3. Alveollerde bulunan hava-sivi arayiizeyinin illiistrasyonu (Saladin ve
McFarland, 2008)

2.1.3. Epitelyal bariyer disfonksiyonu

Cevre, saghigimiz i¢in 6nemli bir belirleyicidir. 19. yiizyilda
yasanan sanayi devriminin ardindan, tiim diinyada sanayilesme
kaynakli ¢evre sagligi tehditleri artmistir. Basta insanlar ve evcil
hayvanlar olmak iizere tiim canlilarin sagligina yonelik tehdit olusturan
partikiill madde (PM) olusumu, dizel egzozu, ozon ve sigara
dumanindaki artiglar ve toksik yiikteki artiglar ile sehirlerde hava
kalitesinde bilyiik diisiisler meydana gelmistir. PM2.5, PM10 ve dizel
egzozuna maruz kalinmasi sonucunda insan solunum yolu hiicrelerinde
bulunan Occludin, Claudin-1 ve ZO-1 gibi siki baglant1 proteinlerine
zarar geldigi ve epitel hiicrelerde ROS sekresyonunun arttigi
goriilmiistiir. Bir fare modeli lizerinde yapilan ¢aligmalara gore PM2.5
maruziyetinin endotel hiicrelerdeki e-cadherin seviyesini diislirdiigii
gbzlemlenmistir (Cooper ve Loxham, 2019).

Son arastirmalar, temizlik iiriinlerinin, deterjanlarin/yiizey aktif
maddelerin, islenmis gidalarin, nanopartikiillerin ve mikroplastiklerin
kullanimindaki artiglarin yani sira, son yillarda, kiiresel 1sinma ve iklim
degisikliginin de solunum saglig: iizerinde olumsuz etkileri oldugunu
ve bazi alerjenlerin etkilerinin arttigin1 ortaya koymustur. Epitelyal
bariyer lizerine ilk ¢aligsmalar, bagirsak bariyeri ve bunun inflamatuar
hastaliklarla baglantis1 {izerine yapilmistir. Cevresel maruziyetler,
bagirsak mikrobiyomunun yapisini degistirebilmekte ve normal immiin
regiilasyonu bozarak alerjik hastaliklarin gelisimini
tetikleyebilmektedir. Astim, kronik rinosiniizit, alerjik rinit, atopik
dermatit, eozinofilik 6zofajit ve ¢Olyak hastaliklarinda, etkilenen
organlarda ‘sizdiran epitel’ olarak adlandirilan epitelyal bariyerdeki
kusurlar gosterilmistir ve bu durum, ilgili hastaliklarin patogenezinde
epitelyal bariyerin fonksiyonunu yitirmesine yonelik hipotezlerin
gelismesine yol agmistir (Georas vd., 2014). Bircok epidemiyolojik



caligma, artan astim riskine yonelik olarak, ¢esitli kirleticilere siirekli
olarak maruz kalan belirli meslek gruplar1 ve epitelyal bariyer
disfonksiyonu arasinda bir iligki oldugunu vurgulamistir. Buna gore,
epitelyal  bariyer  biitiinliigiiniin ~ korunmasi1  veya  bariyer
disfonksiyonunun restorasyonu, kusurlu bariyer i¢in tedavi
modaliteleri, bariyerin epigenetik diizenlenmesi ve bariyer sizintisinin
saptanmasit  i¢in  yOntemler, epitelyal  bariyer  hipotezini
desteklemektedir (Egawa vd., 2018).

Akciger fonksiyonunun azalmasina neden olan alveolar hasar,
cesitli akut ve kronik akciger hastaliklarinin ayirt edici 6zelligidir.
Bunlar arasinda akut solunum sikintis1 sendromu (ARDS), kronik
obstriiktif akciger hastaliginda (KOAH) amfizem ve idiyopatik
pulmoner fibroz yer alir (Whitsett ve Weaver, 2015). Alveolar epitelyal
bariyerde yer alan, tip 1 alveolar epitel hiicreleri ve tip 2 alveolar epitel
hiicreleri, solunan maddeler i¢in birincil hedeftir. Bu hiicrelerin
yaralanmasi, bir¢ok akciger hastaligi icin onemli bir baglatici olay
olarak kabul edilir (Guillot vd., 2013). Alveolar onarim1 ve alveolar
bariyer biitiinliigiinii iyilestirmeyi amaglayan tedavilere acilen ihtiyag
duyulmaktadir, ancak hicbiri heniiz tam anlamiyla mevcut degildir.
Alerjik hastaligi olan hastalarda, epitelyal bariyerin homeostatik
dengesindeki farklilasma kaybina ve azalmis birlesme biitiinliigiine
rastlanmaktadir. Daha da Onemlisi, bu 6zelliklerle karakterize edilen
epitelyal bariyer disfonksiyonunun atopi ve alerjik hastalik
gelisiminden Once gercgeklestigi, dolayisiyla bu tiir hastaliklarda onciil
olaylardan biri oldugu goriilmektedir (Chambers ve Mercer, 2015).
Alerjik hastaligin baslangicinda bariyer disfonksiyonunun merkezi
oneminin giderek daha fazla anlasilmasina ragmen, normal bariyer
fonksiyonunu bozan mekanizmalarla ilgili bir¢ok ©nemli soru
yanitlanmay1 beklemektedir.

2.2. Cip Ustii Organ Sistemleri

Bir ¢ip lizerine insan organlariin fizyolojisini ve islevselligini taklit
eden mikrofizyolojik sistemler olarak da bilinen mikroakiskan temelli ¢ip
iistii organ sistemleri, optik olarak gecirgen olan polimerler kullanilarak
elde edilen, farkli hiicre tiirleri iizerinde denemeler yapilmasina olanak
saglayan platformlardir. Bu platformlar {izerinde olusturulan 3B hiicre
kiltiri ve yapay mikrogevre, In Vivo’ya benzeyen bir ortam
olusturdugundan, 2B monolayer hiicre Kkiiltlirlerine kiyasla hiicre
farklilagmalarin1 destekleyici ve doku organizasyonunu gelistirici bir
etkiye sahiptir (Yesil-Celiktas, 2016). Cip lstli organlarin kullanimi, hiicre
kiiltiirii ve biyolojik analiz i¢in mikroakigkan cihazlarin uygulanmasiyla
baglayarak otuz yil oncesine kadar izlenebilir (Whitesides, 2006). Doku



mihendisliginin aksine, indirgemecilik bakis acisiyla tasarlandigr goz
Oniine alindiginda, klinik ¢aligmalar kapsaminda insan denek kullaniminin
yerine ge¢mesi icin tiim dokular1 veya organlari orijinal 6l¢ekte yeniden
olusturmaya ¢alismaz. Bunun yerine, bu teknik, temel organotipik hiicresel
mimariyi ve islevselligi, 3 boyutlu hiicre dis1 matrisi (3D ECM),
biyokimyasal faktorleri ve biyofiziksel belirtegleri daha kiigiik Olcekte
taklit etmeyi amaglar. Bu, insan dokularinin veya organlarmin in vivo
mikroyapisal ve fonksiyonel dzelliklerini yansitir. Boylece tip, biyoloji ve
farmakolojide etkili ve dogru arastirma yapilmasinmi saglayarak hastalik
modelleme ve ilag taramasi yapilabilmesine hizmet eder (Bhatia ve Ingber,
2014).

Cip istli organlarin temel avantaji, ¢ok diisiik bir maliyetle
tiretilebilmeleri ve ila¢g dozajinda c¢ok cesitli konsantrasyonlarin test
edilmesine olanak saglamalaridir. Bu durum, ¢ip tistii organlarin, yapilan
arastirmay1 onemli dlgiide hizlandirmasini saglamaktadir. Yeni bir ilacin
gelistirilmesi  sirasinda, ilk testler zorluk ¢ekilmeden bir¢ok kez
tekrarlanabilir. Ek olarak, bugiin yaygin olarak tartisilan hayvan
deneylerinin sebep oldugu etik sorunlari ortadan kaldirmaktadir. Tibbi
arastirmalar igin test hayvanlarinin iretilmesine yonelik giderek artan
tartismalar s6z konusuyken c¢ip iist organ teknolojisi buna 6nemli bir
alternatif sunmaktadir. Petri kaplarina kiyasla, insan hiicrelerinin mikro-
ortami1 (oksijen seviyeleri, sicaklik, pH, vb.), bir ¢ip igerisinde daha iyi
olusturulabilir. Genellikle en 6nemli Olgiitlerden biri olarak ii¢ boyutlu
hiicre kiiltiirii olusturmaya elverisli olusu, ¢ip iistii organ sistemlerinin
onemli avantajlarindandir. Geleneksel hiicre kiiltiirlerinde, hiicrelerin in
vivo’da maruz kaldigir mekanik stresin taklit edilmesi miimkiin degildir,
ornegin akciger hiicrelerini solunum hareketlerini taklit eden mekanik
gerilmeye maruz birakmak bu kiiltiirler igin sz konusu degildir. Ug
boyutlu etkilerinin disinda ¢ip {stii organlar, mikroakigkanlarin
kullanimiyla da yenilik¢i bir ¢oziimdiir. Cip iistii organ sistemlerinin diger
avantajlarindan biri ise mikroakigkan c¢iplerin kullanimimin kolay,
taginabilir, kiiclik olmasi ve seri tiretiminin gergeklestirilebiliyor olmasidir.
Kiiciik boyutlar1 sayesinde, bir¢ok mikroakigskan sistemin tek bir c¢ip
izerine entegre edilebilmesine olanak saglamaktadirlar (Casquillasorgans
vd., 2017).

2000'lerin bagindan bu yana arastirmacilar, in vitro biyokimyasal ve
farmakolojik analizler i¢in, kontrol edilebilir ve organotipik hiicre kiiltiirii
olusturmak amaciyla, ¢esitli mikroakiskan cihazlar1 ve ¢ip tistii laboratuvar
(lab on a chip) sistemlerini uygulamaya calismis, bu da ¢ip iistii organ
konseptini ortaya ¢ikarmistir. 2010 yilinda, Harvard’dan Ingber ve ekibi
hem biyoloji hem de miihendislik topluluklarinin dikkatini ¢eken bir ¢ip
istii akciger modeli bildirmistir. Arastirmacilar, bu ¢ipin mikroakiskan
kanallarindaki gbzenekli bir membranin iki tarafinda kilttirledikleri
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akciger alveolar hiicreleri ve kilcal damar hiicreleri ile, alveol-kilcal damar
araylizeyinde meydana gelen solunum mekanizmalarini ve ¢evresel etkileri
inceleyebilmiglerdir (Huh vd., 2010). Bu gelismeden itibaren, karaciger
cipleri, bobrek ¢ipleri, pankreas ¢ipleri, kalp cipleri, bagirsak ¢ipleri, kan-
beyin bariyeri (BBB) c¢ipleri ve kemik/kemik iligi ¢ipleri gibi ¢ok sayida
tek organ odakli ¢ipin gelistirilmesine yonelik calismalar basariyla
gergeklestirilmistir. Bu tek organ ¢ipleri, klinik Oncesi gelistirme
asamasinda hedef organlarda kritik biyolojik mekanizmalarin yani sira ilag
etkinliginin ve toksisitenin test edilmesine yardimci olmakta ve bdylece
klinik deneyler i¢in gilivenilir bir referans saglamaktadir.

Tek organ gipleri, bireysel organ fonksiyonlarimi taklit etmeye
odaklanirken, ¢oklu organ ¢ipleri, ilag emilimi i¢in bagirsak boliimii ilag
metabolizmasi i¢in karaciger boliimii ve ila¢ eliminasyonu i¢in bobrek
bolimii gibi birden ¢ok organ birimini tek bir ¢ipte entegre etmektedir
(Sekil 2.4). Omegin, de Mello ve digerleri (2020), akut ve kronik ilag
maruziyetinin hem kalp hem de karaciger fonksiyonlar1 iizerindeki
etkilerini analiz etmek amaciyla bir kalp-karaciger-deri ¢ipi gelistirerek ¢ip
iistiinde ti¢li bir organ sistemi olusturmuslardir. Ayrica, ilag adaylarinin
sistemik toksisitesini test etmek i¢in farkli organ bdlmelerinde stabil
homeostazi ile sirayla bagli bagirsak, karaciger, deri ve bdbrek
bolmeleriyle entegre dort organli bir ¢ip gelistirilmistir (Maschmeyer vd.,
2015). Su anda, ila¢ farmakokinetigi ve farmakodinamigi analizlerine
yonelik tek bir platform kullanarak tiim insan viicudunun fizyolojisini taklit
etmek igin '¢ip tstii viicut (body on a chip)' veya '¢ip istii insan (human on
a chip)' olarak adlandirilan daha gelismis bir versiyonun gelistirilmesi i¢gin
calismalar devam etmektedir. Ornegin, Miller ve Shuler (2016), insanlarin
ana parankimal organlarin1 ve fizyolojik bariyer dokularini temsil eden,
cesitli hiicre hatlarina sahip konsept bir 13-organ sistemi gelistirmislerdir
ve insandaki ilag tehditlerine yanit olarak organlar arasi gecisi aragtirmak
icin fiziksel bir yap1 olusturmuslardir. Cip istii insan platformunun, ilag
gelistirmede hayvan modellerinin yerini alacak alternatif bir model sistem
olarak hizmet etme ve nihai olarak ila¢ endiistrisinde devrim yaratma
potansiyeline sahip oldugu agiktir ancak, insan sisteminin karmasiklig1 goz
oniine alindiginda, ele alinmasi1 gereken ¢ok sayida teknik zorluk vardir.
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Sekil 2.4. Birden fazla organ ile olusturulan ¢ip-iistii-organ, ¢ip-iistii-insan modelleri ve
caligilan mekanizmalar (Huh vd., 2011)

Cip Ustii organ sistemleri, biitlin bu avantajlarina ragmen elbette bazi
dezavantajlar1 da beraberinde getirmektedir. Analizin kalitesi, sistem
icerisinde test edilmek istenen maddenin, platformun i¢ ylizeyinde adsorbe
olmasindan etkilenebilir. Ayrica, mikroakiskanlarin, ¢ipin mikrokanallari
icerisindeki akis1 i¢in Reynolds sayisi daima ¢ok kiigiik kalacaktir.
Reynolds say1s1 (Re), mikro/nano 6lgekte sivilarin davranigini tanimlamak
icin mikroakiskan ¢ip teknolojisinde kullanilan onemli bir terimdir.
Kanalda akan s1vi1 iizerindeki atalet ve viskoz kuvvetlerin oranini tanimlar;
burada atalet kuvvetleri girdap ve karigmay1 (tiirbiilansi) tesvik etme
egilimindeyken, viskoz kuvvetler bir katmanm digerine yumusak bir
sekilde hareket etmesini saglama egilimindedir. Tiirbiilans yoksa laminer
akis olarak tanimlanir. Reynolds sayisi atalet kuvvetleri ve tiirbiilans ile
pozitif, viskoz kuvvetlerle negatif korelasyon gosterir. Re, akis hizlari,
kanal genislikleri, ylizeylerden uzaklik ve s1vi yogunlugu ile artar, ancak
siv1 viskozitesi ile ters orantilidir (Weibel ve Whitesides, 2006). Sonug
olarak, ¢ip icerisindeki akis, her zaman laminerdir (Aver vd., 2018a). Bu
durum, deneysel kosullarin hassas bir sekilde kontrol edilmesini saglar
ancak sivilarin homojenizasyonu agisindan dnemli bir problemdir ¢ilinkii
iyi bir kanstirma saglanabilmesi i¢in tiirbiilanshi akisa ihtiyag
duyulacagindan, kanallar icerisindeki laminar akis ile bu miimkiin
olmayacaktir. Kanal boyutlar kiigiildiik¢e, kullanim sonrasi temizlemek
zorlasir. Bazi durumlarda yeni bir ¢ip alinmasina ihtiyag duyulabilir.

Cip ustli organ sistemlerinin geleneksel in vitro modellere kiyasla
iistlinliiklerini tek baglik altinda toplarsak:

e Mikrofabrikasyonu i¢in c¢esitli tekniklerin ve malzemelerin
kullanilabilmesi,
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e Cip tasariminin kolayca olusturulup modifiye edilebilmesi,

e Tekrar iiretilebilirligi yiiksek fabrikasyon protokolleri,

e Sensor entegrasyonu ile daha fazla veriden olusan analizlerin
yapilabilmesi,

o Kisisellestirilmis modellerin olusturulabilmesi,

e Hiicre/doku diizeyinde fizyolojik/hastalik tabanlt mekanik igaretlerin
taklit edilebilmesi,

e Kontrollii ve dinamik bir mikrogevre olusturulabilmesi,

e Hava-sivi arayliziiniin tekrar olusturulabilmesi,

o Kompleks, doku benzeri bir ¢evre olusturulabilmesi,

e Farkli organ bolgelerini taklit eden modiiler cihaz iiretim olanagi,

e Fizyolojik ve patolojik kosullarin yeniden olusturulabilmesi,

e Hizli fabrikasyon prosesleri gibi bircok avantaja sahip oldugu
goriilebilmektedir (Dellaquila, 2017).

2.2.1. Cip iistii organ platformu iiretimi

Cip listii organ sistemleri, organlarin ve organlarin dahil oldugu
sistemlerin islevlerini, mekanik ve fizyolojik yapilarimi taklit eden, ¢ip
iistli laboratuvar teknolojisi ve hiicre biyolojisi bilgisinin entegrasyonu
sonucu gelistirilmis sistemlerdir. Cip iistii organdaki "cip" kelimesi,
bilgisayar mikrogiplerinin iretilmesinde kullanilan fotolitografik
oymabaskinin modifiye edilmesiyle elde edilmis orijinal bir
fabrikasyon metodundan gelmektedir. Bu metot, yiizey sekil ve boyut
ozelliklerinin, canli hiicrelerin dogal ortamlarmi algilayip ona tepki
vermesiyle ayni Ol¢ekte (nm ila pum) kontrol edilebilmesine olanak
tanir. Mikroakiskan kiiltiir sistemleri genellikle, daha yumusak ve esnek
malzemelerde, silikon ¢iplerine kaliplanmis desenleri ¢ogaltmanin bir
yolu olan litografi ile yapilir. Polidimetilsiloksan (PDMS) gibi bir siv1
polimer, oyulmus bir silikon substrat {izerine dokiilerek, optik olarak
saydam ve kaucuk benzeri bir materyale polimerlesmesine izin
verilmesiyle yapilir. Bu haliyle ¢ip, kontrol edilebilir kiiltiir kosullar
saglayarak akis hizi, basing, oksijen ve pH gibi cesitli akigkan ve
kimyasal parametreleri hassas bir sekilde modellemek ve kontrol etmek
icin kompakt bir boyuta ve mikro kanallara sahiptir. PDMS tabanli
mikroakiskan c¢ipler, iiretim, kullanim ve entegrasyon kolayligina
sahiptir. Bu kiiltiir sistemlerinin en temel 6zelligi, ¢evresel etkenlere
kars1 hiicresel tepkilerin gercek zamanli, yiiksek ¢oziintirliiklii olarak
gorlintiillenmesini  saglayan optik gecirgenligidir. Cip {istii organ
platformlarini iiretmeye yonelik genel adimlar benzerdir, ancak farkli
dokulari/organlarin 6zelliklerini uygun sekilde taklit etmek igin farkli
yapisal tasarimlar mevcuttur.
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PDMS tabanli replika modelleme islemi (yumusak litografi) ilk
olarak Whitesides grubu tarafindan gelistirildiginden beri, PDMS
polimerleri yiiksek elastikiyetleri, gaz gecirgenlikleri, optik
seffafliklar1 ve biyouyumluluklari nedeniyle mikroakiskanlarda
kullanilan ana yapisal malzemelerden biri haline gelmistir. Tasarlanan
yap1 bilesenlerinin ana kaliplar1 6nce fotolitografi tabanli bir protokol
izlenerek {iretilir. Mikroakiskan cihazin farkli katmanlar1 daha sonra,
fotolitografik kaliplardan mikro boyutlu 6zellikleri PDMS plakalarina
kopyalayan yumusak litografi kullanilarak PDMS polimerleri ile
iretilir ve ardindan, tasarlanan ¢ipin montaj sekline gore, oksijen
plazma destekli baglama yoluyla cam slaytlarla birlestirilir (Sekil 2.5a)
(Duffy vd., 1998).

Benzer cihazlar daha sonra mikrokaliplama, mikro-graviir,
lazerle agindirma, enjeksiyonla kaliplama, fotopolimerizasyon, kati
cisim baskis1 ve diger mikro 6lgekli iiretim yaklagimlart kullanilarak
cesitli malzemelerden (silikon, plastik, cam, ipek, vb.) imal edilmistir.
Bir ¢ip istli organ sistemi olusturmak icin PDMS su anda yaygin
olarak kullanilmaktadir ancak uzun vadeli stabilite, giivenilirlik, daha
iyi kimyasal direng, kiicliik hidrofobik molekiillerin ylizeyindeki
emiliminin azaltilmas1 gibi amaclar i¢in yeni malzeme ve
materyallerle gelistirilmesine ihtiyag¢ vardir.

a Silikon tabaka Fotorezist Fotomaske Ultraviole

— —

Spin-coating

P9M3{> PDMS kf"p
o

Girigler Z
R L o

Sekil 2.5. Mikroakiskan cipler i¢in fabrikasyon metotlari, a) fotolitografi, b)
kaliplama (Bhatia vd., 2014)

Nature Publishing Group

2.3. Cip Ustii Akciger

Akciger, islevi, kan akismma giren ve c¢ikan gaz aligverigini
kolaylastirmak olan ana solunum organidir. Hava brons agacindan agagiya
ve alveolar kese i¢ine tasinir, burada kilcal liimen ile hava kan bariyeri
boyunca gaz degisimi gerceklesir. Istatistiklere gore, astim dahil olmak
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tizere, kronik alt solunum yolu hastaliklarina bagh oliimler, 2020 yilinda
diinyada altinct en 6nemli 6liim nedeni olmustur (Mortality 1999-2020,
2021). Bu baglamda, yeni tedavilerin gelistirilmesini kolaylastirmak i¢in
¢cip uistli akciger platformlari biiyiik 6nem tagir.

Cip ustii akciger, insan akcigerinin 3B mikro-mimarisini ve mikro-
ortamini, solunum hareketlerini ve birincil fizyolojik fonksiyonlarini
kopyalayan mikro-miihendislik iiriinii bir hiicre kiiltliri cihazidir. Bir ¢ip
iistli akciger modeli olustururken gbéz oniinde bulundurulacak 6nemli
parametrelerden biri, fizyolojik kosullar1 olusturmak ve dogal organ
yapisint olabildigince benzetmektir. Hiicreler ile ECM iligkisi 1iyi
anlagilmalidir (Nalayanda vd., 2009). Modelleme yapilirken, akciger
hiicrelerinin in vivo’da maruz kaldigi mekanik ve fizyolojik c¢evre
kosullarinin, birlesik kat1 ve akigskan gerilmelerinin modele olabildigince
entegre edilmesi gereklidir. Ornegin; diyafram kasinin nefes alip verirken
olusturdugu mekanik kasilma etkisi goz ardi edilemeyecek bir
parametredir. Hem epitel hem de endotel hiicrelerinin ortak kiiltiirt,
alveolar/epitelyal ve endotel boliimlerini taklit etmek i¢in, ince bir zarla
ayrilan iki katmanli kanal tasarimi Onemlidir. Bariyer olusumundaki
gercek zamanli degisiklikleri tespit etmek icin biyolojik sensdrlerin
entegrasyonu, sistemi daha gelismis ve kapsamli hale getirecektir.

2.3.1. Cip iistii akciger uygulamalari

Arastirmacilar, akcigerlerdeki fizyolojik islevleri taklit etmek i¢in
deneysel gereksinimlere gore cesitli modeller gelistirmislerdir. Huh ve
digerleri (2010), epitel hiicrelerin uzun siireler boyunca (>2 hafta) canli
kalmasina elverigli bir model gelistirmistir. Olusturulan modelde,
akcigerdeki en kiigiik fonksiyonel birim olan alveolar-kapiller arayiiziin
korunmasinda hayati bir rol oynadiklart i¢in 6nemli olan pulmoner
stirfaktan (mukus) iiretimi de artmistir. Bu arayiiz, viicut ile dis diinya
arasindaki fiziksel bariyeri olusturur. Bu bariyeri daha iyi olusturmak
adina, hiicrelerin birbirine daha iyi tutunmasini saglamak i¢in, bir
tarafinda hava ile temas eden epitel hiicrelerini ve diger tarafinda besin
ortamiyla temas eden endotel hiicrelerini bulunduran kolajen kapli ince
bir PDMS membran kullanilmistir. Ayrica bu yaklasim, sivi ortamda
kiiltiirlenen hiicrelere kiyasla farkli doku katmanlar1 iizerinde artan
elektrik direnci, gelismis yapisal biitiinliik, normal epitelyal bariyer
gecirgenligi ve olduk¢a Onemli olan mekanik stres etkisinin de
olusturulmasini saglamistir (Sekil 2.6). Gelistirilen ¢ip igerisinde
gerceklestirilen hiicre kiiltiiriinde, hava kirliliginin akciger hiicreleri
iizerindeki etkilerini godzlemlemek amaciyla epitel hiicrelerinin
ylizeyine toksik silika nanopartikiiller yerlestirmistir. Daha sonra yapay
solunum mekanizmasi etkinlestirildiginde havadan daha fazla toksik
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partikiiliin kana gectigi fark edilmistir. Bu durum, geleneksel hiicre
kiiltiirleri iizerinde yapilan testlerin viicuttaki kirlilik toksisitesini tam
olarak taklit edemedigini kanitlamistir.

Upper
layer

Porous
membrane

Lower

Sekil 2.6. Cip iistii organ diizeyinde akciger islevlerinin yeniden olusturulmasi, a)
¢ipin caligma mekanizmasi, b) nefes alma sirasinda akcigerlerde ve alveollerdeki
degisim, c) ¢ipi olusturan katmanlar, d) vakum kanallarinin olusturulmasi ve yandan
goriiniim, e) ¢ipin boyut karsilagtirmasi (Huh vd., 2010)

Huh ve digerleri (2012), 2010 yilindaki ¢aligmalarini ilerleterek,
hava akimma E.coli bakterisi ve kan akimina beyaz kan hiicreleri
entegre etmislerdir. Beyaz kan hiicrelerinin, bakterilerle savasmak i¢in
epitel hiicrelerine nasil tasindigin1 gézlemleyebilmislerdir. Bu ¢ip daha
sonra, akciger 6demi baslangicindaki maksimum interlokin-2 (IL-2)
miktarmi1 Slgmek icin kullanilmustir. Interldkin-2 bébrek kanserini
tedavi etmek i¢in yukari regiile edilen bir sitokindir ancak alveollerde
stvi birikimi gibi tehlikeli yan etkiler olusturabilir. Bu nedenle daha
sonrasinda, anjiyoprotein-1'in bir IL-2 inhibitorii gorevi gorerek asagi
regiile edilmesindeki etkinligini kanitlamiglardir (Sekil 2.7).

Liquid
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Sekil 2.7. Pulmoner 6dem modeli, a) pulmoner 6dem ve IL-2 mekanizmasi, b) ¢ipin
katmanlar1 ve vakumla olusturulan mekanik stres, ¢) pulmoner &demde sivi
birikmesini gosteren hava kanalina sivi gegisi (Huh vd., 2012)
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Sellgren ve digerlerinin (2014) modelinde, hava-sivi arayiiziinde
iyi farklilasmig birincil insan trakeobronsiyal epitel hiicreleri ve iyi
taklit edilmis fizyolojik fonksiyonlar gdsterilmistir. In vivo kan
damarlarinda goriilen fizyolojik tepki, alt bélmede yer alan endotelyal
hiicreler tarafindan yeniden olusturulmustur. Bu, yan bdlmelerden
dongiisel olarak uygulanan vakum yardimiyla olusturulan gerilim (0,2
Hz’de %10) sayesinde elde edilmistir. Gelistirilen platform, gercek
akciger fonksiyonunu taklit etmek i¢in bu tiir mikroakiskan modellerin
kullaniminin 6nemini daha da vurgulamaktadir (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8. Mikroakigkan ¢ip, a) PTFE membran SEM goériintiisii, b)PET membran
SEM goriintiisi, c) ¢ipin katmanlari, d) ¢ipin kanallari, e) yandan goriiniim (Sellgren
vd., 2014)

Bir bagka c¢alismada ise Stucki ve digerleri (2015), akciger
fizyolojisinden ilham alarak, diyafram etkisini yaratacak sekilde
tasarladiklar1 pnématik katman sayesinde solunumu ¢ip tlizerinde taklit
etmiglerdir. Mikrodiyaframlar ile periyodik mekanik gerilme
uygulanmasinin, epitel hiicre tabakasinin gecirgenligini etkilendigi
kanitlamislardir. Endotel ve epitel hiicreleriyle olusturduklart ko-kiiltiir
icin destek materyali olarak porlu, ince bir PDMS membran
kullanmuslardir (Sekil 2.9).
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Sekil 2.9. Pnomatik solunum mekanizmasina sahip ¢ip tistii akciger (Stucki vd., 2015)

Benam ve digerleri (2016), altta yatan bir akciger mikrovaskiiler
endoteli ile farklilasmis, mukosiliyer, bronsiyol epiteli olusumunu
destekleyen bir akciger kiiciik hava yolu ¢ipi gelistirmistir. Bagisiklik
hiicrelerinin, alt katmandaki s1v1 akisi boyunca dolasmasini saglayarak,
Astim ve KOAH gibi enflamatuar hastaliklarin karmagik siireglerini
incelemek ve terapotik yanitlarin degerlendirilmesi i¢in bir model
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gelistirmislerdir. Kiiciik hava yolu IL-13 ile tedavi edildiginde Goblet
hiicrelerinin sayisi, inflamatuar sitokinlerin salgilanmasi artmistir. Bu
degisimler, astimli hastalarin hava yolu mukozasinda goriilen
karsilastirilabilir bulgular olmustur (Sekil 2.10).

a b c

Epithelium

Air channel
Membrane

Endothelium !'8
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Sekil 2.10. Cip iistii insan kii¢lik havayolu, a) ¢ipin katmanlari, b) hava-sivi arayiizeyi,
c) epitel ve endotellerdeki F-actin/DAPI boyamasi, d) epiteller {izerinde ZO-1 siki
baglanti proteini boyamasi, e) endoteller iizerinde PECAM-1 adherent baglanti
proteini boyamast, ) farklilagmig insan havayolu epitel hiicreleri (Benam vd., 2016)

Diger bir ¢alismada, Jain ve digerleri (2018), gergek bir akciger
yapisina olabildigince yaklagmak i¢in besin ortami yerine kan
kullanmigtir.  Gelistirdikleri modelde, mikroakigkan kanal boyunca,
alveolar-kilcal zarmm solunum sirasinda maruz kaldigi gerilme

dongiisiiniin de yeniden liretilmesi i¢in yanlarinda iki bos mikrokanal
bulunur (Sekil 2.11).
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Sekil 2.11. Cip iistii pulmoner tromboz, a) alveollerdeki hava-sivi arayiizeyi, b) ¢ip
sistemi, c¢) epitelyal bariyer ve kan akiginin sematik gosterimi, d) alveolar epitellerin
mikroskobik ve ZO-1 siki baglanti proteini goriintiisii, ¢) endotellerin mikroskobik ve
VE-Cadherin proteini gorlintiisii, f) 12 gilin sonunda konfokal mikroskop goriintiisii
(pembe: E-Cadherin, yesil: VE-Cad herin) (Jain vd., 2018)
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2.4. Tezin Amaci

Ilag gelistirme siireglerinde, en az faz ¢alismalar1 kadar 6nemli olan
pre-klinik calismalarda elde edilen sonuglarin dogrulugu ve kesinligi
oldukga kritiktir. Insan immiin yanitina en yakin sonuglari elde etmek,
stirecin kisaltilmasi, maliyetlerin diisiiriilmesi ve etkinin optimum diizeye
cikarilmast i¢in biiylik bir ¢ikar yoldur. Bu tez ¢alismasinin amaci, pre-
klinik ¢aligmalarin iyilestirilmesi ve hayvan denek kullaniminin azaltilmasi
hedefine hizmet eden ¢ip istii organ platformlarinin incelenmesi ve
gelistirilmesidir. Bu kapsamda, kolay kaliplanabilir PDMS katmanlar ile
ince, esnek, seffaf ve hidrofilik PHI20 jel membrandan olusan bir ¢ip {istii
alveol platformu gelistirilmesi, bu platform iizerinde insan akciger epitel
hiicrelerinin (Calu-3) kiiltiive edilmesiyle alveollerde bulunan hava-sivi
araylizeyinin incelenmesi ve nefes alma/verme mekanizmasi sirasinda
hava-sivi araylizeyinde olusan mekanik stresin taklit edilebilecegi bir
sistem olusturulmasi amaglanmaistir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gereg

3.1.1.

Sarf malzemeleri

1-biitil-3-metilimidazolyum kloriir (BmimCl, ACROS Organics,
Lot:A0409421)

2-hidroksietil metakrilat (HEMA, Aldrich, PCode: 101156304)
96-well plaka (Corning® Costar® Ultra-Low Attachment Multiple
Well Plate, Sigma, CLS3473)

Absolute etanol (Merck)

Collagen A (L7220, Merck)

Capraz baglayict (SYLGARD™ 184 Curing agent)

Insan Tiimér Nekroz Faktorii Alfa ELISA Kiti (FineTest)
Dimetil siilfoksit (DMSO) (Cell culture grade, HPLC grade)
(Sigma, 41640-1L, ABD)

Dulbecco’s fosfat tampon soliisyonu (D-PBS) (Merck, p.n; P4417)
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium: HAMS F12 (1:1) DMEM
F12 (Sigma, D6421, ABD)

EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid, Merck, E9884)
Fibronectin (610077BD, Biosciences)

Fosfat Tamponlu Salin (PBS) (Sigma, P4417-50TAB, ABD)
Gelatin (from porcine skin, G2500, Merck)

Hiicre kiiltiirii crown’lart

KPS (Potasyum persiilfat, Sigma-Aldrich, PCode: 101364069)
L-glutamin (Biosera XC-T1755/100, ABD)

N2 supplement (07152, STEMCELL)

Pastér pipet (LPitaliano, L136030, Italya)

Penisilin/Streptomisin (Biosera XCA4122/100, ABD)

PDMS baz soliisyonu (SYLGARD™ 184 Silicone Elastomer)
Polidimetil siloksan (PDMS)

Serolojik pipet (1,2,5,10,25 ml) (SPL, Kore)

TEMED

. Kullanilan cihazlar

Aydinlik alan mikroskobu (Leica DM6, Leica, Germany)
CO2’1i inkiibator (Thermo Scientific, ABD)

Discovery hibrit reometre (Waters)

Floresans mikroskop, (fotograf makinesi aparatli), Zeiss Axio

Floresans mikroskop, (fotograf makinesi aparatli) Zeiss Axio
Observer, Al
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e GraphPad Prism 8.3.0 istatistiksel analiz programi (San Diego, CA,
USA)

e Hassas terazi (Radwag, AS 220 R.2, Polonya)

e Laminar akish kabin, Heraus Sinif II

e Manyetik karistirict (Wisd laboratuvar ekipmanlari, Wise Stir,
MSH-20A)

e Servo motor (MG995, Tower Pro)

e Sogutmali santrifiij (Eppendorf, 5810R, Almanya)

e Su banyosu (Memmert, Almanya)

3.2. Yontem
3.2.1. Sistem tasarimi ve fabrikasyonu

Mikrogip platformu ve mekanik stres sisteminin tiretilebilmesi
icin SolidWorks 3 boyutlu bilgisayar destekli tasarim programi
kullanilarak kalip tasarimlar1 yapilmistir. Hava/sivi katmanlar1 ve ¢ipi
mekanik stres sistemine adapte ederken kullanilacak olan plakalar i¢in
ayr1 ayri ¢izimler yapilmistir. Yapilan ¢izimler, masaiistii lazer kesim
cihazi (VLS2.30 System Universal Laser) kullanilarak, gerekli
kalinliklardaki PMMA plakalar iizerinden kesilerek iiretilmistir.
Mikroplatform, ¢alisma ¢ipinin alt-iist biyouyumlu PDMS katmanlari
ve biyouyumlu PHI20 membrandan olusacak sekilde tasarlanmistir
(Sekil 1a). Mekanik stresi taklit etmek amaciyla 2 adet servo motordan
(Tower Pro MG995) olusan ¢cekme sistemine adaptasyonunu saglamak
amaciyla mikroplatform, 2 kenarindan 2 ser adet olacak sekilde
toplamda 4 adet PMMA ile sikistirilarak sisteme entegre edilmektedir
(Sekil 1b). Calisma ¢ipinde hiicre kiiltiiri yapilacak haznenin
boyutlari, 10mm x 10mm X 2mm ve yiizey alam 0,785 mm? olarak
dairesel alveol yapisin1t mimikleyecek sekilde tasarlanmistir.

A B

Hava kanali

>

\‘
PDMS )
katmanlar

PHI20 jel Sivi kanali
membran

Servo motor

Sekil 3.1. Cip tasarimi1 ve mekanik stres uygulamasi, a) tekli mikroplatform, b)
mekanik stres olugturmak i¢in tasarlanan platformun c¢aligma prensibi (mavi ok:
¢ekme yonii)
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PDMS katmanlarin tasarlanan sekilde iiretilebilmesi i¢in
PMMA levhalardan lazer kesim ile kalip parcalari iretilmistir.
Uretilen bu PMMA parcalar kloroform kullanilarak birlestirilmis ve
kaliplarin son hali elde edilmistir (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. Tekli ve ¢oklu platformlar igin kalip tasarimlari

PDMS tabanli mikroplatform iiretimi i¢in Oncelikle, PDMS
soliisyonu sirasiyla agirlikga 10:1 olacak sekilde PDMS baz
solisyonu (SYLGARD™ 184 Silicone Elastomer) ile c¢apraz
baglayic1 (SYLGARD 184 Curing agent) karistirilmis ve homojenize
edilmistir. Daha sonrasinda PDMS soliisyonu, tiretimi yapilmis olan
ve c¢alismada kullanilacak olan kanal ve c¢alisma haznesinin
desenlerini iceren kaliplara dokiilerek vakum uygulamasi ile i¢inde
kalan hava alinmis, baloncuklardan arindirilmistir (Sekil 3.3). Son
asamada kaliplar 80 °C’ye ayarlanmis etiivde 2 saat tutularak
katilagsmas1 saglanmis ve kati, elastik 6zellikteki PDMS katmanlarin
tiretimi tamamlanmigtir (Devamoglu vd., 2021)

~2

Sekil 3.3. PDMS katmanlarin kaliplama yontemi ile tiretimi

Servo motorlar ile ¢cekme yapilacak olan standin oturtulacagi
mekanik stres platformu, SolidWorks programi iizerinde 3 boyutlu
olarak modellenmistir (Sekil 3.4). Olusturulan model Cura programi
kullanilarak 3 boyutlu yazicida PLA malzemesinden basilarak
tretilmistir.
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Sekil 3.4. Cekme sisteminde kullanilacak olan PMMA sikistiricilar ve servo
motorlar ile mikroplatformun yerlestirilecegi komponentler

3.2.1.1. Mekanik stres sistemi

Mekanik stresin taklit edilebilmesi i¢in 2 servo motorun
PMMA lar ile sikistirilmis olan PDMS ¢ipi (Sekil 3.5) aksiyal olarak
¢ekme prensibine dayanan Arduino Uno tabanli platformun (Sekil
3.6) calismasi i¢in kullanilan kod eklerde verilmistir.

e
-1

Sekil 3.5. PMMA plakalar ile sikistirilmig dortlii ¢ip sistemi A) iistten goriiniim,
B) ¢ekme yapilacak yonde yandan goriiniim, C) kisa kenar yandan goriiniim

PHI20 jel membranlara uygulanan aksiyal ¢ekmenin %10
gerinim olusturmasi i¢in kullanilan denklem asagida verilmistir:

A---‘%A-——l—.r 3 g — ‘AI‘B'l_‘AB‘
' |4B]

Jeliizerinde olusturulan gerilme, yetiskin bir insanin nefes alip
verme mekanizmasini taklit edecek sekilde, 0.2 Hz frekansa sahip
bir dongii seklinde uygulanmaistir.
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Sekil 3.6. Mikrocipin mekanik stres platformuna yerlestirilmesi

3.2.2. Simiilasyon

Uretilen mikroplatformun maruz kalacag mekanik stres altinda
stres, gerilme ve yer degistirme degisimleri SolidWorks programi
tizerinde simiile edilmistir.

3.2.3. PHI20 jel membran iiretimi

PHEMA tabanli hidrojeller, Liu ve digerlerinin (2020) optimize
etmis oldugu protokole gore, su ve iyonik sivi (BmimCl) karisik
cozeltilerinde HEMA monomerinin in  situ  serbest radikal
polimerizasyonu sonrasinda polimer agmdaki BmimCl'nin su ile
degistirilmesiyle hazirlanmistir. Protokol kapsaminda, agirlik¢a farkly
oranlarda (0:10 ile 10:0 arasinda degisen) BmimCl ve su igeren
homojen prekiirsor soliisyonlar1 hazirlanmistir. Su/BmimCI karigimi
10.0 g, HEMA 3.9 g (0.03 mol) olacak sekilde sabitlenerek
karigtirllmistir. Olusturulan Su/BmimCI/HEMA karisimi 80°C’°de 5
dakika boyunca azotlu atmosferde tutulmustur. Redoks baslaticilar:
olarak, 0.5 g KPS c¢ozeltisi (0.02 g/ml) ve 8 ul TEMED prekiirsore
eklenmistir.  Prekiirsor kaliba alimmis ve serbest radikal
polimerizasyonunun olusmasi i¢in 24 saat oda sicakliginda
bekletilmistir. Elde edilen (iyonik sivi iceren) hidrojeller, baglarin
icerisindeki BmimCl’yi uzaklastirmak i¢in 8 saatte bir su degistirilerek
48 saat boyunca destile suda bekletilmistir. Elde edilen jeller PHIx
olarak adlandirilmistir. Burada x, toplam su/iyonik sivi karisimindaki
agirlikca iyonik sivi yiizdesini ifade etmektedir. PHI20 hidrojelinde,
su/BmimCl karigimi agirlik¢a 8:2 oraninda kullanilmstir.
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3.2.4. Cekme testi

Gerilim testi olarak da bilinen ¢ekme testi, bir numunenin zarar
gorene kadar kontrollii bir gerilime tabi tutuldugu temel bir malzeme
bilimi ve miihendisligi testidir. Izotropik malzemelerin mekanik
Ozelliklerinin analiz edilmesi i¢in en yaygin olarak kullanilan
yontemdir. Mikrocipler icerisinde hiicrelerin tutundugu yiizeyi
olusturan ve membran gorevi géren PHI20 jellerinin ve ¢ip iistii organ
platformunun mekanik 6zelliklerinin/dayanimlarinin belirlenmesi i¢in
tek eksenli (aksiyal) cekme testi uygulanmaistir.

3.2.5. Temas acis1 analizi

Temas acis1 6l¢iimii, ylizeyin hidrofobik veya hidrofilik bir
ozellige sahip olup olmadigini degerlendirmenin niteliksel bir yoludur.
Su damlas1 yiizeye temas ettiginde, ylizey ile arasindaki molekiiller
aras1 etkilesimlerin gézlemlenmesine dayanir. Esas olarak bir ylizeyin
1islanabilirligini degerlendirmek i¢in kullanilir. Hiicrelerin tutunmasi
icin gerekli olan hidrofilik yiizeyin, iiretilen jel membranda saglanip
saglanmadiginin analiz edilmesi i¢in bu karakterizasyon teknigi
kullanilmustir. Yiizeyleri DI su ile temizlenmis ve lam tizerinde oda
sicakligina alinmis olan 6rnekler kuru haldeyken temas acis1 cihazina
yerlestirilmisgtir. 4 pL sivi, membran yiizeyine damlatilarak temas
ylizeyi ile damlanin yaptig1 a¢1 kamera sistemi ile fotograflandiktan
sonra program iizerinden dl¢iilmiistiir. Olciimler en az 3 tekrarli olacak
sekilde farkli Orneklerin analiz edilmesiyle gergeklestirilmistir.
Mikroakigkan platformda kullanilacak olan PH20 jel membranlar ile
karsilastirma grubu olarak PDMS membranlar analiz edilmistir.

3.2.6. Degradasyon analizi

Elde edilen PHI20 jel membranlarin zamanla, besin ortami
icerisinde bozunma miktarini belirlemek i¢in degradasyon analizi
yapilmistir. Bunun i¢in {iretilen membranlar liyofilize edilerek
tartildiktan sonra 37 °C’de DMEM F12 besin ortami igerisinde
tutulmustur. 1, 4 ve 7. gilinlerde ortamdan alinarak DI suda
dinlendirildikten sonra liyofilize edilerek tartilmis ve kiitle farkindan
yola ¢ikilarak jellerin biyolojik parcalanabilirlik orani asagidaki
denklem ile hesaplanmistir (Saygili vd., 2021):
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Degradasyon (%o): (Wo — Wa)/Wo x 100

(Wo: Jelin ilk kiitlesi, Wq: Jelin inkiibasyon sonrasi kiitlesi)
3.2.7. Sterilizasyon tekniginin belirlenmesi

Kontaminasyon riskini ortadan kaldirmak igin, hiicre kiiltiirii
ortami ile temas eden tiim parcalarin tamamen sterilize edilmesi
gerekmektedir. Bu dogrultuda, {iizerinde insan akciger -epitel
hiicrelerinin kiiltiire alinacagt PHI20 jel membranlar i¢in 2 farkli
sterilizasyon teknigi denenmistir. 1. Sterilizasyon yontemi olarak
jeller, oncelikli olarak bir gece %70 etanol iceren soliisyonda
bekletilmis, ardindan her yiizii icin 1 saat olacak sekilde UV
sterilizasyonuna tabi tutulmustur. 2. sterilizasyon yonteminde ise
jellere, etilen oksit sterilizasyonu uygulanmistir.

3.2.8. Kalitatif absorpsiyon/boyanma analizi

Uretilen PHI20 jel membranlarim, belirli bir siire RPMI 1640
besin ortaminda 37°C ve %5 CO2’li ortamda inkiibe edildiginde besin
ortamini absorplayarak renk degistirip degistirmedigi gézlenmistir.

3.2.9. Besin ortami se¢imi

Akcigerlerdeki hava-sivi araylizeyini taklit etmek i¢in
olusturulan sistemde epitelyal bariyer olusturmak i¢in kullanilacak
olan insan akciger epitel hiicre hatti (Calu-3) i¢in hangi besin
ortaminin daha efektif olacagimi belirlemek adina 3 farkli besin
ortaminda (DMEM High Glucose, DMEM F-12 ve RPMI) gbzlem
yapilmistir.

3.2.10. insan akciger epitel (Calu-3) hiicre kiiltiirii

Epitelyal bariyerin olusturulmasi i¢in kullanilan insan akciger
epitel hiicreleri (Calu-3), stoklarda bulunan, pasaj numarast 9 olan
hiicrelerin  ¢ozdiiriilmesiyle platformda kullanilmistir. Cozdiirme
isleminde Oncelikle, i¢inde hiicreleri bulunduran kriyo tiipler sivi azot
tankindan ¢ikarilarak, %75’ine kadar ¢ozdiriilmek tlizere 6nceden 37
°C’ye ayarlanmig olan su banyosuna alinmistir. Sonrasinda,
biyogiivenlik seviyesi 2 (BSL-2) laminar hava akish kabine alinan
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tiiplerin igine, %90 FBS ve %10 DMSO igeren dondurma ortama, 1’er
mL olacak sekilde ilave edilmistir. Hiicre ve dondurma ortami karigimi
pipetaj yapildiktan sonra tamamen alinarak santrifiij tiipiine
aktarilmistir. Santriifiij tiipii, 5 dk boyunca 4 °C ve 1000 rpm’de
santrifiij edilmistir. Coken hiicre pelletine zarar vermeden, hiicrelerin
iizerindeki siipernatant uzaklastirilmis, hiicre pelleti lizerine eklenen
besin ortami iyice homojenize edilerek T25 flasklarin i¢ine alinmustir.
Flasklar 37 °C’de, %5 COz igeren inkiibatdrlerde inkiibe edilmistir.
Hiicrelerin besin ortamlar iki giinde bir olacak siklikla degistirilmistir.
Hiicreler, giinliik olarak mikroskop altinda incelenmis ve hiicre
yogunlugu, flasklardaki tutunma yiizeyinin %@80’ini dolduracak
diizeye geldiginde hiicre saymmi ve sonrasinda  ekimi
gerceklestirilmistir. Hiicre ekimi i¢in hiicrelerin iistiinde bulunan besin
ortami uzaklastirilmis ve hiicreler PBS tampon ¢o6zeltisi ile birkag kez
nazik¢e yikanmistir. PBS tampon ¢ozeltisi uzaklastirildiktan sonra,
T25 flask i¢in 0.25 mL ve T75 flask i¢in 0.75 mL olacak sekilde,
hiicrelerin yiizeyden kalkmasini saglamak amaciyla tripsin-EDTA
soliisyonu eklenmistir. Sollisyonun tiim yilizeye etki etmesi igin 8
teknigi kullanilarak yavasca karistirma yapilan flasklar inkiibatore
alinarak 37 °C’de 4-5 dakika boyunca inkiibe edilmistir. Mikroskopta
yapilan gozlem sonrasinda, tiim hiicrelerin slispanse hale gelmesini
saglamak i¢in kazima yapilarak hiicreler flasktan kaldirilmistir.
Sonrasinda tripsin soliisyonunun ndtiirlestirmesi ve ardindan
uzaklagtirilmasi icin hiicreleri iceren sivi flasktan alinarak ayri bir
santrifiij tiiptine aktarilmis ve lizerine 4 mL besin ortami eklenmistir.
Bu tiipiin, 5 dk boyunca, 4 °C ve 1000 rpm’de santrifiij edilmesinin
ardindan slipernatant uzaklastirilmis ve hiicre sayimi1 yapilmistir. Calu-
3 hiicreleri ¢ip istii alveol platformu igerisinde 2x10° h/mL
konsantrasyonda olacak sekilde kiiltiive edilmistir. Ciplere ekilmeyen
hiicreler ise stoga kaldirilmak {izere tekrar dondurularak -80 °C’de 1
yila kadar muhafaza edilmistir.

Dinamik ortam kosullar1 c¢iplerin rocker {izerine alinarak 1
rpm’de calkalanmasi ile elde edilmistir.

PM2.5 maruziyetinin epitelyal bariyer iizerindeki etkilerinin
incelenmesi icin 800 pg/mL silika partikiilii iceren besin ortamlari
kullanilmustir.
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3.2.11. Yiizey kaplama

PHI20 jel membranlarin yiizeyi, hiicre tutunmasini optimize
etmek amaciyla, hiicre kiiltiirii Oncesinde protein kokteyli ile
kaplanmistir. Yizey modifikasyonu igin iki farkli prosediir
denenmistir. Ilkinde, fibronektin 5 pg/cm? igerecek sekilde PBS
soliisyonu hazirlanarak hiicrelerin kiiltiirlenecegi ortama verilmis, 45
dakika boyunca havalandirilarak oda sicakliginda bekletilmis ve
sonrasinda sivi ortamdan ¢ekilmistir. Diger uygulamada ise PBS
icerisinde laminin 2 pg/cm?, fibronektin 5 pg/cm?, kolajen A 10
pg/cm? ve proteoglikan 10 pg/cm? konsantrasyonda olacak sekilde
soliisyon hazirlanmig ve jel ylizeyine verilmistir. 2 saat 37 °C’de
bekletildikten sonra sivi ortamdan c¢ekilmis ve PBS ile yikama
yapilmistir.

3.2.12. Canhlik analizi

Platform igerisinde kiiltlirii gerceklestirilen hiicrelerin canlilik
analizlerinin gergeklestirilmesi i¢in kantitatif bir analiz yontemi olan
WST-1 yapilmistir. WST-1 prosediiriinde, ilk basamak olarak
hiicrelerin tutunmus oldugu PHI20 jel membranlarin iizerinden besin
ortam1 uzaklastirllmis ve PBS ile 1 kez yikama gergeklestirilmistir.
10:1 oraninda WST-1 igeren besin ortami soliisyonu, her kuyucuk i¢in
toplam 110 pL hacimde olacak sekilde hazirlanmistir. Hiicrelerin
bulundugu kuyucuklara eklenen soliisyon 37 °C ve %5 CO2’li ortamda
3 saat stireyle, 1siktan etkilenmeyecek sekilde inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda, kuyucuklardaki siipernatantlar toplanmis ve
96-well plakadaki gozlere aktarilmistir. 96-well plaka, 151ks1z ortamda
mikroplaka okuyucuya alinarak dalga boyu 450 nm olacak sekilde
spektrofotometrik  olarak  analiz  edilmistir.  Canlililk  oram
hesaplamalar1 ~ GraphPad Prism 8.0  programi  iizerinden
gerceklestirilmistir.

3.2.13. Immiinofloresan boyama

Mekanik stres ve kirleticinin, akciger epitel hiicreleri (Calu-3)
tizerindeki etkisinin kalitatif olarak analiz edilmesi i¢in DAPI
immiinofloresan boyamasi gergeklestirilmistir.
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3.2.14. Laktat dehidrojenaz aktivitesi (sitotoksisite) analizi

Hiicre o6liimii ve hiicre erimesinin miktarinin kantitatif olarak
belirlenmesi igin, hiicrelerin sitozoliinden siipernatanta salinan laktat
dehidrojenaz (LDH) aktivitesinin Ol¢iimiine dayanan kolorimetrik bir
test olan laktat dehidrojenaz analizi yapilmistir. Silika uygulamasinin
akciger epitel hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisinin analiz edilmesi
icin, ¢ipte gergeklestirilen hiicre kiiltiiriine ait besin ortamlar1 eppendorf
tiiplere alinmis ve 250 g’de 10 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Elde
edilen siipernatantlar 96-well kuyucuklarima alinmigtir. Reaksiyon
karisimi, 45:1 oraninda sirasiyla boya ve katalist igerecek sekilde
gereken miktarda hazirlanmistir. Her kuyucuga 100 pL reaksiyon
karisimi eklendikten sonra 15-25 °C’de, 1siktan korunacak sekilde 30
dakika boyunca inkiibasyona birakilmstir. Inkiibasyon sonrasinda 96-
well 490 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucuda okutulmustur.
%100 sitotoksisiteyi gdstermesi i¢in hiicrelere ayni inkiibasyon siiresi
ve kosullarinda %2 Triton X-100 uygulamasi yapilmistir. Diger
orneklere yapilan islemlerin aynist bu hiicreler iizerinden alinan
slipernatanta da uygulanmustir.

3.2.15. Tiimér nekroz faktorii alfa (TNF-a) analizi

Silika uygulamas1 sonrasinda proinflamatuar yaniti temsilen,
insan tiimori nekroz faktorii alfa (TNF-a) seviyesini tahlil etmek i¢in,
¢ift antikorlu sandvi¢ enzim baglantili immiinosorbent testi (ELISA)
kullanilmigtir. Bunun i¢in oncelikle hiicrelerin iistiinden alinan
stipernatantlar 2 kat seyreltilerek, dnceden TNF-o monoklonal antikoru
ile kaplanmis ve 2 kez yikanmis olan 96-well kuyucuklarina
koyulmustur. Plakalar 37 °C de 90 dakika inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda 2 kez yikanan kuyucuklara 100’er uL biotinle
isaretlenmis antikor soliisyonu koyulmus ve 37 °C de 60 dakika
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan almarak 3 kez yikanan
kuyucuklara 100 uL HRP-Streptavidin konjugat soliisyonu eklenmis ve
30 dakika boyunca 37 °C’de inkiibe edilmistir. Sonrasinda,
baglanmamis enzimlerin ortamdan uzaklastirilmasi i¢in her defasinda 2
dakika bekletilerek 5 kez yikama soliisyonu ile yikama
gerceklestirilmistir. Her kuyucuga 90 uLL. TMB substrat1 eklendikten
sonra nazik¢e karigtirma yapilmis ve 1siktan korunacak sekilde 10-20
dakika boyunca 37 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda her kuyucuga 50 puL durdurma soliisyonu eklenmistir.
Rengin hizli bir sekilde sariya dondiigii gozlenmis ve ornekler en kisa
stirede 450 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucuda okutulmustur.
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3.2.16. istatiksel analiz

Tiim deneyler en az 3 tekrarli olacak sekilde yapilmis olup,
ortalama degerleri ve standart sapmalart hesaplanmistir. Prism
GraphPad programi {izerinde 2 yonlii ANOVA testi ve t-testi analizleri
yapilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Simiilasyon

SolidWorks bilgisayar destekli 3 boyutlu ¢izim programimin Simiilasyon
eklentisi ile gerceklestirilen yer degistirme simiilasyonunda, ¢ip listii organ
platformuna ve PHI20 jel membrana aksiyal olarak ¢ekme uygulandiginda,
cipin hiicre kiltiirii gerceklestirilecek olan alanlarinin  bulundugu orta
kisimlarda 0.20-0.35 mm araliginda bir yer degisimi olustugu gorilmistiir,
toplam yer degistirme 1 mm’dir (Sekil 4.1a). PHI20 jel membranda da toplam
yer degistirme 1 mm olacak sekilde orta bolgelerde 0.16-0.33 mm araliginda bir
degisim goriilmiistir.

Sekil 4.1. Yer degistirme simiilasyonu, a) ¢ip iistii organ platformu, b) PHI20 jel membran

Platform ve PHI20 jel membrana uygulanan g¢ekme kuvveti sonucunda,
platformun maruz kaldig: stres degeri, ¢iplerin giris ve ¢ikislarinin arasindaki
PDMS baglant1 bolgelerinde daha fazla olusmustur. Bu bolgelerdeki gerilme
degeri 6.1x10*-8.15x10* N/m? araliginda degisim gostermistir (Sekil 4.2a).
PHI20 jel membranda ise bu deger neredeyse tim bolgelerde ayni olarak
ortalama 1.19x10° N/m?dir (Sekil 4.2b). Malzemelerin akma mukavemeti
gostermedigi gorilmiistiir.

£ 2 $ 33 3 3 YL
8 2 2 R B & 8 8 8 8 8 &

eI
:

P Akma mukavemets 7000405,

Sekil 4.2. Stres simiilasyonu, a) ¢ip Uistii organ platformu, b) PHI20 jel membran
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Stres simiilasyonuna benzer sekilde, ¢ipin giris ve ¢ikis bolgelerinde daha fazla
esdeger gerilme olusmus ve 2.34x102-3.08x10°> N/m? araliginda oldugu
goriilmistiir (Sekil 4.3a). PHI20 jel membranda ise bolgesel gerilme degisimi
neredeyse hi¢ goriilmeyerek ortalama 4.49x102? N/m? olarak Slciilmiistiir.

a
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. 6,06e-02
. 53%e-02

457e-02
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Sekil 4.3. Gerilme simiilasyonu, a) ¢ip iistii organ platformu, b) PHI20 jel membran

4.2. Cekme Testi

PHI20 jel membranlara uygulanan ¢ekme testi, Discovery Hibrit
Reometer cihazinda gergeklestirilmistir. Elde edilen sonuglarda PHI20
jelinin oldukga esnek bir yapiya sahip oldugu ve %265 gerinime kadar
dayanim gosterdigi goriilmistiir (Sekil 4.4).

100000 ... PHI20
©
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Sekil 4.4. Cekme testi sonucunda olusan gerilme-gerinim grafigi

4.3. Temas Acisi1 Analizi

PHI20 jel membranlar ve negatif kontrol grubu olan PDMS
membran yiizeyinde hidrofiliklige bakildiginda PHI20 jellerinin olduk¢a
hidrofilik oldugu ve temas agis1 dlglimlerinin ortalama 43.02° oldugu
gorlilmiistiir. Negatif kontrol olan PDMS membranlarda ise yiizeyin
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hidrofobik 6zellik gosterdigi ve temas agis1 6l¢iimlerinin ortalama 101.68°
oldugu gorilmistiir (Sekil 4.5).

- i . - 150
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Q =3 PHI20
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Sekil 4.5. PHI20 jelin temas agis1 analizleri

4.4. Degradasyon Analizi

PHI20 jel membranlara yapilan degradasyon analizinde 7 giin
boyunca sadece %2 degradasyon oldugu gozlenmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Degradasyon grafigi
4.5. Sterilizasyon Tekniginin Belirlenmesi

PHI20 jel membranlara uygulanan sterilizasyon ydntemlerinin
ikisinde de olumlu sonu¢ alinmistir. Hem etilenoksit sterilizasyonu hem de
UV-+etanol sterilizasyonuna tabi tutulan membranlar ile gerceklestirilen
hiicre kiiltiirlerinde kontaminasyon goriilmemis ve sterilizasyon sonrasinda
membranlara zarar gelmedigi goriilmiistiir.

4.6. Kalitatif Absorpsiyon/Boyanma Analizi

5 gilin boyunca hiicre kiiltiirii crown’lar1 iizerinde tutturularak RPMI
besin ortami igerisinde 37°C ve %5 CO2’li ortamda inkiibe edilen PHI20
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jel membranlar makroskobik ve mikroskobik olarak incelenmistir. Yapilan
kalitatif gézlemde, membranlarin besin ortamini absorplamadigi ve renk
degistirmedigi goriilmiistiir (Sekil 4.7).

0. giin 1. giin

3. gilin 7.giin 7.gln

Sekil 4.7. Absorpsiyon/Boyanma analizi, a) 7 giin boyunca besin ortami igerisinde tutulan
PHI20 jel membranin mikroskop goriintiileri, b) 0. ve 7. giinlerdeki membran fotograflar

4.7. Besin Ortam Secimi

Calu-3  hiicrelerinin  farkli  besin ortamlarina adaptasyonu
degerlendirildiginde, DMEM {12, DMEM High Glucose ve RPMI 1640
besin ortamlarinda kiiltiire alinan hiicreler, 8 gilinlik hiicre kiltiiri
stiresince mikroskobik olarak gozlenmistir. T75 flasklar igerisinde
gergeklestirilen hiicre kiiltiirlerinde yapilan gozlemler sonucunda hiicre
proliferasyonu ve morfolojisi goz oniinde bulundurularak DMEM F12
besin ortaminin Calu-3 hiicreleri i¢in daha uygun olduguna karar
verilmistir (Sekil 4.8).

12 _DMEM High Glucose RPMI 1640
VL R Y Pk 2 g o e

Sekil 4.8. Calu-3 hiicreleri i¢gin besin ortami segimi
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4.8. Yiizey Kaplama

PHI20 jelinin protein kokteyli kaplanmasinin, fibronektin ile
kaplamaya veya kaplama yapilamasina kiyasla hiicre proliferasyonu ve
homojen dagilimi i¢in daha elverisli oldugu goriilmistiir (Sekil 4.9).

10x —20x

Protein kokteyli

Fibronektin

Kaplamasiz

W

Sekil 4.9. PHI20 jel iizerinde fibronektin kaplamali ve kaplamasiz Calu-3 hiicre kiiltiirii

4.9. Canlilik Analizi

Kantitatif olarak gergeklestirilen WST-1 canlilik analizi sonucunda
dinamik+mekanik stres (DMS) kosullarinda, silikanin varligi ve yoklugu
arasinda anlamli bir fark olustugu goriilmiistiir. Ayni zamanda hiicre
canliliginin, statik(S-) kosulu ile karsilastirildiginda, DMS(S-) kosullarinda
oldukea yiiksek oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.10).

250 * %k
flale i El Statik
200+ B Dinamik
x =
= 1504 DMS
c
©
© 100+
X
50
0-

S- 8+ 8- 8+ S- S+

Sekil 4.10. WST-1 canlilik analizi (S-: silikasiz ortam, S+: silikali ortam, **: p<0.002,
***: p<0.0002)
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4.10. Immiinofloresan Boyama

Yapilan immiinofloresan goriintiillemede, DAPI boyamalari

karsilastirildiginda dinamik+mekanik stres (DMS) kosullar altinda silika
partikiillerinin varliginin daha heterojen bir niikleus dagilimina sebep
oldugu gozlenmistir (Sekil 4.11).

DMS, S+ Dinamik, S+ Dinamik, S- Statik, S+

Statik, S-

10x

20x

Sekil 4.11. immiinofloresan boyama (DAPI)

4.11. Laktat Dehidrojenaz (LDH) Aktivitesi Analizi

Silikanin sitotoksik etkisi laktat dehidrojenaz (LDH) aktivitesi tayini

ile belirlenmistir. Statik, dinamik ve dinamik+mekanik stres (DMS)
kosullari i¢in kargilagtirma yapilmigtir. Statik ve DMS gruplarinda silikasiz
kontrol grubu ile silikali grup arasinda anlamli farklar goriilmiistiir. DMS
kosulunda silika daha fazla sitotoksik etki gostermistir (Sekil 4.12).

Dinamik, S+

Dinamik, S-

b * Kk ok
400+ ko k
|_l Em Statik
= 300+ = Dinamik
s = DMS
=
L3
@ 200
-
L2
2
5 100+
0
S S+

Sekil 4.12. Sitotoksisite analizleri, a) 3 giin inkiibasyon sonunda 151k mikroskobu

goriintiileri, b) laktat dehidrojenaz aktivitesi (LDH) analizi (****: p<0.0001)
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4.12. Tiimor Nekroz Faktorii-a (TNF-a) Analizi

Cift antikorlu sandvi¢ enzim baglantili ELISA ile gergeklestirilen
TNF-o analizinde dinamik kosullar ve dinamik+mekanik stres (DMS)
kosullar1 altinda silika partikiillerinin varligi ve yoklugunda proinflamatuar
sitokin salinim1 incelenmistir. Elde edilen sonuglara bakildiginda dinamik
ve DMS gruplan igerisinde TNF-a saliniminin silikali 6rneklerde daha
fazla oldugu ve farkin anlamli oldugu goriilmistiir (Sekil 4.13).

* 4k K
* 4k K
Hl Dinamik
800 = DMS

| [N |l

T
S- S+

Sekil 4.13. Tiimor nekroz faktorii-a analizi (****: p<0.0001)
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5. SONUC VE TARTISMA

Hava-siv1 araylizeyini i¢eren alveollerin solunum sirasinda maruz kaldigi
gerinim hareketleri, alveolar hava bosluklarinda ve interalveolar septada
deformasyona neden olur (Knudsen ve Ochs, 2018). Ortaya ¢ikan mekanik
zorlanma, interstisyel boslugun degisken kalinliklar1 ve karmasik parankimal
mimari nedeniyle heterojendir (Roan ve Waters, 2011). Bu dinamik ortam,
birgok parametrenin eklenmesine sebep olarak, alveollerin in vitro kosullarda
taklit edilmesini zorlastirir. Ilk zamanlarda gelistirilen ¢ip istii akciger
platformlari, solunum hareketleriyle indiiklenen alveolar bariyerin ritmik
mekanik gerilimini taklit etmistir ancak sistemlerde siklikla kullanilan PDMS
membranlar bir¢ok sinirlayict 6zellige sahiptir. PDMS membranlarin kiigiik
molekiil emilimi ve absorpsiyonu, ozellikle ilag gelistirme ¢alismalarindaki
kullanimi agisindan dezavantaj olusturmaktadir (Zamprogno vd., 2021).
PDMS’i bir membran gibi ince ve gozenekli olarak iiretebilmek fotolitografi
gibi yontemler gerektirdiginden bu membranlarin iiretim siireci maliyetli ve
zordur (Huh vd., 2011). Diger yandan PHI20 jelleri oldukga kolay ve zahmetsiz
bir sekilde iiretilebilmektedir. Uretim siirecindeki en 6nemli dezavantaj,
kiirlesme ve yikama prosediiriiniin uzun zaman almasidir. Bunun yaninda,
iiretilen membranlar destile su igerisinde wuzun siire bozulmadan
bekletilebilmektedir.

In vivo hiicreler, fiziksel ve biyokimyasal 6zelliklerini, morfolojilerini,
islev ve davranislarini etkileyecek hiicre reaksiyonlarina neden olabilen hiicre
dis1t matris (ECM) ile g¢evrilidir (Agmon ve Christman, 2016). Bu nedenle, in
vitro ¢aligmalarda, yapay yiizeylerde hiicre yapigsmasi, oryantasyonu, gogli ve
farklilasmasi dahil olmak iizere hiicre davranisini etkileyen faktorleri ve bunun
nasil kontrol edilecegini anlamak, ileri biyomiihendislik ve doku miihendisligi
gibi alanlar i¢in ¢ok Onemlidir. Bu kapsamda, in vitro hiicre kiiltiirii
sistemlerinde tutunarak iireyen hiicrelerin yiizeye tutunmasi ve ¢cogalmasi i¢in
yiizeyin hidrofilikligi oldukca kritiktir. Biyouyumlu malzemelerde yiizey, her
zaman hiicre tutunmasina elverisli olmasa da bu malzemeler, cesitli yiizey
modifikasyonlari ile hiicreler i¢in optimum hale getirilebilir. Bu tez ¢alismasi
kapsaminda, epitelyal hiicre kiiltlirlinde kullanilmak tizere iiretilen PHI20 jel
membranlari, temas acist analizlerine bakildiginda da goriilecegi lizere oldukca
hidrofilik 6zellik gdstermektedir. Bir¢ok ¢ip iistii organ platformunda, 6zellikle
sistemin mekanik stres uygulamasina elverigli hale getirilmesi ve
gorilintiilemenin 1iyilestirilmesi amaciyla kullanilan PDMS polimeri ile
karsilastirildiginda hiicre tutunmasina ¢ok daha uygun bir ylizeye sahiptir. Buna
ragmen, yapilan tutunma denemesinde farkli proteinler ile yiizey kaplamasi
yapilmis olan PHI20 jel membranlar iizerindeki hiicre tutunmasi, kaplamasiz
olanlara gore daha iyi sonu¢ vermisti. PDMS membranlar ile yapilan
caligmalarda genellikle fibronektin kaplama metodu kullanilmasina ragmen
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PHI20 jeller iizerinde protein kokteyli ile kaplama yapilmasi daha iyi sonug
vermistir (Huh vd., 2010; Stucki vd., 2015).

Degradasyon analizi sonucunda, iiretilen PHI20 jel membranlarin, 7 giin
boyunca 37 °C’de DMEM F12 besin ortaminda tutuldugunda, biyolojik olarak
olduk¢a az miktarda (%2) pargalandigr goriilmistiir. Doku miihendisligi
uygulamalarinda biyobozunurluk 6nemli bir kriter iken in vitro ¢ip iistii organ
sistemlerinde uzun Omiirli hiicre kiiltiirlerinin olusturulabilmesi i¢in diisiik
degradasyon yiizdesi daha efektiftir. Saygili ve digerleri (2021), kikirdak doku
onarimint indiikleyen bir implant olarak kullanilmasi i¢in TGF-B3 yiikli
nanopartikiiller ~igeren hidrojelleri  gelistirmis ve bu hidrojellerin
biyobozunurluk  analizlerini  gergeklestirmislerdir. ~ TGF-B3  igeren
nanopartikiillerin zamanla yavas salinimin1 hedefleyen grup, jellerin ilk hafta
icerisinde %15 degradasyon gosterdigini ve bu degerin kikirdak yenilenmesi ile
tutarli oldugunu belirtmistir. Bir diger ¢alismada ise, kalp doku
miihendisliginde kullanilmak {izere gelistirilen yamalarin, ilk 5 giinde %30-40
oraninda biyobozunurluk gosterdigi ve kalp doku miihendisliginde kullanim
icin oldukgca elverisli oldugu belirtilmistir (Sayed vd., 2019).

Geleneksel hiicre kiiltliri yontemleri, hiicreleri kesme gerilimi,
gerinim/sikistirma, spesifik boyutlu ve geometrik nanoyapilar dahil olmak
tizere fizyolojik mekanik sinyallere maruz birakmaz. Bu sinyaller, hiicre
proliferasyonun yami sira, 2 boyutlu modellerde eksik olan doku
morfogenezinden organ gelisimine kadar olan fizyolojik siireglerde yer alir
(Mousavi ve Hamdy, 2015). Bu nedenle hiicrelerin bulundugu mikrogevrede
maruz kaldiklari mekanik kosullarin in vitro kiiltirlerde de saglanmasi
elzemdir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda Arduino ve servo motor temelli olarak
gelistirilen mekanik stres (¢cekme) sistemi, alveollerdeki nefes alip verme
mekanizmasini taklit etmek icin tasarlanmistir. Halihazirda bulunan diger
caligmalarin aksine, membranlara vakum uygulanmasi ile degil, ¢ipin bir biitiin
olarak aksiyal sekilde ¢ekilmesi prensibine dayandirilmistir (Stucki vd., 2015;
Zamprogno vd., 2021). Servo motorlarin donme agis1 ve siiresi degistirilerek
elde edilmek istenen gerinim degerine gore ayarlama yapilmasi avantaj sunar.
Boylelikle farkli mekanik stres uygulamalarinin arastirilmasi i¢in elverisli bir
sistem olusturmaktadir.

Statik, dinamik ve DMS kosullar1 i¢in canliik analizleri
karsilastirildiginda, statik kosullarda silikali ve silikasiz kosullarda %canlilik
degerleri arasinda anlamli bir fark olmadigi goriilmiistiir. Bunun sebebinin,
statik kosullarda herhangi bir mekanik gerilme veya besin ortamu sirkiilasyonu
bulunmadigindan silika partikiillerinin hiicreler arasina iyi penetre olamadigi,
dolayisiyla da kontrol grubu ile anlamli bir fark olugsmadig1 diisiiniilebilir.
Dinamik kosullar degerlendirildiginde, statik kosullarda oldugu gibi kontrol
grubu ile silika uygulanan grup arasinda anlamli bir fark goriilmemektedir.
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Immiinofloresan gériintiileme ile de desteklenerek, statik kosullarn aksine
besin ortami sirkiilasyonu olan bu grupta da benzer bir tablo goriilmesini ancak
DMS kosullarindaki gruplar ile anlamli farklar olugsmasini mekanik stres varligi
ile iliskilendirmek miimkiindiir. Her bir hiicreyi birer mekanosensor olarak
tanimlayan Ingber (2018), hiicrelerin maruz kaldiklar1 mekanik kuvvetler
sebebiyle farkli sinyal yolaklarini etkinlestirebildiklerini ve bu degisimin kimi
zaman apoptoza neden olurken kimi zaman ise hiicre biiyiimesini
indiikleyebilecegini  belirtmistir. Bunu, bir molekiilin fiziksel olarak
bozulmasiin, onun seklini ve kimyasal aktivitelerini (baglanma kinetigi,
termodinamigi vs.) degistirecegi ve dolayistyla hiicre i¢i biyokimyanin ve gen
ekspresyonunun degisecegi yaklagimi {izerinden agiklamaktadir. Bu
yaklagimdan yola ¢ikilarak, DMS kosullarinin hiicre proliferasyonunu ve
silikanin etkinligini arttirmis olabilecegi sonucuna varmak miimkiindiir.

Immiinofloresan boyama gériintiileri degerlendirildiginde, mekanik stres
uygulanan silikali 6rneklerde kontrol gruplariyla kiyaslandiginda gézle goriiliir
bir deformasyon oldugu, mekanik stres uygulandiginda akciger epitel
hiicrelerin deforme oldugu ve ¢ekirdek yapisinin bozuldugu goriilmektedir.
Statik kosullarda tutulan c¢iplerde silikali ve silikasiz kosullarda morfolojik
olarak fark goriilmemekle birlikte, dinamik ve DMS ortam kosullarinda tutulan
orneklerde fark goriilmiistiir. Buradan, mekanik stresin silika par¢aciklarinin
penetrasyonunu arttirdig1 ve hiicre yapisina daha ¢ok zarar vermelerine sebep
oldugu ¢ikarimi yapilabilir. Huh ve digerleri (2010), olusturduklar ¢ip iistii
akciger platformunda mekanik stres varliginda ortama polistiren
nanopartikiilleri ekleyerek hiicrelerin partikiil alimini incelemistir. Elde edilen
sonuglar, %10 gerilim uygulandiginda, hi¢ gerilim uygulanmayan statik
kosullara gore, 100 nm polistiren nanopartikiillerin hiicresel alimini arttirdigini
gostermistir.

Silika nanopartikiillerinin havayolu hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisi
LDH aktivitesi ile analiz edildiginde, DMS kosullar1 altinda kiiltive edilen
hiicrelerin dinamik ve statik kosullardaki kiiltiirlere kiyasla daha fazla
etkilendigi ve LDH saliniminin indiiklendigi goriilmektedir. Donkers ve
digerleri (2022), bagirsak ve akciger epitel hiicreleri ile olusturduklar iki farkli
bariyeri temsil eden ¢ipler tizerinde, ¢evre kirliligi nedeniyle maruz kaldigimiz
bircok farkli mikro/nanopartikiiliin etkisini incelemistir. 96 saat siireyle
olusturduklart kiiltiirlerde sitotoksisite miktar1 degisse de bu tiir partikiillere
maruziyetin sitotoksik etki gosterdigi kanitlanmistir. Kullanilan ¢ip iistii akciger
platformunda mekanik stresin taklit edilmedigi kosullarda mikro/nanopartikiil
varlig1 %5-10 araliginda sitotoksik etki gdstermistir.

TNF-q, hiicre apoptozunu ve proliferasyonunu ayni anda diizenleyen
sinyal yolaklarmma sahip bir sitokindir (Lai vd., 2019). Bu tez caligsmasi
kapsaminda gelistirilen platformda, bir proinflamatuar markoér olan TNF-a
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saliniminin dinamik ve DMS kosullarinda karsilastirilmasiyla, her iki kosulda
da silika varliginin TNF-a salinimini indiikledigi gozlenmistir. DMS
kosullarinda dinamik kosullara kiyasla daha az TNF-a salinimi oldugu
gorilmistiir. Donkers ve digerlerinin (2022) calismasinda, akciger epitel
hiicrelerinin partikiillere karsi olusturdugu proinflamatuar yanit, TNF-a’ya
benzer sekilde bir proinflamatuar sitokin olan IL-6 sekresyonu tizerinden analiz
edilmis ve partikiil tiirine gore varyasyonlu olmakla beraber, naylon
partikiillerinin varliginda yaklasik 200 pg/mL konsantrasyonda IL-6 salinimi
oldugu goriilmiistiir. Ricard ve digerlerinin (2001), yiiksek miktarda mekanik
esneme sirasinda akcigerlerdeki proinflamatuar sitokin tiretimini in vivo olarak
inceledikleri c¢alismada ise, yliksek miktarda mekanik ventilasyonun kendi
basina, izole edilmis sican akcigerlerinin hava bosluklarina proinflamatuar
sitokinlerin (TNF-a ve IL-1p) salinimina neden olmadigini belirtmistir. Yiiksek
ventilasyon kosullar1 ile birlikte pulmoner 6dem olusumu durumunda da
hayvanlarin akcigerlerindeki hava bosluklarinda veya sistemik dolasiminda
TNF-a sitokini tiretimi goriilmedigi bildirilmistir. Bu durumda, mekanik stres
varliginin proinflamatuar yaniti indiikleyici 6zellik tagimadigini sdylemek
miimkiindiir.
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6. ONERILER

Bu tez calismasi kapsaminda, daha once hiicre kiiltiirii sistemlerinde
kullanilmamis olan PHI20 jel membranlari ile olusturulmus olan bir ¢ip tisti
alveol platformu gelistirilmis ve bu platformda, nefes alip verme mekanizmasi
nedeniyle hava-sivi arayiizeyinde bulunan akciger epitel hiicrelerinin maruz
kaldig1 mekanik stresin taklit edilebilmesini saglamak amaciyla Arduino tabanl
bir sistem gelistirilmistir. Cevresel kirleticilerin epitelyal bariyer disfonksiyonu
tizerindeki etkisinin ¢ipte olusturulabilmesi igin, Calu-3 hiicreleri, PM2.5
temsilen 800 ug/mL konsantrasyonda silika partikiillerine maruz birakilmistir.
Epitelyal bariyer disfonksiyonunun daha iyi incelenmesi i¢in sistemin, alveolar
epitel hiicreler (tip 1, tip 2), makrofajlar ve kilcal damar1 temsilen vaskiiler
endotelyal hiicreler ile olusturulmasi daha etkili olacaktir. Hala gelistirilmesi
gereken bir¢ok yonil olsa da alinan sonuglar géz 6niinde bulunduruldugunda
gelistirilen sistemin daha farkli uygulamalara adapte edilmesi saglanabilir.
Ormnegin, pre-klinik uygulamalarda kullanilmak iizere akcigere spesifik bir ilag
etken maddesinin hastalikli ve saglikli hiicreler iizerindeki etkisi ve olusan
immiinolojik yanit gercek zamanli olarak caligilabilir. Cip {dsti insan
platformlarina entegre edilmesiyle birlikte c¢oklu organ etkilesimlerinin
gbzlemlenmesi icin bir arag olabilir.
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