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TUBITAK

ONSOz
Bu projede manyetik levitasyon yontemi ile olusturulan agirliksiz ortam hucre kualtura
calismalarinin temel sorunlarindan bir tanesi olan mikrokapiler kullaniminin alternatifleri
arastinimigtir. Manyetik levitasyon tekniginin yarattigi agirliksiz ortamda hucre tasnifi ve hicre
kultdrintn kisith hacim imkanindan ve hucrelere disaridan ulasarak manipile etme gibi
imkanlara sahip olmadidi i¢in bu proje 6zelinde yeni bir manyetik platform dizayn edilmistir. Bu
dizayn ile manyetik levitasyon sistemi ylksek ve ulasilabilir hacimlerle calisan bir
biyofabrikasyon platformuna donustirilmustir. Proje 6zelinde fakh hicre tipleri ile
biyofabrikasyon ve olusturulan hlcresel yapilarin manipilasyonu calismistir. Sonuglar

platformun htcresel yapilarin olusturulmasinda olduk¢a basaril oldugunu ortaya koymaktadir.

Bu proje TUBITAK Miihendislik Arastirma Destek Grubu (MAG) tarafindan desteklenmis ve
Dog. Dr. Engin Ozgivici yiriticiliginde tamamlanmistir. Proje destegi ve bulgulari, projede
calisan izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii Biyomiihendislik programina kayith Ar. Gér. Miige
Anil-inevi'nin doktora tezi muhteviyatini olusturarak bu égrencilerin akademik ilerlemelerine

katkida bulunmustur.

Proje calismalari esnasinda kullanilan teknikler, analizler ve kargsilasilan problemler
konusunda bizlere yardimci olan izmir Yiiksek Teknoloji Enstitlisii Biyomiihendislik BSltimii
ogretim dyesi Dog. Dr. H. Cumhur Tekin ve Molekuler Biyoloji ve Genetik Blumu 6gretim tyesi
Dog. Dr. Gilistan Mese Ozgivici'ye tesekkirlerimizi sunariz. Ayrica, izmir Yiiksek Teknoloji
Enstitisu Biyoteknoloji ve Biyomuhendislik Arastirma ve Uygulama Merkezi (BIYOMER)

personeline bazi deneylerde verdikleri teknik destekten dolayi tesekkir ederiz.

Proje rapora hazirlandidi sirada, proje destedi ve ciktilarindan 1 adet uluslararasi makale
taslagi hazirlanmig, ayrica bulgular Uzerinden yeni bir proje Onerisinin 6n g¢alismalari

tamamlanmisgtir.
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SEKIL LISTESI

Sekil 1. Farkli konsantrasyonlarda (5000 ve 50000 hiicre/kapiler kanal) manyetik levitasyon
(100 mM Gd*) kiiltirii gerceklestirilen D1 ORL UVA hiicrelerinin 24 ve 48 saat sonra
olusturduklari 3 boyutlu yapilar ve bu yapilarin uzunluk ve kalinlik degerlerini gésteren
grafikler. Olgek gizgisi: 500 pum (Anil-Inevi M vd., 2018)........cccceveeireeieeieeeeeeeeeeeeeeee e 3

Sekil 2. Tek bir delikli silindirik miknatisin (Neodmiyum, 50.8 x 50.8 x 25.4 mm) olusturdugu
manyetik gradyen (Ge ve Whitesides, 2018). ..........uuuuuuummmmmmiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 4

Sekil 3. Paramanyetik ortam igerisinde kdresel bir pargacigin (izerine etkiyen kuvvetler. (Mavi:

dlisiik manyetik alan, kirmizi: yliksek manyetik alan) ...............cc...cccovviiiiiiii e, 5

Sekil 4. Halka tip tek N52 miknatis (izerine yerlestirilen hiicrelerin levitasyonu. llk ekimde
hticreler tip icinde daginik yapi sergilerken (sol panel), zaman gectikce hiicreler diyamanyetik
ozelliklerinden dolayi halka deliginin tam ortasinda bulunan yerel manyetik dip noktasinin

tizerinde toplanmaktadiriar (sag panel). (Ge ve Whitesides, 2018 makalesinden uyarlanmistir).

Sekil 5. Manyetik kuvvet tabanli levitasyon ve 3 boyutlu biyolojik yapi olusumu. (A) Manyetik
levitasyon  sistemi. Hiicre Kkiltirii  haznesi, halkali miknatisin deligi lzerinde
konumlandiniimistir. (B) Hiicresel kiimelenmenin sematik goésterimi. Semadaki blok oklar

yukari dogru manyetik indliksiyonu temsil etmeKtedir. ...............cccceeeiiiiiiiiiiiiiiiii e, 11

Sekil 6. Paramanyetik kiiltiir ortaminda (0, 100 ve 200 mM Gd**) siispanse edilmis 1.02 ve
1.09 g/mL yodunluga sahip polimerik parcaciklarin halkall miknatis deligi (zerindeki
davranisini gésteren mikrografiar. Sari dikdértgenler parcaciklarin denge konumunda biriktigi
boélgeyi gbstermektedir. ilk mikrograflar islemin baslangicinda ve ikinci mikrograflar ise

pargaciklar denge konumuna ulastiginda (7 dakika iginde) kaydedildi. Olgek ¢ubugu: 200 um.

Sekil 7. D1 ORL UVA hiicrelerinin halkali miknatis tabanli manyetik levitasyon sisteminde 3
boyutlu yapi olugturmasi. (A) Halkali miknatis tabanli manyetik levitasyon (0, 50, 100 ve 200
mM Gd*", 10° hiicre/mL, 100 uL) ile 2 saat ya da 24 saatbkiiltiirlenen D1 ORL UVA hiicrelerinin
mikrograflari. Olgek ¢ubugu: 1 mm. (B) Manyetik levitasyon ile 24 saat boyunca olusturulan
hticresel kiimelerin boyutu (100 ve 200 mM Gd**, 10° hiicre/mL, 100 uL); yatay ¢ap, dikey ¢ap,

alan ve cevre. Veriler, hata ¢ubuklariyla (+ SD) tekrarlarin ortalamasi olarak cizilmigtir. ....... 13

Sekil 8. Farkli yogunluklarda Kiiltiir ortamlarinda (1 (ficoll ilavesi olmadan), 1.02 ve 1.04 g/mL)
halkali miknatis tabanli manyetik levitasyon (0 ve 100 Gd**) ile 24 saat kiiltiirlenen D1 ORL
UVA hiicrelerinin mikrografiari. Olgek GUDBUGU: T MIM.........c..cvevueeeeeeeeeeeeeeeee e ee e 14
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Sekil 9. Artan Gd** konsatrasyonlarinda (0, 200, 350 ve 500 mM) halkali miknatis tabanli
manyetik levitasyon ile 5 saat kiiltiirlenen D1 ORL UVA hiicrelerinin mikrografiari. Olgek

(o101 010 (o [ My I 1 £ U 15

Sekil 10. Tek bir halkali miknatistan olusan veya (st (ste yapigtiriimis 2 halkall miknatistan
olugsan manyetik levitasyon platformlarinda (0, 150, 200 mM Gd*3) 2, 24 ve 48 saat kiiltiirlenen
D1 ORL UVA hiicrelerinin mikrografiari ve boyutlari. Olgek gubugu: 1 mm. Veriler, hata

cubuklariyla (£ SD) tekrarlarin ortalamasi olarak GizilmiStir. ................cccoeeiiiiiiiiiiiiinn. 15

Sekil 11. Halkali miknatis tabanli manyetik levitasyon ile 3 boyutlu Kkiiltiirde kiitle
manipllasyonu. (A) Manyetik levitasyon sisteminde kendiliginden birlesmis D1 ORL UVA
kiimesinin (200 mM Gd*", 10° hiicre/ml, 100 uL) (A) dikey diizlemde ve (B) yatay diizlemde
odaklanma bélgesi. Denge konumundaki hiicresel kiime (i) kiiltiir haznesi ile birlikte yukari
dogru hareket ettirildiginde (i) kiime denge konumuna geri ¢6kmdistlir (iii). Hlicresel kiime
kiiltiir haznesi ile birlikte asagi dogru hareket ettirildiginde ise (iv) kiime denge konumuna geri
ylikselmistir (v). Sekil A'da kirmizi kesikli cizgilerin arasi hiicresel kiimenin dengelenme
ediliminde oldugu bolgeyi belirtmektedir. Sekil B'de kirmizi kesikli ¢izgi hiicresel kiimenin yatay
dlizlemde odaklandidi bélgenin sinirini géstermektedir. Sari oklar hiicresel kiimenin kiiltir
haznesi ile birlikte digsal bir kuvvet ile hareket ettirildigi ybnii géstermekte ve kirmizi oklar
hticresel kiimenin dogal olarak hareket ettigi yoni géstermektedir. (C) Manyetik levitasyon
sisteminde (200 mM Gd**, 10° hiicre/ml, 200 uL) olusmus ve denge pozisyonunda Kiiltiirti
devam eden 3 boyutlu hiicresel kiimenin (i) kullandigi eski besi ortaminin uzaklagtiriimasi (ii)
ve taze besi ortamin eklenmesi (iii). (D) Manyetik kaldirma sisteminde olusmug ve denge
pozisyonunda kiiltiiri devam eden bir 3B hiicresel kiimenin (i) bir pipet yardimiyla yavagsg¢a
cekilerek hasat edilmesi (ii, iij). (D) Manyetik levitasyon sisteminde olusan 3B hiicresel
kiimenin bir pipetle baska bir manyetik levitasyon cihazina levitasyonu devam edecek sekilde

aktariimasi. OIgek GUDUKIAIT: T IMIM..........cc.cceeeeeeeeeeeee e ee et ee e e e e anens 17

Sekil 12. Halkali miknatis tabanli levitasyon ile olugturulan kiimelerin sagligi ve birlikte-
levitasyon kiiltiirti. (A) Manyetik levitasyon (200 mM Gd*", 10° hiicre/ml, 200 L) ile olugturulan,
bu sartlar altinda 48 saat sireyle kliltiirlenen ve daha sonra standart kiiltiir kabina aktarilarak
burada 24 saat kiiltirlenen bir D1 ORL UVA 3 boyutlu hiicresel kiimesinin mikrografi. Manyetik
levitasyonla olusturulan D1 ORL UVA 3 boyutlu yapilarinin (B) ve 3 boyutlu yapilardan
ayrigtirilan tekil hiicrelerin (C) floresan mikroskopi gérinttileri. (canli: yegil, 6li: kirmizi). Hiicre
canliligi, canli 6lii boyama (Calcein / Pl) ile gérsellestiriimistir. Olgek gubugu: 200 um. (D) Ayri
ayri manyetik levitasyon teknigi ile olusturulmus hiicresel kiimelerin birlikte-levitasyon
kdltdiranin sematik temsili. (E) Manyetik levitasyon sisteminde olugturulan ve bu gartlar alfinda

48 saat stireyle kiiltiirlenen D1 ORL UVA hiicresel kiimelerinin birlikte-levitasyon kdltiirii igin
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levitasyon sistemindeki 200 mM Gd*" igeren bir ortama tek tek aktarimi. Manyetik levitasyon
sisteminde ayri ayri olusturulmus (F) iki ve (G) dért D1 ORL UVA hiicresel kiimesinin 24 saat
boyunca 200 mM Gd** igeren ortamda birlikte-levitasyon kiiltiirii. Olgek cubuklari: Kiiltiir odasi
gérdntleri icin 1 mm, Sekil F ve G igin orta ve sag goriintiilerde sirasiyla 200 ve 100 um. (H)
24 saat boyunca 200 mM Gd*" igeren bir ortamda birlikte levite edilen kiirelerin alanca fiizyon
orani (%). Veriler, hata gubuklariyla (+ SD) tekrarlarin ortalamasi olarak ¢izilmigtir ve Student’s

t-test kullanilarak deGerlenairilmiStir. .............ccoii i 19

Sekil 13. 48 saat boyunca manyetik levitasyon (200 mM Gd**, 10° hiicre/ml, 200 L) ile
kiltiirlenen ve daha sonra standart kiiltiir kabina aktarilarak burada 24 saat daha kiltiiri
stirdtiriilen bir D1 ORL UVA 3 boyutlu yapisinin mikrografi. Olgek ¢ubuklari: sirasryla 100 ve
Lo 10N ¥ o RPN 20

Sekil 14. 200 mM Gd** iceren ortamda iki (sol) ve dért (sag) D1 ORL UVA hiicresel kiimesinin
24 saatlik birlikte-levitasyon Kiiltiirii sonucunda olusturulan 3 boyutlu yapilarda hiicresel

kiimeler arasi temas bélgelerinin yakinlastiriimis gériinimii. Olgek cubudgu: 50 um. ............ 20

Sekil 15. Sekil 12 (H)'de sunulan (A) iki ve (B) dért hiicresel kiimenin birlikte-levitasyon kdiltiir(i

sonucunda alanca flizyon oranlarinin (%) hesaplanmasi igin gériintli isleme programinda elde

Sekil 16. Adipojenenezi tetikleyen ajanlar iceren ortamda 7 giin boyunca Kkiiltiirlenen 7F2

hticrelerinin mikrograflari. OIgek GUBUGU: 50 M. .........c.cceeeeieeieeee et e e 21

Sekil 17. Farkli hiicre tiplerinin levitasyon tabanli 3 boyutlu kdiltiiri. (A) Halkali miknatis tabanli
manyetik levitasyon (0, 100, 150 ve 200 mM Gd**, 10° hiicre/ml, 200 uL) ile 2 veya 24 saat
kiiltirlenen adipositlerin mikrograflari. Adipositler levitasyon ©éncesi 7F2 hlicrelerinin
adipojenezinin tetiklenmesi ile elde edilmigtir. Dikey 6lgekte her birim: 1 mm. Olgek ¢ubugu: 1
mm. (B) Manyetik levitasyon ile 24 saat boyunca kiltiirlenmis adiposit kiimelerinin boyutu
(vatay cap, dikey ¢ap, alan ve gevre). (C) Manyetik levitasyon ile 24 saat boyunca kdiltiirlenmis
adiposit kiimelerinin floresan mikroskopi gérintileri. Hiicre canliigi canli boyama (Calcein-
AM) ile gériintiilenmistir. Olgek ¢ubugu: 200 um. (D) Halkali miknatis tabanli manyetik
levitasyon (0, 150 ve 200 mM Gd**, 10° hiicre/ml, 200 uL) ile 2 veya 24 saat boyunca
kiltiirlenmis MDA-MB-231 hiicrelerinin mikrografiari. Olgek gubugu: 1 mm. (E) Manyetik
levitasyon ile 24 saat boyunca kiiltirlenmis MDA-MB-231 hiicresel kiimelerinin boyutu (yatay
cap, dikey ¢ap, alan ve gevre). Veriler, hata gubuklariyla (+ SD) tekrarlarin ortalamasi olarak
cizilmig ve istatistiksel anlamlilik Student's t-testi (two talil) ile belilenmigtir. *: p <0.05; **: p
S0 20 R 23
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Sekil 18. Halkali miknatis tabanli manyetik levitasyon (100, 150 ve 200 mM Gd®**, 10° hiicre/ml,
200 uL) ile 24 saat kiiltiirlenmis ardindan standart kliltiir kabina aktarilara burada da 24 saat
kdltard sdrddrilmis adipositlerin mikrografiari. Gériintlilerdeki 3B yapilarin sinirlari sari
cizgilerle ile kabaca cizilmigtir. Oklar, Kiiltiir yiizeyine yayilmig lipit iceren hlicre 6rneklerini

géstermektedir. Olgek cubuklari: tist fotograflar igin 100 um ve alt fotografiar icin 50 um. ....24

Sekil 19. Manyetik levitasyon ile 24 saat boyunca kiiltiirlenmis adiposit kiimelerinin ve 3 boyutlu
yapilardan ayristirilan tekil hiicrelerin floresan mikroskopi gériintiileri. Hiicre canliigi canli
boyama (Calcein-AM) ile gériintilenmistir. Olgek gubuklari: Soldaki fotograflar igin 100 um ve
sagdaki fotograflar igin 200 M. ............uiii i e 25

Sekil 20. Manyetik levitasyon sisteminde 100, 150 ve 200 mM Gd*" konsantrasyonlarinda 24
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OzZET

Manyetik levitasyon hlcresel ve doku duzeyinde biyomuhendislik uygulamalarinda hicrelerin
uzaktan manipullasyonu igcin o6nemli bir teknolojidir. Mevcut diamanyetik levitasyon
tasarimlarinin ¢ogu, sistemin ¢alisma hacmini ve uygulanabilirligini sinirlayan ayni kutuplari
birbirine dénlk iki blok miknatis arasinda bir levitasyon haznesi icermektedir. Bu projede,
biyofabrikasyon uygulamalarinda kullaniimak Gzere bu fiziksel sinirlamalari ortadan kaldirmak
icin halkali miknatis tabanh bir manyetik levitasyon sistemi olusturulmusgtur. Projede
tanimlanan bu konfiglirasyon, levitasyon sirasinda besi ortami veya hicrelerin sisteme transfer
edilebilmesini ve sistemden uzaklastirilabilmesini, ylksekliginden badimsiz olarak kalttr
haznesi kullanilabilmesini ve bdylelikle buylk boyutlu canl yapilarin Uretilebilmesini ve
kalturan surddrdlebilmesini mumkuan kilmistir. Biyofabrikasyon ¢aligmalarindan 6nce, sistemin
canl hdcrelerin levitasyonu igin dzkutleleri agisindan uygunlugu polimerik pargaciklar ile
gosterilmistir. Sistemin manyetik odaklama fonksiyonu ve hucrelerin kendi kendine bir araya
gelme Ozelliginden yararlanarak dizenekte milimetre boyutunda 3 boyutlu canh yapilar
olusturulmus ve Kkdltirleri cihaz igerisinde slrdurilmustir. Burada uygulamaya sunulan
manyetik levitasyon cihazi, acik bir operasyon alani saglamasi sebebiyle kiltlire levitasyon
esnasinda ve kolay midahale olanadi sunmustur. Proje kapsaminda besi ortamindaki
paramanyetik iyon konsantrasyonunu degistirerek farkl 6zkutlelere sahip hicre tiplerinin (kdk
hicre, adiposit ve kanser hicresi) levitasyonu ve 3 boyutlu yapi olusumu igin manyetik
levitasyon protokolleri olusturulmustur. Hucrelerin levitasyonu igin gereken paramanyetik iyon
konsantrasyonunun ise besi ortamin 6zkutlesinin arttirimasi ile azaltilabilecegi gosterilmigstir.
Hucre sagligi acisindan zararsiz oldugu proje calismasinda gosterilmis olan bu teknik, ayri
ayri olusturuimus 3 boyutlu canli birimlerinin daha karmasik yapilar Gretmek Uzere
birlesmesine de olanak saglamistir. Ayrica proje c¢iktilarinda, halkali miknatis tabanli
levitasyon sisteminin hiicrelerden galisilabilir mRNA izolasyonu saglayabildigi ve gen ifadesi
dizeyinde c¢alismalar i¢in uygun oldugu gosterilmistir. Sonu¢ olarak, projede olusturulan
manyetik levitasyon sistemi doku mihendisligi, ila¢ testi ve kanser arastirmalari gibi ¢cok cesitli

uygulamalarda kullanim alani bulabilecektir.

Anahtar kelimeler: Biyofabrikasyon, Manyetik Levitasyon, Canli hucreler, Hicresel sferoidler,

Gadolinyum
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ABSTRACT

Magnetic levitation is an emerging technology for remote manipulation of cells in cellular and
tissue level bioengineering applications. Most of the extant diamagnetic levitation
configurations use two magnets with same poles facing each other that limit working volume
and applicability. This project proposes a single ring magnet-based magnetic levitation system
to eliminate physical limitations for biofabrication applications. This configuration makes it
convenient to add and remove medium or cells during the levitation, to place a culture chamber
regardless of its height and thus to manufacture and maintain sizable living constructs. Prior
to biofabrication, suitability of the system for levitation of objects with the density range of living
cells was demonstrated with polymeric beads. In the system, magnetic focusing and cellular
self-assembly allowed formation and maintenance of millimeter-sized 3-dimensional living
structures. The magnetic levitation device proposed here enabled easy and on-site
intervention in levitation culture with an open operational space. The levitation protocol was
adapted for levitation and self-assembly of various cell types (i.e., stem cell, adipocyte and
cancer cell) representing cells of different densities by changing paramagnetic ion
concentration in the suspending medium. It was shown that increasing the density of the
medium reduced paramagnetic ion concentration required for levitation of cells. This
technique, which we showed to be harmless in terms of cell viability, additionally allowed the
merging of separately formed 3-dimensional living units. Furthermore, it has been shown that
the ring magnet-based levitation system is suitable for studies at gene expression level by
providing enough mRNA from levitation culture. In conclusion, the system offers wide range

applications including bottom-up tissue engineering, drug testing and cancer research.

Key words: Biofabrication, Magnetic levitation, Living cells, Cellular spheroids, Gadolinium
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1. LITERATUR OZETi

1.1 Hucrelerin uzaktan manipilasyonu

Canl (Lee vd., 2017) ve cansiz (Gauthier vd., 2013) materyallerin uzaktan (contact-free)
manipllasyonu, mikro yapilarin konumlandirma ve duretimi icin ciddi éneme sahip bir
yaklasimdir. Bu yaklasimin biyomedikal alandaki uygulamalari, hicrelerin akista
yonlendirilerek ayristirma / saflastiriimalarina (Gossett vd., 2010); hiicrelerden doku / organoid
dretimine (Guo vd., 2016); hicre — biyomalzeme arayizlerinin olusturulmasina (Shimizu vd.,
2007) ve hicrelerin istenilen konumda hapsedilerek farkli 6zellikler i¢in élgiimine (Huang vd.,
2008) olanak saglar. Uzaktan hiicre manipiilasyonu elektriksel (Cemazar vd., 2016), akustik
(Lenshof vd., 2017), optik (Eriksson vd., 2007) ve manyetik (Yaman vd., 2018) yontemlerle
saglanabilir. Bu yéntemlerin icerisinde manyetik yéntemler, gbérece disik maliyetli, kolay
dizayn ve entegre edilebilir ve ayri bir enerji kaynagina ihtiyag duymayan bilesenleri ile

hlcresel biyomuhendislik uygulamalarinda énemli bir avantaj saglar.
1.2 Hiicrelerin manyetik manipulasyonu

Hucrelerin manyetik manipUlasyonu ile ayirma, saflastirma (Fachin vd., 2017), dlgme (Jing vd.,
2008) ve doku muhendisligi uygulamalari (Souza vd., 2010) yapmak mumkindur. Fakat bu
manipulasyonlarin yéntemlerinin énemli bir kismi normalde diyamanyetik 6zellik gdsteren
hicrelerin manyetik alandan etkilenebilmesi igin hicrelerin manyetik nano/mikro pargaciklar
ile isaretlenmesi ve bu sayede istenen manipllasyonlarin gergeklestiriimesi prensibine
dayanmaktadir. Alternatif olarak hicrelerin manyetik etiketsiz (label-free) manipilasyonu da
muamkindir. Hucrelerin bulunduklari ortamin manyetik duygunluk (magnetic susceptibility)
degerinin arttinilmasi araciligr ile hucreler gucli manyetik alan olusturan konumlardan
diyamanyetik 6zellikleri yizinden kagma egilimi gosterirler (Rodriguez-Villarreal vd., 2011).
Bu prensip kullanilarak htcrelerin iki kuvvetli miknatis diizenedi arasinda levitasyonlari
saglanabilir (Tasoglu vd., 2015a). Manyetik levitasyon prensibi ile hicreler 6zkutlelerine gére
ayristirilabilirler (Durmus vd., 2015, ve grubumuzda Sarigil vd., 2019), biyobasilabilirler
(Mishriki vd., 2019) ya da agirliksiz ortamda gruplanip kulturlenebilirler (grubumuzdan Anil-
Inevi vd., 2018).

1.3 Hiicrelerin manyetik etiket olmadan levitasyonu

Hucrelerin manyetik etiket olmadan levitasyonu igin iki onemli bilegsen gerekmektedir. Bu
bilesenler ayni kutuplari birbirine dénik olacak sekilde yerlestiriimis iki miknatis (ferromagnet,

Oornegin neodmiyum) ve besi ortaminin manyetik duygunlugunu yikselterek paramanyetik hale

1
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getiren ajanlar (6rnegin Gadolinyum(lll) (Gd®*") iyonu) olarak gruplanabilir. Grubumuz
tarafindan da kullanilan manyetik levitasyon uygulamalarinda htcreler, iki miknatis arasinda
olusan manyetik alan gradyeninin tam ortada olusan minimum noktasina dogru surtklenir ve
orada kendi agirliklarini dengeleyen bir konuma (6rnegin dustk yogunluklu hicreler daha
yuksekte; daha yogun hicreler daha algakta) yerlesirler. Levitasyon konumunda gegen zaman
icerisinde hucreler birbirleri ile etkileserek tutunurlar ve c¢ok hucreli yapilar olustururlar.
Paramanyetik besi ortaminin uzun sureli hicre kaltlrl icin hicre sagligi agisindan uygun
oldugu ve Ilevitasyon sistemi igerisinde farkli desenlerde hiicresel yapilarin
biyofabrikasyonunun hem disarida olusturulan hiicre kimeleriyle (Tocchio vd., 2018) hem de
laboratuvarimizda yapilan c¢alismalarda tekil hicrelerin  manyetik odak alaninda
birlestiriimesiyle (Anil-Inevi vd., 2018) yapilabilecegi g0Osterilmistir. Bu sayede doku
muhendisliginde 6énemli bir uygulama alani olan doku iskelesinden bagimsiz (scaffold-free)
yaklasimla farkl biyolojik yapilar olusturulabilir. Klasik doku mihendisligi uygulamalarinda
hicre digl yapryl modellemek ve hicreleri bir arada tutmak igin kullanilan dogal (Singh vd.,
2016) ya da sentetik polimerler (Place vd., 2009) yerine, bu yaklasim hucreleri uzaktan
manyetik alanla bir arada tutarak zaman igerisinde kendi doku iskelelerini olusturmalarina izin
vermektedir. Ayrica doku iskelesi kullanimi gerektirmeyen bu teknik, hiicre fenotip ve
davranisina etki eden sertlik, purizlilik ya da kimyasal kompozisyon gibi kontroli zor
malzeme kaynakli dediskenleri ortadan kaldirmaktadir. Manyetik levitasyon teknolojisi bu

anlamda doku mihendisligi uygulamalari igin ciddi bir potansiyel barindirmaktadir.

Her ne kadar prensip olarak manyetik levitasyon teknolojisi ile biyolojik yapilarin elde
edilmesi mumkun olsa bile, bu teknolojinin su anda bulundugu seviye uygulama icin dnemli
kisitlar barindirmaktadir. Hiicresel levitasyon su anki uygulamalarda hacmi 50 ul'yi gegcmeyen
mikroakiskan kapiler kanallarda gerceklesmektedir. Bu ylzden olusturulan biyolojik yapilar
hacme uygun olarak kisitli sayida hicre (<100000/kapiler) ile gerceklestirilebilmekte, bu durum
da olusturulan biyolojik yapilarin boyutlarini sinirlamaktadir. Ek olarak duzenekte olusan
biyolojik yapilar manyetik alan gradyeninin minimum de@eri tasidigi noktalarda bulunmak
istedigi icin bu yapilar hicre sayisi arttiinda uzama egilimi géstermekte, fakat miknatislara
yaklasmamak icin kolaylikla kalinlagsmamaktadirlar (Sekil 1). Bu yuzden olusan yapilar
simetrik olamamaktadir. Ayrica hucreler 1 mm’den az kalinliga sahip bir kapilerde bulunduklari
icin bu yapilarin aktarimi ve manipulasyonlari sirasinda 6nemli glglikler yasanmaktadir. Son
olarak mikroakigkan sistemde kapilerin hacmi icerisinde bulunan hicre besiyerinin biyolojik
yap! bozulmadan degistiriimesi mumkun olmamaktadir, bu yuzden mikroakigkan sistem

icerisinde uzun sureli kultur gerceklesmemektedir. Manyetik levitasyon yaklasiminin doku
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muhendisligi uygulamalarinin yayginlasabilmesi icgin, c¢alisilabilir ortam hacmi ve boyut

manipulasyonu Uzerindeki kisitlarin agilmasi gerekmektedir.

5000 50000
e 100000 512 . 5000
2
E 10000 — 128 - o000
24 saat 3 E w
= 1000 T 2
- 4
= = 1
c 100 <
S = 8
- - N g .
48 saat 2w 2
W ; 1
24 48 24 48 24 48 24 48
Zaman ( saat) Zaman ( saat)

Sekil 1. Farkli konsantrasyonlarda (5000 ve 50000 hiicre/kapiler kanal) manyetik levitasyon
(100 mM Gd*) kiiltiirii gerceklestirilen D1 ORL UVA hiicrelerinin 24 ve 48 saat sonra
olusturduklari 3 boyutlu yapilar ve bu yapilarin uzunluk ve kalinlik degerlerini gbsteren
grafikler. Olgek ¢izgisi: 500 um (Anil-Inevi M vd., 2018)

1.4 Makro boyutta manyetik levitasyon uygulamalari

Manyetik levitasyon uygulamalarinin iki prizmatik miknatis arasinda ortamin duygunluk
degerinin degistirilerek gerceklestigi hem mikro, hem de makro boyutta oldukca fazla
uygulama bulunmaktadir. Fakat makro uygulamalar istisnasiz bir sekilde cansiz malzemelerin
levitasyonu igin kullanilabilmistir (Mirica vd., 2010; 2011; Zhang vd., 2018). Bu durumun en
temel sebebi, makro boyutta levitasyon igin biyouyumlulugu yiiksek Gd3** iyonlarinin yetersiz
kalmasi ve levitasyon saglamak icin yeterli duygunluk seviyelerine biyouyumlu olmayan MnCl,
(ve digerleri) ile ulagilabilmesidir. Yakin zamanda manyetik levitasyon uygulamasinin sadece
iki prizmatik miknatis arasinda degil, ayni zamanda tek basina duran delikli silindirik (halka)
bir miknatista da gergeklesebilecedi gosterilmistir (Ge ve Whitesides, 2018). Silindirik
miknatis, kutuplarinin etkilesimleri sebebiyle miknatisin delik noktasi Gzerinde bir minimuma
sahip manyetik gradyen yaratabilme 6zelligine sahiptir (Sekil 2). Miknatis ortasinda olusan
minimum manyetik alan boyutu, miknatis boyut parametreleri ile ilgilidir. Bu sayede boyutlari
santimetre seviyesinde olan miknatislarda hucrelerin doku iskelesinden bagimsiz olarak
konumlanabilecekleri bdlgenin boyutlari mikroakiskan sistemde elde edilebilene oranla hem
daha biylk hem de daha simetrik olabilmektedir. Ek olarak tek miknatis kullanimi ile
sistemdeki Ust sinirin kaldiriimasi ile gorece sinirsiz bir besiyeri rezervuarinin sisteme entegre

edilebilmesinin énind agmaktadir.
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Sekil 2. Tek bir delikli silindirik miknatisin (Neodmiyum, 50.8 x 50.8 x 25.4 mm) olusturdugu
manyetik gradyen (Ge ve Whitesides, 2018).

Manyetik levitasyon teknolojisi hem hiicreler hem de diger malzemeler igcin uzaktan
manipulasyonu saglayan gincel bir teknolojidir. Tamamlanan projede, hlicrelerin manyetik
levitasyon yaklasimi ile literatlrde ilk kez, halka miknatis Uzerinde, makro boyutta, besiyeri ve
biyolojik yapi aktarimina agik ve doku iskelesinden bagimsiz biyofabrikasyonu amaclanmistir.
Projenin basariimasi ile doku muhendisligi ve agirliksiz ortam biyolojisi uygulamalari igin

onemli bir teknoloji gelistirilmistir.
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2. GEREG VE YONTEM
2.1 Manyetik Prensipler

Sivi igerisinde bulunan ve manyetik kuvvet etkisindeki bir pargacik (ya da htcre) Uzerine
sistemde denge pozisyonuna gelene kadar etki eden net kuvvet (Fnet); manyetik kuvvet (Fu),

suruklenme kuvveti (Fp) ve kaldirma kuvvetinin (Fg) bileskesidir (denklem 1 seti) (Sekil 5).

Fm Denge
Fm " pozisyonu
________ SR .
v Fe
Eoliaty Paramanyetik
ortam

Sekil 3. Paramanyetik ortam igerisinde kiiresel bir par¢acigin lizerine etkiyen kuvvetler. (Mavi:
dlisiik manyetik alan, kirmizi: yliksek manyetik alan)

Bu sistemde, eylemsizlik kuvveti (inertial force, F;) mikroakiskanin disuk Reynolds sayisi
sebebiyle, Brownian kuvvet (Fg) ise sadece yeterince kiglk pargaciklarin (yaklasik olarak <10

nm) hareketini anlamli derecede etkilemesi sebebiyle g6z ardi edilebilmektedir.

Fyer = Fy + Fp + F; ise ma = Fy + Fp + Fq,

Bir pargacik Uzerine etki eden Fu; B: manyetik aki yogunlugu (Tesla, T), V: del operatoéra, ni :
manyetik dipol degerlerine baghdir (denklem 2). B miknatisin ylzeyinden uzaklastik¢a
azalmaktadir. Buradan paramanyetik tuz solisyonunda ya da ferro sivi igerisinde dusuk

manyetik alanda Uretilen manyetik dipole ulasilabilir (denklem 3).

— m =
Fy = (@.V)B (9 ve Mo 3)

Bu denklemde; V: pargacigin hacmi, po: boslugun gegirgenligi (1.2566 x107° kg-m-A™2-s72), Ax:
parcacik ile onu gevreleyen ortamin manyetik duygunluk (magnetic susceptibility) farki (Xp-xm)

olarak duzenlenerek Fu degeri ifade edilebilir (denklem 4).

5
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—_— V. - - -
Fy = —(X:()X’”) (B.V)B

(4)

(B.V)E kartezyen koordinat sisteminde genigletilerek:

8By ., By, . 0By
Bx_ax +By—ay +Bz—az

(B-V)B = | pamy p 2y, p 38 | (5)
B, B B,

BXW+B},B—;+BZ¥
Uc boyutta manyetik aki degerlerine ulasilabilir. Belirtilen kosullarda kiresel bir parcacigin
Uzerine etki eden bir diger kuvvet olan sivi cekme kuvveti (drag force) Fp; R (pargacigin ¢api),
n (dinamik viskozite), fq (suriklenme katsayisi) ve vp'ye (parcacigin hizi) bagh olarak

degisecektir (denklem 6).

Fp = 6nRnfy(v)  (g)

Parcacik Uzerine etki eden diger kuvvet Fg ise; V: pargacigin hacmi, 4p: parcacik ile onu

cevreleyen ortamin hacimsel yogunluk farki (Pr- Pw), g: yergekimi ivmesine (9.8 m-s™2) bagli

olarak hesaplanabilir (denklem 7).

—

Fe =VApg (7)

Bu durumda, pargacidin denge noktasina ulasana kadar uUzerine etki eden kuvvet
dizenlenerek (denklem 8) denge noktasina ulagildiginda pargacigin hizi sifir olacagi igin (Fp=

0), FnetkUresel pargacigin denge haline gore dizenlenebilir (denklem 9).

— V. (Xp'Xm) = = — V. (Xp'Xm)
Fyor = —22"2 (B.V)B + 6nRnfy(v,) + V. (pp- =
Net o ( ) Nfa(p) (Pr-pm) 9 8) ve Net m

(9)

(B.V)B +V.(pp-pu) g

Hucreler gibi diyamanyetik olan parcaciklar manyetik alan uygulandiginda manyetik alana
antiparalel sekilde hizalanmis bir manyetik dipol olusur ve bu sebeple manyetik alanin
minimum oldudu alana dogru bir manyetik kuvvet olusur. Olusan bu manyetik dipol ise

parcacik ile onu c¢evreleyen ortamin manyetik duygunluk degerine gdre degismektedir.

6
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Projemizde yukarida ayrintilariyla agiklanan fiziksel olaylardan yararlanilarak halkali miknatis
tabanl platform icerisindeki hiicrelerin Gzerine yercekimine ters yénde etki eden manyetik
kuvvet, besi ortaminin manyetik duygunluk degeri (x») degistirilerek arttirilmis ve hicrelerin
makro boyutta levitasyonu saglanmistir. Hucreleri cevreleyen besi ortaminin manyetik
duygunluk degeri, besi ortamina farkli konsantrasyonlarda Gd3* (Gadavist) ilave edilerek elde

edilmistir.

2.2 Polimerik pargaciklarin manyetik levitasyonu

1,02 g/mL (boyut: 10-20 pym) ve 1,09 g/mL (boyut: 20—27 ym) (Cospheric LLC., ABD) 6zkutleli
polimer pargaciklar, 0, 100 ve 200 mM gadolinyum (Gd**) (Gadavist®, Bayer) igeren hiicre
kdltird ortaminda stspanse edilmistir. Polimer pargacik stispansiyonu bir mikro kapiler kanala
(1 mm x 1 mm kare kesit, 50 mm uzunluk, Vitrocom) yuklenmig ve kanal miknatis deliginin
Uzerinden gececek sekilde halkall miknatisin Uzerinde konumlandiriimistir. Parcaciklarin
manyetik alan gradyanindaki hareketi bir stereo mikroskop (Soif Optical Instruments) altinda

gorsellestirilmigtir.

2.3 Hucre kultura

Calisma boyunca D1 ORL UVA (kemik iligi mezenkimal kok hicresi), 7F2 (yag hicreleri) ve
MDA-MB-231 (agresif meme kanseri) hiicre hatlari kullaniimistir (Balian vd., 2000; Sarigil vd.,
2019; Lacroix ve Leclercq, 2004). Hucreler standart buyime besi ortaminda tutularak (DMEM,
10%FBS, 2%P/S) hicre sayisi arttinlmigtir. Hucreler bu suregte standart inkibatorde
saklanmis (37°C, 5% CO) ve tum kultir alanini kaplayacak kadar buyudukleri zaman
(confluency) trypsin ile kaldirilarak pasajlanmigtir. Adipojenik tetikleme igin 7F2 hucreleri, 7
gun sdreyle 5 uyg/mL insdlin, 10 nM deksametazon ve 50 mM indometasinden olusan

indUksiyon ortamina maruz birakilmigtir.

Manyetik levitasyon platformu igerisinde kultlrlemek icin gerekli sayida hlcre transferi,
santrifijlendikten sonra ortamda bulunan tripsin uzaklastirilarak saglanmigtir. Tum deneylerde
paramanyetik Gd** igeren sollisyon hiicrelere uygulama oncesi vortekslenmis ve Gd** igeren

hicre kiltira besiyeri kaltlr siresince her guin degistirilmistir.

2.4 Hicrelere manyetik levitasyon uygulanmasi

Hicreler, gesitli Gd** konsantrasyonlari (50 mM, 100 mM, 150 mM ve 200 mM) igeren
besi ortaminda suspanse edilmigtir. Manyetik levitasyon dizeneginde kullanilacak olan tupler
(PZR (Polimeraz zincir reaksiyonu) igin kullanilan saydam tupler) orta noktalari miknatisin

deligine gelecek sekilde sabitlenmistir ve aksi belirtiimedikge 200 uL hiicre slispansiyonu hilicre
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kiltdra tipune aktariimistir. Levitasyonun makro dizeyde goértntilenmesi 15X mikro odak
uzunluklu lens (Baseus) ile ekipmanlandiriimis bir akilli cep telefonu ile gergeklestirilmistir.
Kimelerin yatay capi, dikey capi, alani ve cevresi Imaged Fiji yazilimi ile ol¢clilmis ve

géruntiler analiz igin kaydedilmistir. ilgili deneylerde video kamera kayitlari yapiimistir.

Deney baslangicinda hicrelerin tripsinizasyon sirasinda ayristiriimalari ve akis etkileri
sebebi ile hicreler solisyona dagiimakta ve bulanik bir géranttu kazandirmaktadir (Sekil 4 sol
panel). Zaman gectik¢e hlcrelerin miknatis deligi Gzerinde bulunan lokal dip manyetik alanin
Uzerinde kararli bir sekilde toplanarak levite olmakta ve bu noktada birbirleri ile etkileserek
kararli makro biyolojik yapilar olugturmaktadirlar (Sekil 4 sag panel). Hucrelerin kararli olarak
konumlandiklari nokta o6zgul agirliklari ile iligkili denge pozisyonlandir (bkz. Manyetik
prensipler). Deney slresince hicreler levitasyon dizeneginin tim bilesenleri ile beraber
standart inkubatorde saklanmis (37°C, 5% CO), ve dizenli olarak goruntulenmislerdir. Elde

edilen goruntiler olusan yapilarin morfolojik analizi i¢in kullaniimistir.

Tap

Huicreler Biyolojik
N52 Miknatis makro

05T
N e ﬂ ﬂ
S S 0OT

Sekil 4. Halka tip tek N52 miknatis (izerine yerlestirilen hiicrelerin levitasyonu. Ik ekimde
hicreler tip icinde daginik yapi sergilerken (sol panel), zaman gectikce hiicreler diyamanyetik
Ozelliklerinden dolayi halka deliginin tam ortasinda bulunan yerel manyetik dip noktasinin
lizerinde toplanmaktadirlar (sag panel). (Ge ve Whitesides, 2018 makalesinden uyarlanmistir).

2.5 Hucre biyolojisi ve saghgi deneyleri

Hucre canlihdi deneyleri live/dead assay ydntemiyle (Calcein-AM ve Propidium lodide boyama
yapilarak) kontrol edilmistir. D1 ORL UVA hiicreleri, paramanyetik ortam igeren 200 mM Gd®*
icinde slUspanse edilmis ve manyetik levitasyon sisteminde 48 saat kiltirlenmistir.
Adipositlerden olusan 3 boyutlu yapilarin canlilik testi icin ise, adipojenezi ile indiklenen 7F2
hicreleri 24 saat sureyle manyetik levitasyon sisteminde kiltlirlenmis ve sonra standart bir
kaltdr kabina aktarilarak 24 saat daha kalturlenmistir. Hucrelerin canhh@i, Ureticinin
protokoliine gore live/dead assay yontemiyle (Sigma Aldrich) degerlendirilmistir. Hucreler,
37°C'de 15 dakika boyanmis ve goruntiler bir floresan mikroskobu (Olympus [X-83)
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kullanilarak elde edilmistir. Hiicreler hem 3 boyutlu kiime formu hem de ayrismis tek hticreler

olarak incelenmigtir.

2.6 Besi ortamini 6zelliklerinin ve manyetik alan dagiliminin degistirilmesi ile levitasyon

kaltari

Kiltir ortamina Ficoll® PM 400 (Sigma-Aldrich) ilave edilmis besi ortaminin 6zkitlesi 1.02 ve
1.04 g/mL olacak sekilde ayarlanmistir. D1 ORL UVA hicreleri farkli miktarlarda Gd®* ile
paramanyetik hale getirilen bu besi ortamlarinda manyetik levitasyon ile 24 saat kultirlenmis

kaltar gorantuleri kaydedilmistir.

Besi ortaminin manyetik duyarhligini ve dolayisiyla hicreler Gzerin etki eden manyetik
kuvveti daha da artirmak igin, 200 mM’dan daha da arttirimis Gd** konsantrasyonlari ile D1
ORL UVA hdcrelerinin levitasyon kudltird gergeklestiriimis ve hcrelerin  kiimelenmesi

gozlemlenmigtir.

Levitasyon sistemindeki manyetik alani gulglendirmek icin zit kutuplari karsilikli
bakacak sekilde iki miknatis tutturulmustur. D1 ORL UVA hicreleri farkh Gd®*
konsantrasyonlari iceren paramanyetik besi ortaminda siispanse edilmis ve 1 halkali miknatis
veya zit kutuplari birbirine baglanmis 2 halkalh miknatis delikleri Gizerinde levite edilmistir.
Levitasyon sistemlerine 200 pL hiicre slispansiyonu transfer edilerek ve 2, 24 ve 48 saat sonra

kaltarler gézlemlenmisgtir.
2.7 3 boyutlu hiicresel yapilarin jel matris igine gémiilmesi

D1 ORL UVA hiicreleri, ortam iceren 200 mM Gd*" icinde slispanse edilmis ve 24 saat
sureyle manyetik levitasyon sisteminde kultirlenmistir. Kultirin 24. saatinin sonunda,
levitasyonun surdurdlmesi igin kultir kabinda sadece 20 ul kalana kadar ortam aspire
edilmistir. Kalan ortamin hacminin bes kati olacak sekilde Matrigel (BD Biosciences) +4°C'de
klltire yavasca ilave edilmigtir. Ardindan jellesme igin kilttrler 37 ° C'lik bir inklibatérde 3 saat
sureyle tutulmustur. Matrigel jellestikten sonra etrafini saran jel ile birlikte 3 boyutlu yapi, bir
tarafi kesilerek mikro kasik haline getirilen bir pipet yardimiyla bir kltar plakasina aktariimis
ve kultir agamalarinin géruntileri kaydedilmigtir. Matrigel icine gdmuli 3 boyutlu yapi Gzerine

besi ortami eklenerek 4 gun boyunca kultarlenmistir.
2.8 Molekiiler ifadelerin RT-PCR ile belirlenmesi

Hucrelerin manyetik levitasyon platformunda kultiirlenmesi sonucunda elde edilen biyolojik
yapilarin mRNA duzeylerinin belirlenmesinde standard RT-PCR kitleri kullaniimistir. Proje
surecinde kullanilacak hicrelerde GAPDH kontrol geninin ve Runx2 ve ALP genlerinin mRNA

seviyesinin tespiti yapiimistir. Toplam mRNA izolasyonu RNAqueous Micro Kit (Invitrogen)
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protokoll takip edilerek gerceklestiriimistir. Elde edilen érneklerin mRNA konsantrasyonlari
Nanodrop kullanilarak ol¢iimustar. Esit miktarlarda mRNA’dan First Strand cDNA Synthesis
Kit (Fermentas) ile elde edilen cDNA’lar RT-PCR analizi i¢in kullaniimistir. Cevrimler sonucu

(Tablo 2) elde edilen ifade egrileri kontrolll olarak analiz edilmistir.

Tablo 1. RT-PCR’da kullanilan primer listesi

Gen adi ileri (forward) primer (5’-3’) Geri (reverse) primer (5’-3’)
GAPDH GAC ATG CCG CCT GGA GAA AC AGC CCA GGA TGC CCT TTA GT
Runx2 TCC CTG AAC TCT GCA CCA AGT TTC CGT CAG CGT CAA CAC CAT
ALP TTT AGT ACT GGC CAT CGG CA ATT GCC CTG AGT GGT GTT GCA

Tablo 2. gRT-PCR protoloki

Preincubation 95 °C 600 s 1 cycle
95°C

3 step amplification | 60 °C 30s 45 cycle
72 °C
95 °C 10s

Melting 65 °C 60 s 1 cycle
72 °C ls

2.9 Istatistikler

Tum deneyler en az ¢ kez tekrar edilmistir ve sonuglar ortalama + standart sapma (SD) olarak
rapor edilmistir. istatistiksel analizler, GraphPad Prism siirim 6.0 (GraphPad Yazilimi) ile
Student’s t-testi (two tail) veya Sidak post hoc dizeltme ile iki yonli varyans analizi (ANOVA)

kullanilarak gergeklestirilmistir. Anlamlilik siniri olarak %5 gdézetilmistir.
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3. BULGULAR

3.1 Halkahh miknatis tabanli manyetik levitasyon ile 3 boyutlu biyolojik yapilarin

olusturulmasi

Hucrelerin levitasyonu ile 3 boyutlu biyolojik yapilarin olusturulmasi igin tek bir NdFeB (N52)
halkali miknatis Gzerine konumlandiriimis bir hiicre kiltliri haznesinden olusan bir manyetik
levitasyon sistemi tasarlanmistir (Sekil 5). ilk olarak, halkali miknatis sisteminin canli
hicrelerin levitasyonu icin uygulanabilirligini test etmek icin 6zkutlesi yiksek ve dislk olan
hicreleri temsil etmek tzere 1.02 ve 1.09 g/mL 6zkutleli polimerik parcaciklar (Durmus vd.,
2015, ve grubumuzda Sarigil vd., 2019) Gd** igceren (100 ve 200 mM) paramanyetik besi
ortamlarinda suspanse edilmis ve halka miknatis Gzerindeki hareketleri gozlemlenmistir (Sekil
6). 1.02 g/mL 6zkitleye sahip polimerik pargaciklarin, hem 100 hem de 200 mM Gd** igeren
paramanyetik ortamda levitasyonu gézlemlenirken, yogun pargaciklarin (1.09 g/mL) 100 mM
Gd** konsantrasyonunda sedimantasyonu gozlemlenmistir. Bu pargaciklarin levitasyonunun

ise 200 mM Gd** igeren ortamda saglandigi gortimastir.

A B
cell culture le paramagnetic
chamber —~— "= _- medium B
. - q
paramagnetic ~ =7 surface plane
medium ] 1 cell 2
T~ of the hole F 7
maq = 3
- | — (e T
ring magnet .

4

z

T—>X >t

Sekil 5. Manyetik kuvvet tabanli levitasyon ve 3 boyutlu biyolojik yapi olusumu. (A) Manyetik
levitasyon sistemi. Hicre kiltlirii  haznesi, halkali miknatisin deligi (izerinde
konumlandirilimigtir. (B) Hiicresel kiimelenmenin sematik gdsterimi. Semadaki blok oklar
yukari dogru manyetik indiiksiyonu temsil etmektedir.
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Sekil 6. Paramanyetik kiiltiir ortaminda (0, 100 ve 200 mM Gd*') siispanse edilmis 1.02 ve
1.09 g/mL yodgunluga sahip polimerik parcaciklarin halkall miknatis deligi (zerindeki
davranisini gésteren mikrografiar. Sari dikdértgenler pargaciklarin denge konumunda biriktigi
bélgeyi géstermektedir. ilk mikrograflar islemin baslangicinda ve ikinci mikrograflar ise
parcaciklar denge konumuna ulastiginda (7 dakika icinde) kaydedildi. Olgek cubudgu: 200 um.

Sistemin canli hicrelere yakin 6zkutleye sahip pargaciklarinin levitasyonunu
sag@layabildigini gosterdikten sonra, D1 ORL UVA hiicreleri artan Gd®* (0, 50, 100 ve 200 mM)
konsantrasyonlarina sahip ortamda suspansiyon haline getiriimis ve levitasyon ile 24 saat
boyunca kultlirlenmistir (Sekil 7). Gd** icermeyen kontrol grubunda ve 50 mM Gd?** igeren
paramanyetik ortamda, levitasyon ile elde ediimis 3 boyutlu biyolojik yapilar
gbzlemlenmemistir. Kltirin ilk 2 saatinde, 100 ve 200 mM Gd®* igeren paramanyetik ortamda
hicrelerin odaklanmaya basladiklari bélgede bulutsu bir gériinim olusturarak kiimelenmeye
basladigi gézlemlenmistir ve 24 saat sonra kompakt 3 boyutlu yapilar olugsmustur. 200 mM
Gd®* igeren ortam hicrelerin gogunun levitasyonunu saglayarak 100 mM Gd** igeren ortamda
olusan kiimelere kiyasla ¢cok daha bliylk yapilarin olusmasini saglamistir. 200 mM Gd3* igeren
ortamda olusan hiicre kiimelerinin ortalama yatay ¢api 867.33 + 94.93 um olarak dlgulmus ve
bu degerin dikey capinin yaklasik 1.7 kati oldugu gorilmustir. Bu kimelerin kesit alani ve

cevresi ise sirasiyla 0.39 + 0.05 mm? ve 3.52 + 0.36 mm olarak Ol¢ilmustir.
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Sekil 7. D1 ORL UVA hiicrelerinin halkali miknatis tabanli manyetik levitasyon sisteminde 3
boyutlu yapi olusturmasi. (A) Halkali miknatis tabanli manyetik levitasyon (0, 50, 100 ve 200
mM Gd*', 10° hiicre/mL, 100 uL) ile 2 saat ya da 24 saatbkiiltiirlenen D1 ORL UVA hiicrelerinin
mikrografiari. Olgek ¢ubugu: 1 mm. (B) Manyetik levitasyon ile 24 saat boyunca olusturulan
hiicresel kiimelerin boyutu (100 ve 200 mM Gd**, 10° hiicre/mL, 100 uL); yatay ¢ap, dikey ¢ap,
alan ve gevre. Veriler, hata gubuklariyla (+ SD) tekrarlarin ortalamasi olarak ¢izilmigtir.

Daha sonra, klltir ortami 6zellikleri ve manyetik alan maniplle edilerek manyetik
levitasyon kultirG Uzerine etkileri test edilmistir. Hicrelere etki eden yergekimi kuvvetini ve
dolayisiyla levitasyonu saglamak icin gerekli olan besi ortami manyetik duyarliligini azaltmak
icin, ortama ficoll eklenerek ortamin 6zkutlesi arttiriimis ve D1 ORL UVA hicreleri bu daha
yogun ortamlarda levite edilmistir. (Sekil 8) Kdiltir ortaminin yogunlugu 1.02 g/mlL'ye
ylkseltildiginde, 100 mM Gd*" konsantrasyonu igeren ortam, 1 g/mL 6zkiitleli ortamdan farkh
olarak ¢gogu hucrenin levitasyonu saglayarak kompakt bir 3 boyutlu yapinin olugsmasina olanak
saglamistir. 1.02 g/mL yogunluklu ortamda olusturulan hiicresel yapilarin élgllen yatay ¢api,
dikey c¢api, alani ve gevresi sirasiyla 1005.33 + 123.29 um, 712 + 54.03 ym, 0.70 + 0.13 mm?
ve 4.15 + 1.09 mm olarak élgtlmastir. Ayrica 1.02 g/mL yogunluga sahip ortamda olusan
hicresel yapilarin yatay ¢api (p = 0.73), dikey ¢api (p = 0.67), alani (p = 0.24) ve g¢evresi (p =
0.82) istatistiksel olarak 200 mM Gd** igceren 1 g/mL 6zkitleli ortamda olusan yaplilar ile benzer
oldugu belirlenmistir. Ortam yogunlugunun daha fazla arttirilarak 1.04 g/mL'ye ayarlanmasi ise

g6zlenebilir kiime olusumuna neden olmamistir.
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Sekil 8. Farkli yogunluklarda Kiiltiir ortamlarinda (1 (ficoll ilavesi olmadan), 1.02 ve 1.04 g/mL)
halkali miknatis tabanli manyetik levitasyon (0 ve 100 Gd*) ile 24 saat kiiltiirlenen D1 ORL
UVA hticrelerinin mikrograflari. Olgek gubugu: 1 mm.

Ortamin manyetik duyarlidinin arttirlmasinin dolayisiyla hicreler Gzerine etki eden
manyetik kuvvetin arttirlmasinin hdcre kimelerinin olusum hizini artinp artirmadigini test
etmek icin 350 ve 500 mM Gd*" konsantrasyonlari ile levitasyon denenmis, ancak 5 saat
surdurilen gézleme gore kimelenme hizinda artis saptanmamistir (Sekil 9). Son olarak, iki
miknatisin zit kutuplari karsilikli gelecek sekilde Ust Uste konumlandiriimasi ile yanal miknatis
alanini iki kat artirarak yukseltilen manyetik alan gucunian D1 ORL UVA hicre kimelerinin
boyutunu etkileyip etkilemedigi test edilmistir (Sekil 10). Bu uygulama sonucunda, manyetik
alan degisiminin hem 150 mM hem de 200 mM Gd®* igeren test gruplarinda boyut degisimine
neden olmamigtir. Boyut parametreleri olan yatay cap (sirasiyla p = 0.62 ve 0.74), dikey cap
(p =0.50 ve 0.56), alan (p = 0.26 ve 0.22) ve gevrenin (p = 0.99 ve p = 0.57) istatistiksel olarak
benzer oldugu belirlenmistir.
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Sekil 9. Artan Gd** konsatrasyonlarinda (0, 200, 350 ve 500 mM) halkali miknatis tabanli
manyetik levitasyon ile 5 saat kiltirlenen D1 ORL UVA hiicrelerinin mikrograflari. Olgek
cubugu: 1 mm.
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Sekil 10. Tek bir halkali miknatistan olusan veya list liste yapistirilmis 2 halkali miknatistan
olusan manyetik levitasyon platformlarinda (0, 150, 200 mM Gd*3) 2, 24 ve 48 saat kiiltiirlenen
D1 ORL UVA hiicrelerinin mikrograflari ve boyutlari. Olgek ¢ubugu: 1 mm. Veriler, hata
gubuklariyla (£ SD) tekrarlarin ortalamasi olarak gizilmistir.
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3.2 Halkali miknatis tabanli manyetik levitasyon ile 3 boyutlu kiiltiirde kiitle

manipiilasyonu

Halkali miknatis tabanli manyetik levitasyon kurulumunun 3 boyutlu biyolojik yapilar
olusturabildiginin gosterilmesi ve protokol degiskenlerinin levitasyona etkisinin belirlenmesinin
ardindan sistemin hucre kulturinde katle manipulasyonlari (sivi faz besi ortami ve kati faz
hiicresel kiimeler) igin uygunlugu arastirimistir. Oncelikle, dikey diizlemde halkali miknatis
tabanli manyetik levitasyonda hicre odaklanma bolgesini gdzlemlemek igin, manyetik
levitasyon ile birlestiriimis D1 ORL UVA kimesi kiltir haznesi (Sekil 11 (A)) ile birlikte dikey
duzlemde hareket ettirilmigtir. Levite durumdaki hiicre kimesi her iki yonde hareket sonrasinda
da denge pozisyonuna geri donmustir. Daha sonra, yatay dizlemde hicre odaklanma
bolgesini gdézlemlemek icin, manyetik levitasyon kiltiru ile olusturulan D1 ORL UVA kimesi,
kultir haznesi ile birlikte halka miknatis ylzeyine paralel olarak miknatisin merkezinden disa
dogru hareket ettirilmistir (Sekil 11 (B)). Hicresel yapinin, miknatis deliginin tGstiindeki alanin
sinirina ulastiginda, miknatis ylzeyindeki yuksek manyetik alan nedeniyle miknatisin

merkezine dogru geri hareket ettigi goértlmastar.

Kultdrin uzun slreli idamesi icin 6nemli bir faktér olan ortam tazelemesinin
uygulanabilirligi, manyetik levitasyon sisteminde olugsmus ve 48 saat kilttirlenmis D1 ORL UVA
hucrelerinin kdlturinde test edilmigtir (Sekil 11 (C)). Halkalh miknatis tabanh manyetik
levitasyon sisteminde, toplam hacmi 200 ul olan kullaniimis besi ortamin hacmen %80'ini
ortamdan uzaklastiriimis ve yine paramanyetik hale getirilmis taze besi ortami ile tazeleme
gerceklestirilmigtir. Besi ortaminin 3 boyutlu biyolojik yapinin levitasyonunu bozmadan
tazelenebileceginin gosterilmesinin ardindan sistemde olusturulan hicre kiimelerinin transferi
denenmistir. 2 x 10° D1 ORL UVA hicrelerinden olusan 3 boyutlu yapilar 1000 ul pipet ucu
kullanilarak mekanik olarak bozulma olmaksizin levitasyon kilttirinden nazikce toplanabilmis
(Sekil 11 (D)) ve levitasyon sisteminde olusturulmus kimeler yine mekanik olarak bozulmaya
ugramadan bagka bir levitasyon cihazinda basariyla aktarilabilmis ve levitasyonu
surdurtlmustur (Sekil 11 (E)).
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Sekil 11. Halkali miknatis tabanli manyetik levitasyon ile 3 boyutlu Kiltirde Kkiitle
manipllasyonu. (A) Manyetik levitasyon sisteminde kendiliginden birlesmis D1 ORL UVA
kiimesinin (200 mM Gd**, 10° hiicre/ml, 100 uL) (A) dikey diizlemde ve (B) yatay diizlemde
odaklanma boélgesi. Denge konumundaki hiicresel kiime (i) kiltiir haznesi ile birlikte yukari
dogru hareket ettirildiginde (ii) kiime denge konumuna geri ¢ékmdistiir (iit). Hiicresel kiime
kiiltiir haznesi ile birlikte asagr dogru hareket ettirildiginde ise (iv) kiime denge konumuna geri
yukselmigtir (v). Sekil A'da kirmizi kesikli cizgilerin arasi hiicresel kiimenin dengelenme
egiliminde oldugu bélgeyi belirtmektedir. Sekil B'de kirmizi kesikli ¢izgi hiicresel kiimenin yatay
dlizlemde odaklandigi béigenin sinirini géstermektedir. Sari oklar hiicresel kiimenin kiiltiir
haznesi ile birlikte dissal bir kuvvet ile hareket ettirildigi yénii géstermekte ve kirmizi oklar
hticresel kiimenin dogal olarak hareket ettigi yéni gbéstermektedir. (C) Manyetik levitasyon
sisteminde (200 mM Gd**, 10° hiicre/ml, 200 uL) olusmus ve denge pozisyonunda kiiltiirti
devam eden 3 boyutlu hiicresel kiimenin (i) kullandidi eski besi ortaminin uzaklastiriimasi (ii)
ve taze besi ortamin eklenmesi (iii). (D) Manyetik kaldirma sisteminde olusmus ve denge
pozisyonunda Kiiltiirii devam eden bir 3B hiicresel kiimenin (i) bir pipet yardimiyla yavasca
cekilerek hasat edilmesi (ii, iii). (D) Manyetik levitasyon sisteminde olusan 3B hiicresel
kidimenin bir pipetle baska bir manyetik levitasyon cihazina levitasyonu devam edecek sekilde
aktariimasi. Olgek ¢ubuklari: 1 mm.

3.3 Uzun vadeli levitasyon kiiltiirii

Levitasyon kultiruntn hucrelerin saghgr Uzerindeki etkileri, 24 saatlik levitasyon kulturi
sirasinda olugan 3 boyutlu hucresel kirelerin standart bir kultir kabina aktariimasiyla ve
burada hicrelerin tutunup kultirin devam edip etmediginin incelenmesi ile test edilmistir (Sekil
12 (A) ve Sekil 13). 713 + 3 ym capinda oldugu belirlenen hicresel kimelerdeki hicrelerin
kimenin kenarlarindan tutunarak yayilmaya basladigi ve kulturin 24. saatinde bu hucresel

yayllmanin alansal olarak kiimenin ¢apinin ~%43'0 kadar oldugu gézlemlenmistir. Manyetik
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levitasyon sisteminde olusan 3 boyutlu yapilarin canhligini belirlemek igin ise, hem butlnlagu
bozulmamis 3 boyutlu yapilar tGzerinde (Sekil 12 (B)) hem de kimenin i¢ kisimlarinda kalan
hicrelerin  canhiliginin  goérintilenebilmesi icin bu yapilarin tek hilicre slspansiyonuna
parcalanmis formu tzerinde (Sekil 12 (C)) live/dead boyamasi gerceklestirilmistir. Hlcrelerin
¢ogunun hem 3 boyutlu formda hem de tek hlicre slispansiyonunda calcein-AM sinyalinden

anlagildigi tzere canl oldugunu gosterilmigtir.

Biyolojik birimlerin sistemde olusturulabildiginin ve bu yapilarin saglikli oldugunun
gosterilmesinin ardindan halkali miknatis tabanli manyetik levitasyon sisteminin 3 boyutlu
yasam birimlerinden olusan kompleks yapilarin olusturulmasinda uygulanabilme potansiyeli
arastiriimistir. Levitasyon kulltirinde ayr ayri olusturulmus homoselller sferoidler ayni
levitasyon sistemine transfer edilerek basarili bir sekilde temas halinde birlikte levite
edilebildikleri gosterilmistir (Sekil 12 (D)- (G)). Burada D1 ORL UVA hicrelerinin manyetik
levitasyonunun sonucunda olusan 3 boyutlu kiimeler, levitasyon sistemindeki 200 mM Gd®*
iceren besi ortamina yavasca aktarilmistir (Sekil 12 (E)). iki veya dért hiicresel kiimenin cihaza
aktariimasiyla olusturulan birlikte-levitasyon kultirleri sferoidler arasinda hucre-hlcre
baglanmasina izin vermek icin 24 saat daha kultirlenmistir. Hicresel kirelerin 24 saatlik
birlikte-levitasyon isleminden sonra kaynastigi goralmustir. Ayrica sferoidler arasi temas
bolgelerinin daha iyi gézlemlenebilmesi icin buitlnlesik birlikte-kiltdr Grinleri standart kaltir
kaplarina aktarilmistir ve butinlesik kilttr Grinlerinin bu mekanik islem esnasinda zarar
gbérmedigi gézlemlenmistir (Sekil 14). 24 saatlik bir birlikte-levitasyon, hlicresel kiimelerin
alansal olarak %1.07 + 0.35 oraninda birlesmesine neden olmus ve bilateral ve dortlu birlikte-
levitasyon kulttrlerinde flizyon ylzdesi arasinda istatistiksel bir fark gézlenmemistir (p = 0.87)
(Sekil 12 (H) ve Sekil 15).
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Sekil 12. Halkali miknatis tabanli levitasyon ile olusturulan kiimelerin sagligi ve birlikte-
levitasyon kiiltiiri. (A) Manyetik levitasyon (200 mM Gd**, 10° hiicre/ml, 200 L) ile olusturulan,
bu sartlar altinda 48 saat siireyle kiiltlirlenen ve daha sonra standart kliltiir kabina aktarilarak
burada 24 saat kdiltiirlenen bir D1 ORL UVA 3 boyutlu hiicresel kiimesinin mikrografi. Manyetik
levitasyonla olusturulan D1 ORL UVA 3 boyutlu yapilarinin (B) ve 3 boyutlu yapilardan
ayrigtirilan tekil hiicrelerin (C) floresan mikroskopi gériintileri. (canli: yegil, 6li: kirmizi). Hiicre
canlihgi, canli 6lii boyama (Calcein / Pl) ile gérsellestiriimigtir. Olgek ¢ubugu: 200 um. (D) Ayri
ayri manyetik levitasyon teknigi ile olugsturulmus hiicresel kimelerin birlikte-levitasyon
kdlttiriiniin sematik temsili. (E) Manyetik levitasyon sisteminde olusturulan ve bu sartlar altinda
48 saat sdreyle kiiltiirlenen D1 ORL UVA hiicresel kiimelerinin birlikte-levitasyon kdiltiirti igin
levitasyon sistemindeki 200 mM Gd** igeren bir ortama tek tek aktarimi. Manyetik levitasyon
sisteminde ayr ayri olusturulmus (F) iki ve (G) dért D1 ORL UVA hiicresel kiimesinin 24 saat
boyunca 200 mM Gd** iceren ortamda birlikte-levitasyon kiiltiiri. Olgek gubuklari: Kiiltiir odasi
géruntiileri icin 1 mm, Sekil F ve G igin orta ve sag gérintilerde sirasiyla 200 ve 100 um. (H)
24 saat boyunca 200 mM Gd** igeren bir ortamda birlikte levite edilen kiirelerin alanca fiizyon
orani (%). Veriler, hata cubuklariyla (x SD) tekrarlarin ortalamasi olarak ¢izilmigtir ve Student’s
t-test kullanilarak degerlendirilmistir.
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Sekil 13. 48 saat boyunca manyetik levitasyon (200 mM Gd**, 10°® hiicre/ml, 200 uL) ile
kultirlenen ve daha sonra standart kiltiir kabina aktarilarak burada 24 saat daha kultird
sdrdrtilen bir D1 ORL UVA 3 boyutlu yapisinin mikrografi. Olgek gubuklari: sirasiyla 100 ve
50 um.

Sekil 14. 200 mM Gd*" igeren ortamda iki (sol) ve dért (sag) D1 ORL UVA hiicresel kiimesinin
24 saatlik birlikte-levitasyon kiiltirli sonucunda olusturulan 3 boyutlu yapilarda hiicresel
kiimeler arasi temas bolgelerinin yakinlastiriimig gbrinimdi. Olgek gubugu: 50 um.

A B
Sekil 15. Sekil 12 (H)'de sunulan (A) iki ve (B) dért hiicresel kiimenin birlikte-levitasyon Kiltiir(i

sonucunda alanca fiizyon oranlarinin (%) hesaplanmasi igin gériintii isleme programinda elde
edilen goériintiiler.
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3.4 Farkh 6zkiitlelere sahip hiicre tiplerinin manyetik levitasyon kiiltiiri

Manyetik levitasyon prensibinde hiicrelerin denge konumunu belirleyen 6zelliklerden biri, tekil
hicrelerin 6zkdtleleri oldugundan farkh 6zkitle 6zelligi sergileyen hicrelerle de manyetik
levitasyon protokolli denenmistir. Disuk o6zkutleli hicrelerin levitasyona dayali 3 boyutlu
sahip olan adipositler (Sangil vd., 2019) kullaniimistir. Lipit biriktirmis hlcreler elde etmek igin
7F2 hucreleri adipojenezi tetikleyen ajanlar iceren besi ortaminda 7 giin boyunca kdlttrlendi
(Sekil 16). Hicre igerisindeki lipit birikiminin gdézlemlenmesinin ardindan hiicreler, artan Gd**
konsantrasyonlari (0, 100, 150 ve 200 mM) iceren paramanyetik ortamda stspanse edilmis ve
halkali miknatis tabanli manyetik levitasyon sisteminde 24 saat boyunca kulturlenigtir (Sekil
17 (A)). KultirGn 2. saatinde 100 ile 200 mM arasinda Gd** igeren paramanyetik ortamda
hicrelerin levitasyon araciligi ile miknatis Uzerinde deligin merkezine dogru birikmeye
basladigi ve kiltlirin 24. saatinde 3 boyutlu yapilar olustugu gézlenmistir. 100 mM Gd3* igeren
ortamda olusan kiimelerin 150 ve 200 mM Gd** igeren ortamda olusan kiimelere goére alan
olarak sirasiyla 1.95 ve 2.95 kat (~5,8 mm?) ve gevre olarak sirasiyla 1.51 ve 1.58 kat daha
blyik (~10.72 mm) oldugu belirlenmistir (Sekil 17 (B)). 150 ve 200 mM Gd*" igeren ortamda
olusan kimeler arasinda ise alan (p=0.06) ve cevre (p=0.78) buyuklikleri icin istatistiksel
olarak anlamli bir fark olmadigi goriimistir. Levitasyon igin kullanilan Gd®* konsantrasyonuna
bagli olarak degisen hlcresel kime boyutunun ise yatay ¢aptan ziyade dikey cap yoninde
oldugu belirlenmistir. Grafik daha yakindan incelendiginde, 100 mM Gd** iceren ortamda
olusan hucresel kimelerin dikey ¢apinin 3917 + 622.55 ym oldugu ve 150 mM ve 200 mM
Gd®* konsantrasyonlarinda olusan kiimelerin dikey ¢aplarindan sirasiyla 2.38 ve 2.72 kat daha

fazla oldugu gorulmasgtar.

Adipogenic induction

Sekil 16. Adipojenenezi tetikleyen ajanlar igeren ortamda 7 giin boyunca kdltirlenen 7F2
htcrelerinin mikrograflari. Olgek ¢ubugu: 50 um.

24 saatlik bir levitasyon kultiri sonucunda olusan 3 boyutlu adiposit yapilari kilttrG
surdirmek icin standart bir hicre kaltiri kabina aktarilmis ve burada 24 saat daha
kaltarlenmigtir (Sekil 18). Tum paramanyetik besi ortami gruplarinda kulttur kabina aktarilan 3

boyutlu yapilarin gevsek paketlenmis oldugu ve bir¢ok adipositin transferden sonra 3 boyutlu
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kiimelerin kenarlarindan ayrildigi gézlemlenmistir. Ana hiicresel kiimeden ayrilan hiicrelerin
¢ogu suspansiyon halinde iken, bazi lipit iceren hicrelerin kiltir ylzeyine tutunarak yayildigi
g6zlenmistir. Kiltdrin sonunda Calcein-AM boyama ile hcrelerin canhilidi test edilerek 3
boyutlu kiimedeki ¢ogu hicrenin canl oldugunu goésterilmistir (Sekil 17 (C) ve Sekil 19).
Ayrica 24 saat boyunca farkli Gd3** konsantrasyonlarinda ayri ayri olusturulan 3 boyutlu
adiposit kimelerinin yine ayni Gd*' igerigindeki besi ortaminda birlikte-levitasyonu test
edilmistir (Sekil 20). Hicresel kiimeler levitasyonun 24. saatinde sistemdeki manyetik kuvvet
sayesinde butlnlesik gérinim sergilemesine ragmen, kiltir kabina aktarildiginda kiimeler
arasinda hala bir flzyon olmadigi ve aktarim islemi sebebiyle kumelerin dagildig

gozlemlenmigtir.

Halkali miknatis tabanli manyetik levitasyon sistemi ayrica meme kanseri
hicrelerinden olusan 3 boyutlu yapilarin biyofabrikasyonu icin de test edilmistir. MDA-MB-231
meme kanseri hicreleri levitasyon araciligiyla 3 boyutlu yapilar olusturmak amaciyla 150 ve
200 mM Gd*" igeren besi ortamlarinda 24 saat kultirlenmistir (Sekil 17 (D)). Levitasyon
kiltdrinin 2. saatinde, paramanyetik besi ortaminda bulunan hicrelerin bulanik bir gérinim
sergileyerek kimelenmeye basladi§i goézlemlenmistir. Kultirin 24. saatinde sikica
paketlenmis 1.37 £ 0.17 mm? alana sahip 3 boyutlu hlcresel kiimelerin olustugu gorilmustir
(Sekil 17 (E)). 150 mM Gd?** igeren besi ortaminda olusan 3 boyutlu yapilarin yatay ¢apinin
~%39, gevresinin ~%22 oraninda 200 mM Gd*" iceren ortamda olusan kiimelerden ylksek

oldugu goérulmustar.
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Sekil 17. Farkli hticre tiplerinin levitasyon tabanli 3 boyutlu kdiltiiri. (A) Halkali miknatis tabanli
manyetik levitasyon (0, 100, 150 ve 200 mM Gd**, 10° hiicre/ml, 200 (L) ile 2 veya 24 saat
kdltirlenen adipositlerin - mikrograflari. Adipositler levitasyon ©6ncesi 7F2 hiicrelerinin
adipojenezinin tetiklenmesi ile elde edilmistir. Dikey 6lgekte her birim: 1 mm. Olgek gubugu: 1
mm. (B) Manyetik levitasyon ile 24 saat boyunca kdltiirlenmis adiposit kiimelerinin boyutu
(yatay cap, dikey ¢ap, alan ve gevre). (C) Manyetik levitasyon ile 24 saat boyunca kiiltiirlenmis
adiposit kiimelerinin floresan mikroskopi gérintileri. Hiicre canlligi canli boyama (Calcein-
AM) ile gériintilenmistir. Olgek gubugu: 200 um. (D) Halkali miknatis tabanli manyetik
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levitasyon (0, 150 ve 200 mM Gd*, 10° hiicre/ml, 200 uL) ile 2 veya 24 saat boyunca
kiiltiirlenmis MDA-MB-231 hiicrelerinin mikrograflari. Olgek gubugu: 1 mm. (E) Manyetik
levitasyon ile 24 saat boyunca kdiltiilenmis MDA-MB-231 hlicresel kiimelerinin boyutu (yatay
cap, dikey cap, alan ve cevre). Veriler, hata cubuklariyla (+ SD) tekrarlarin ortalamasi olarak
cizilmis ve istatistiksel anlamlilik Student's t-testi (two talil) ile belirlenmistir. *: p <0.05; **: p
<0.01.

100 mM 150 mM 200 mM

Sekil 18. Halkali miknatis tabanl manyetik levitasyon (100, 150 ve 200 mM Gd**, 10° hiicre/ml,
200 L) ile 24 saat Kiiltirlenmis ardindan standart kiiltiir kabina aktarilara burada da 24 saat
kdltdrt sdrdirilmis adipositlerin - mikrograflari. Gériintilerdeki 3B yapilarin sinirlari sari
cizgilerle ile kabaca cizilmistir. Oklar, kiiltiir yiizeyine yayilmig lipit iceren hiicre oérneklerini
gostermektedir. Olgek gubuklari: iist fotografiar igin 100 um ve alt fotograflar igin 50 um.
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Aggregate

100 mM

150 mM

200 mM

Sekil 19. Manyetik levitasyon ile 24 saat boyunca Kiiltirlenmis adiposit kiimelerinin ve 3
boyutlu yapilardan ayrigtirilan tekil hiicrelerin floresan mikroskopi gériintileri. Hiicre canliligi
canli boyama (Calcein-AM) ile gériintilenmistir. Olgek gubuklari: Soldaki fotografiar igin 100
um ve sagdaki fotografiar icin 200 um.
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150 mM

Sekil 20. Manyetik levitasyon sisteminde 100, 150 ve 200 mM Gd** konsantrasyonlarinda 24
saatlik kiiltiir sonucunda ayri ayri olusturulan ikiser 3 boyutlu adiposit kiimesinin yine ayni Gd®*
icerigindeki besi ortamlarinda birlikte-levitasyon kiiltiirii. Dikey 6lcekte her birim: 1 mm. Olgek
cubuklari: Kiltir odasi gériintileri icin 1 mm, mikroskop gértinttileri igin 200 um.

3.5 Manyetik levitasyon ile olusturulmus 3 boyutlu yapilarin jel-i¢i kiiltiirt

Matriks icerisine gédmilmuis 3 boyutlu modeller ilag yaniti, hiicre gbégu ve stromal etkiler gibi
bircok arastirma sahasinda etkili bir gekilde uygulanmaktadir. Manyetik levitasyon ile
olusturulan Manyetik levitasyon ile olustutulmus 3 boyutlu yapilarin da jel ici bir kiiltire mekanik
olarak bozulmadan ve tamamen jel ile sarilarak aktarilabilirligini ve kulturan surduralebilirligini
gostermek hedeflenmigtir. D1 ORL UVA hucreleri 24 saat boyunca levitasyona ile kilturlenmig
ve kulturin sonunda olugsan 3 boyutlu yapilar Matrigel'e gémulmustar (Sekil 21 (A), (B)). Jel
icine gdmme isleminde dnce 3 boyutlu yapinin levitasyonunu strdirmeye yetecek kadar besi
ortami (~20 pl) birakarak besi ortaminin gogunu kultirden uzaklastiriimigtir, ardindan Matrigel
levitasyon sistemine yavasca eklenmigstir. Eklenen Matrigel hacmi, Uzerine eklendigi besi
ortami hacminin bes kati olacak sekilde uygulama gergeklestiriimigtir. Matrigel aktarimi sivi
formunu korumak amaciyla +4 ° C'de gergeklestiriimis ve ekleme tamamlandiktan sonra kultir
oda sicakligina alinarak sicaklik degisimi ile jellesme saglanmistir. Levite hicresel yapilarin,
herhangi bir gdézlemlenebilir deformasyon olmaksizin Matrigel icine basarili bir sekilde
aktarilabileceg@i gortuimugtur. Daha sonra jel matriks igcerisine gomulmus hucresel yapi ayri bir
kaltlr kabina aktariimig ve kiltirt surdurtlmustur (Sekil 21 (C) - (E)). Kaltirtn 4. guninde, 3
boyutlu hicresel yapinin jel matriks icinde yayildigi gézlemlenmigtir (Sekil 21 (F) ve (D), Sekil
22).
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s day g - ’4th day -

Sekil 21. Manyetik levitasyon kiiltiiriinde olugturulmus D1 ORL UVA 3 boyutlu yapilarinin jel
i¢i kultdrd. (A) Manyetik levitasyon ile olusmus bir 3 boyutlu hiicresel yapinin Matrigel icerisine
gbémilmesi. (B) Kiltiiriin 3. saatinde Matrigel'de hiicresel kiime. (C) Mikro kagsik seklinde
kesilmig bir pipet ucu kullanilarak jele gémiilii 3 boyutlu kiimenin hasat edilmesi. (D-E)
Satandart bir kiiltiir kabina aktariimis Matrigele gémdilii bir 3 boyutlu kiime. (D) Kdiltiir idamesi
icin Matrigel lizeine besi ortami eklenmeden énceki, (E) eklendikten sonraki gériintii. Dikey
6lgekte her birim: 1 mm. Olgek gubugu: 1 mm. (F) Matrigel'e gémiilii 3 boyutlu kiimenin 1 ve 4
glinliik kiiltiirden sonra mikrografiari. Olgek gubugu: 200 um.

s ‘B
A 1 tday 4" day '
P

Sekil 22. Matrigele gémdilii 3 boyutlu D1 ORL UVA kidmesinin (A) 1 ve 4 glnlik kdltirden
sonra gorintist ve (B) 4 glin sonra Matrigel'de yayilmis hiicrelerin gériintiisi. Olgek gubuklari:
(A) icin 100 um ve (B) i¢in 50 um.
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3.6 Manyetik levitasyon kiiltiirlerinden mRNA eldesi

Manyetik levitasyon kulturi sonucunda elde edilen kuilturlerde gen seviyesinde degisimlerin
incelenebilmesi icin dncelikle manyetik levitasyonda kulturlenen htcre gruplarindan mRNA
elde edilmesi gerekmektedir. Daha énce, 50 ul kdltir hacmine sahip mikrokapiler manyetik
levitasyon dizeneginde kultirlenen hicrelerden; hlicre sayisi, kiltlr suresi, besi ortami
tazeleme sikligl ve havuzlama sayisi genis araliklarda degistirilerek test edilmesine ragmen
basariyla mRNA eldesinin gergeklestiriiemedigi grubumuz tarafindan goésterilmistir. Bunu
sebebi olarak mRNA eldesi igin yeterli miktarda hicre toplamak amaciyla hicre sayisi
arttinldiginda nispeten kuguk hacimli kultur ortaminin hicrelerin saglikh idamesi igin yeterli
olmamasi olarak gértlmustir. Ayrica besi ortami tazeleme isleminin bu nispeten kiguk kalttr
kabi boyutlarinda zorlayici ve hucrelerin batinliganid bozabilen bir sire¢ oldugu anlasiimistir.
Bu projede uygulamaya alinan bulylk 6lgek manyetik levitasyon cihazinda kiltirlenen
hicrelerden mRNA izole edilip edilemeyecegini test etmek icin ise, D1 ORL UVA hicreleri 200
mM Gd*' iceren besi ortaminda siispanse edilerek 200,000 hicre/kiltir kabi yogunlugd ile
manyetik levitasyon cihazina yuklenmis ve 48 saat sureyle kultirlenmigtir. Kultlr suresi
sonunda 3 érnek havuzlanarak hicre miktarinin arttirlmasi hedeflenmistir. Sonuclara goére
izole edilen mRNA miktarinin ve safiginin RT-PCR igin uygun oldugu gorilmis ve
housekeeping gen (GAPDH) ve érnek olarak secilen osteojenik genlerin (Runx2, OCN) ifadesi
RT-PCR ile test edilmistir. RT-PCR sonugclarina gore tium test edilen genler 30 alti dongude
gbzlemlenmistir (Tablo 3). Bu sonug gostermistir ki bu projede tasarlanan, Uretilen ve faaliyete
alinan mikroakiskan esaslara dayanmayan daha blyik hacimde olan halkali miknatis tabanl
manyetik levitasyon dizenegdi levitasyon ile olusturulan biyolojik yapilarda gen dizeyinde
incelemelere olanak saglayabilmektedir.

Tablo 3. Manyetik levitasyon (200 mM Gd**) ile standart blyime ortaminda ya da osteojenik

farkhlastirma ortaminda 48 saat kiltlrlenmis D1 ORL UVA hcrelerinin (ekim sayisi: 200,000
hicre/kuiltir kabi) RT-PCR sonuglari.

Blyiime GAPDH: Runx2:
ortami
22.44 29.04 29.61
Osteojenik 3 v GAPDH: Runx2: OCN
farklilagtirma
ortami 20.04 31.15 29.96
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4. TARTISMA VE SONUG

Manyetik kuvvet tabanli hicre manipulasyonu biyolojik ve klinik arastirmalarda ve doku
muhendisliginde kullanilan énemli bir tekniktir. Hicrelerin manyetik etiketler ile etiketlenmesini
gerektirmeyen manyetik levitasyon protokollerinin olusturulmasi operasyon igin gerekli
maliyeti, is guclnl, operasyon slresini azaltmigs ve sistemin canl hicreler igin
biyouyumlulugunu ve tekrarlanabilirligini arttirmistir. Onceleri hiicre ayrimi igin uygulanan
teknik daha sonra biyofabrikasyon uygulamalarina uyarlanmis ve uygulama alani
genigletilmistir. Biyofabrikasyon i¢in simdiye kadar uygulanan manyetik levitasyon dizenekleri
her ne kadar énemli gelismeler kaydetmis olsa da cgesitli doku muhendisligi uygulamalari ve
biyolojik testler icin gerekli hlicre sayisini saglayabilmek i¢in nispeten daha buyuk (milimetre
boyutunda) canli yapilarin olusturulmasini saglayabilen sistemlere gereksinim olusmustur. Bu
proje ile beraber hiicrelerin manyetik etiketlenmesini gerektirmeyen bir blyuk 6lgcekli manyetik
levitasyon protokoli olusturuimus ve milimetre-Glgekli 3 boyutlu canh yapilarin

biyofabrikasyonu igin uygulanmistir. Proje ile beraber:

1) Daha once cesitli cisimlerin 6zkutle temelli ayrigtirilmasi icin uygulanmis halkali miknatis
tabanli levitasyon sistemi ilk defa biyofabrikasyon i¢in uyarlanmig ve canli yapilarin uzun sure
kiltirii igin uygunlugu test edilmistir. Teknikler IYTE Biyomiihendislik Bolimii biinyesinde
icsellestirilmigtir. Proje surecinde manyetik levitasyon teknikleri ile ilgili icsellestirilen deneyimin
uluslararasi bir dergide yayinlanmasi ve bilimsel birikime aktariimasi icin ilgili makale

hazirlanma asamasindadir.

2) Diamanyetik levitasyon amaciyla genellikle kullanilan sistemler iki miknatis arasina
yerlestirilmis kapiler bir hazne igerisinde kiltlr saglayabilmektedirler. Bu sistemler her ne kadar
buyuk hicresel bloklarin (~2.68 cm uzunluda kadar) Uretimine olanak saglasa da yapilarin
kalinliklari az oldugu igin (~280 um kalinhda kadar) transfer edilebilir mekanik dayanikliliktan
yoksundurlar ve kapiler haznenin kenarlarina dogru kalinlagmalar gosterebilen homojen
olmayan yapilar olusabilmektedir (Anil-Inevi vd., 2018). Daha blyuk blok miknatislar arasinda
nispeten blylk hacimde haznelerde gergeklestirilebilen levitasyon sistemleri de Uretilmistir
fakat bu sistemler de kultir haznesinin altini ve Ustinu iggal eden kiltire yerinde midahaleyi
zorlastiran miknatislar icermektedir (Tasoglu vd., 2015b). Proje ¢iktilarinda bu fiziksel engeli
kaldiran ve bdylece biyolojik yapilara ve onu ¢evreleyen besi ortamina erisim ve midahaleyi
mumkun kilan bir manyetik levitasyon diuzenegi olusturulmustur. Ayrica bu dizenekte

kullanilabilecek hicre kultirt haznesi igin yukseklik limiti de ortadan kalmistir.

3) Proje ciktilarinda halkali miknatis tabanli levitasyon sistemi farkl 6zkutlelere sahip hicre

tiplerinin levitasyonu igin bagariyla uygulanmigtir. Oncelikle canli hiicrelerin sergiledigi 6zkiitle
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araligi icin levitasyonu hicre saghgi acgisindan riskli olmayan Gd3** konsantrasyonlari ile
muamkin kildigi 6zkutlesi bilinen pargaciklarin levitasyonu gerceklestirilerek goésterilmistir.
Farkl 6zkutlede hicre tipleri (kOk hiicre, adiposit ve meme kanseri hicreleri) icin levitasyon
protokolleri de proje kapsaminda olusturulmustur. Manyetik levitasyon sirasinda gézlemlenen
hicrelerin hicre disi matristen bagimsiz kendilerini birlestirme kapasitesi (self-assembly) ve
bu kapasitenin her hicre tipi icin farklilik géstermesi doku mihendisliginde ¢ boyutlu hiicre

kaltard uygulamalar igin kullanilabilecek yeni bir yontem olarak gosterilmigtir.

4) Manyetik levitasyon saglayan Gd** bilesenli kontrast ajaninin farkli hicre tiplerinin halkali
miknatis tabanl levitasyon duzeneginde levitasyonu ve kumelenmesi icin gerekli
konsantrasyonu ilk kez gosterilmistir. Bu galismalar sirasinda levitasyonu saglayan Gd** ajani
icin test edilen dozlarin ilerleyen zamanlarda gergeklesecek calismalar icin dnemli bir referans

kaynagi olacagi dusundlmektedir.

5) Proje ciktilarinda farkli tip hiicreler manyetik levitasyonla olusturulan agirliksiz alanda uzun
sure kaltirlenmislerdir. Bu hicrelerin deney sonunda canliliklarini koruduklari direk ve indirek
testlerle gosterilmistir. Ayrica dizenekte hiicresel bloklarin flizyonunun gergeklestirilebilecegi
ve daha karmasik ve blyuk biyolojik yapilarin tretimine olanak saglayabilecegi raporlanmistir.
Bu sonuglar, biyofabrikasyon icin oldukga pratik, ucuz ve gbézleme izin veren bir alternatif

yontemin literatlrde ilk kez gosterilmesini saglamistir.

6) Proje ciktilarinda levitasyon ile olusturulan kompakt hicresel kimelerin levitasyon
esnasinda faz gegisi sicaklik ile kontrol edilen bir matriks ile sarilmasi araciligiyla jel igi kultire
kolaylikla aktarilabildigi gosterilmistir. Manyetik levitasyon kultir Grinunin jel matriks ile
sarilabilmesinin, dizenegin ilag yaniti, hlcre gogu ve stromal etki gibi ¢esitli calismalarda etkin

bir sekilde uygulanabilmesine katki saglayacagi distnilmektedir.

7) Proje ciktilarinda, halkali miknatis tabanli levitasyon sisteminin hlcrelerden caligilabilir
MRNA izolasyonu igin yetersiz kalan kigtk hacimli levitasyon sistemlerinin aksine gen ifadesi

duzeyinde calismalar icin uygun olugu gosterilmistir.

Proje sonuglari ile beraber, biyofabrikasyon igin hicrelerin uzaktan manipulasyonunu saglayan
halkali miknatis tabanli bir manyetik levitasyon diizenegi olusturulmus ve ilgili dizenekte hucre
kaltard icin gesitli protokoller tanimlanmistir. Kullanilan yontemin hlcreler i¢in toksik olmamasi,
manyetik alan ve besi ortami 6zellikleri ile levitasyonun kolaylikla manipule edilebilmesi proje
sirasinda olusturulan platformlarin kolay kurulan ve ucuz bilesenlere sahip olmasi 6zellikle
kaynak kisith arastirma siireclerine oldukca ciddi avantajlar saglamaktadir. ilerleyen

projelerde, bu projede kullanilan sistemin karmasik hlicresel desenlerin olusturulmasi, hedef
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odakli kapasitesinin gelistiriimesi, otomatizasyonu ve ¢esitli biyolojik hipotezlerin test edilmesi

icin uygulanmasi gindeme gelecektir.
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Manyetik levitasyon hlcresel ve doku diizeyinde biyomuihendislik uygulamalarinda hticrelerin
uzaktan manipulasyonu icin dnemli bir teknolojidir. Mevcut diamanyetik levitasyon
tasarimlarinin ¢ogu, sistemin ¢alisma hacmini ve uygulanabilirligini sinirlayan ayni kutuplari
birbirine donuk iki blok miknatis arasinda bir levitasyon haznesi icermektedir. Bu projede,
biyofabrikasyon uygulamalarinda kullaniimak tzere bu fiziksel sinirlamalari ortadan kaldirmak
icin halkali miknatis tabanli bir manyetik levitasyon sistemi olusturulmustur. Projede
tanimlanan bu konfiglirasyon, levitasyon sirasinda besi ortami veya hiicrelerin sisteme
transfer edilebilmesini ve sistemden uzaklastirilabilmesini, ylksekliginden bagimsiz olarak
kiltir haznesi kullanilabilmesini ve bdylelikle blytk boyutlu canh yapilarin Gretilebilmesini ve
kiltarin surdrulebilmesini mumkin kilmistir. Biyofabrikasyon ¢alismalarindan 6nce, sistemin
canli hucrelerin levitasyonu igin 6zkutleleri agisindan uygunlugu polimerik pargaciklar ile
gosterilmistir. Sistemin manyetik odaklama fonksiyonu ve hiicrelerin kendi kendine bir araya
gelme 6zelliginden yararlanarak dizenekte milimetre boyutunda 3 boyutlu canli yapilar
olusturulmus ve kdlturleri cihaz igerisinde surdirulmustir. Burada uygulamaya sunulan
manyetik levitasyon cihazi, agik bir operasyon alani saglamasi sebebiyle kiltire levitasyon
esnasinda ve kolay mudahale olanagdi sunmustur. Proje kapsaminda besi ortamindaki
paramanyetik iyon konsantrasyonunu degistirerek farkl 6zkutlelere sahip hicre tiplerinin (kok
hiicre, adiposit ve kanser hiicresi) levitasyonu ve 3 boyutlu yapi olusumu igin manyetik
levitasyon protokolleri olugturulmustur. Hucrelerin levitasyonu igin gereken paramanyetik iyon
konsantrasyonunun ise besi ortamin 6zkutlesinin arttiriimasi ile azaltilabileceg@i gosterilmistir.
Hucre saghgi agisindan zararsiz oldugu proje ¢calismasinda gdsterilmis olan bu teknik, ayri
ayri olusturulmus 3 boyutlu canli birimlerinin daha karmasik yapilar Gretmek Uzere
birlesmesine de olanak saglamistir. Ayrica proje ¢iktilarinda, halkali miknatis tabanli
levitasyon sisteminin hicrelerden ¢aligilabilir mRNA izolasyonu saglayabildigi ve gen ifadesi
dlzeyinde galismalar i¢in uygun oldugu goésterilmistir. Sonug olarak, projede olusturulan
manyetik levitasyon sistemi doku muhendislidi, ilag testi ve kanser arastirmalari gibi ¢ok cesitli
uygulamalarda kullanim alani bulabilecektir.
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