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TUBITAK

ONSOz
Bu projede kemik iligi kaynakli mezenkimal htcrelerin manyetik levitasyon yontemi ile
olusturulan agirliksiz ortamda tasnifi ve kiltliri Uzerine kurgulanan deneysel calismalar
mikroakiskan tabanl sistemler gelistirilerek yapilmistir. Sonuclar agirliksiz ortamin kemik iligi
kaynakli hicrelerin doku iskelesinden bagimsiz uretimi ve tekil hiicrelerin ézkitlelerine goére

tasnif ve algilanmasi agisindan oldukga etkin bir kullanim sagladigini géstermistir.

Bu proje TUBITAK Saglik Bilimleri Aragtirma Destek Grubu (SBAG) tarafindan desteklenmis
ve Dog. Dr. Engin Ozgivici ylritiiciliginde tamamlanmistir. Projenin yiritiimesi sirasinda
izmir Yiksek Teknoloji Enstitiisii BiyomUhendislik Bélimi'nden Dr. Ogr. Uye. Ahu Arslan
Yildiz arastirmacilik, Dr. Ogr. Uye. Hiiseyin Cumhur Tekin danismanlik gorevi Ustlenmiglerdir.
Proje destegi ve bulgulari, projede bursiyer olarak calisan izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii
Biyomiihendislik programina kayith Ar. Gér. Miige Anil-inevi'nin doktora, Oykii Sarigil'in,
Melike Cagan’in ve Melike Kizilkaya'nin ylksek lisans tezi muhteviyatini olusturarak bu

ogrencilerin akademik ilerlemelerine katkida bulunmustur.

Proje calismalari esnasinda kullanilan teknikler, analizler ve karsilagilan problemler
konusunda bizlere yardimci olan izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii Molekiler Biyoloji ve
Genetik Baliimi'nden Dog. Dr. Ozden Yalgin Ozuysal ve Dog. Dr. Gillistan Mese Ozgivici'ye
tesekkiirlerimizi sunariz. Ayrica, izmir Yiksek Teknoloji Enstitisii Biyoteknoloji ve
Biyomuhendislik Arastirma ve Uygulama Merkezi (BIYOMER) personeline bazi deneylerde

verdikleri teknik destekten dolayi tegekkur ederiz.

Proje rapora hazirlandigi sirada, proje destedi ve ¢iktilarindan 2 adet uluslararasi makale, 1
adet uluslararasi derleme makalesi, 1 adet uluslararasi kitap bélimdu, ve 2 si tam metin olmak

Uzere 5 adet bildiri yayinlanmistir.
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OzZET

Mekanik kuvvetler canlilarda &zellikle kas ve kemik dokularinin saglikh formlarda
bulunmasinda ve fonksiyonlarini yerine getirmesinde énemli rol oynarlar. Mekanik kuvvetlerin
kismen ya da tamamen ortadan kalktigi felg, yatalaklik, yaslilik ve yergekimsiz ortam kosullari
kas ve kemik dokusunda ciddi miktarda kayiplar meydana getirmektedir. Kemik doku
kayiplarina ek olarak mekanik ytklenmenin ortadan kalkmasi kemik iliginde bulunan ve kemik
hicre havuzunu olusturan mezenkimal kok hicrelerin yag yénelimine girmelerine ve kemik
iliginin asir miktarda yaglanmasina sebep olur. Bu durum kemiklerde kirilma riskini arttirir.
Ayrica yag yonelimine bir kez giren kdk hticreler kronik olarak tekrar kemik olusturmaya,
dolayisiyla rejenerasyona kolayca ydnelemezler. Yasam kosullari ya da ilerleyen yas
sebebiyle bir insanin kemik kutlesini kaybedip yag kitlesi kazanmasinin birey ve toplum igin
ciddi bir sosyo-ekonomik maliyeti vardir. Modern toplumda yas ortalamasi artip hareket ihtiyaci
azalirken, kemik erimesi (osteoporoz) ve sismanlik (obezite) oranlarinda da bir artis
goérilmekte ve bu hastaliklarin tedavisi igin gereken maddi kaynaklar toplum refahini
kisittamaktadir. Bu durumla muicadele edebilmek icin tedaviye ydénelik biyomedikal

yaklagimlarin geligtiriimesi gerekmektedir.

Mekanik kuvvet yoksunlugu ile kemik erimesinin arasindaki iliskinin incelenmesi igin
glinimuzde gondlla yatalaklik, fiziksel sinirlama ve kasilmayi dnleyici ajanlarin kullaniimasi
gibi yéntemler tercih edilmektedir. Ancak bu teknikler uygulama zorlugu ve barindirdigi etik
problemler dolayisi ile verimli olarak kullanilamamaktadir. Bunun yani sira da hicre bazindaki
mekanik kuvvet yoksunlugu veya agirliksiz ortam c¢alismalari pahali uzay ucguslari veya
biyoreaktdr sistemlerine olan gereksinimden dolayi detayl olarak gerceklestiriememektedir.
Son yillarda temel amaci hiicre ayristirma olarak gelistirilen manyetik levitasyon teknigi kemik
hicrelerinin agirliksiz ortamda incelenebilmesi igin oldukga énemli bir firsat yaratmistir. Bu
projenin amaci manyetik levitasyon prensibini kullanarak kemik ve kemik iligi hlcrelerini
agirliksiz ortamda kultirleyerek, olusan molekuler ve hiicresel degisimleri kisa ve uzun vadeli
olarak incelemektir. Bu amaca ulasmak icin hicre kultirl sirasinda besiyeri ortami
Gadolinyum iyonlari kullanilarak paramanyetik hale getirilmis ve hicreler iki adet neodymium
miknatisin yaratacagi manyetik ortamda agirlik vektorleri sifirlanmis sekilde asili kalmistir.
Projenin sonucglanmasi ile manyetik levitasyon teknigi ile agirliksiz ortamda kemik hucre
kalturd teknolojisi geligtiriimis olacak, ayrica kemik hicrelerinin agirliksiz ortamda verdikleri

hicresel ve molekiller yanitlarin kolay ve ucuz bir sekilde incelenmesi saglanmigtir.

Anahtar kelimeler: Agirliksiz Ortam, Manyetik Levitasyon, Gadolinyum, Kemik Hucresi,

Mezenkimal K&k Hicreler, Hareketsizlik, Kemik Erimesi, Sismanlk
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ABSTRACT

Mechanical loads play an important role in maintaining a healthy form and function of tissues,
especially for bone and muscle. Complete or partial removal of mechanical loads, such as
during paralysis, bedrest, aging and spaceflight, induces a significant amount of muscle and
bone tissue loss. In addition to the loss of bone tissue, mesenchymal stem cells in the bone
marrow environment that support the pool for bone making cells lose their ability for
osteogenesis and commit adipogenic pathways. This shift in lineage committment leads to fat
accumulation in the bone marrow and regenerative potential of bone diminishes, increaseing
risk of fracture. The concept of bone loss (osteoporosis) together with fat accumulation
(adipogenesis) presents a serious socio-economic burden for modern society. Novel
biomedical approaches are necessary to study this conditions arising from weightlessness for

development of diagnostic and treatment options.

The relation between the mechanical loads and osteoporosis is currently investigated with
methods such as voluntary bedrest, the use of physical constraints and injection of contraction
inhibitory agents. However, these techniques inherently present large statistical variations and
suffer from ethical concerns. Cell culture studies can be utilized to study weightlessness but it
requires expensive space flight or bioreactor systems. In recent years a magnetic levitation
technique was developed for cell separation. This technique presents a novel opportunity to
study a cell-based system used in the weightless environment. The aim of this project is to use
magnetic levitation principle to culture bone marrow cells in the weightless environment and
document the molecular and cellular changes in short and long term. Study was performed by
inducing paramagnetic properties to cell culture media with gadolinium ion and applying the
magnetic field from two neodymium magnets during culture time, therby nullifying weight
vectors of cultured cells. The outcome of the study is the development of a weightlessness
bone cell culture technology using magnetic levitation technology and examining bone and

bone marrow cells during weightlessness with an easy and inexpensive way.

Key words: Weightlessness, Magnetic Levitation, Gadolinium, Bone Cell, Mesenchymal Stem

Cells, Immobility, Osteoporosis, Obesity
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1. GIRIS

Canlilarin yasam evrelerinin tamaminda bunyelerinde barindirdiklari doku ve
organlarin saglikli form ve fonksiyonlara sahip olmasi icin fiziksel, kimyasal ve biyolojik bircok
faktorin uyumlu ve birlikte calismasi gerekmektedir. Fiziksel faktorler igerisinde bulunan
mekanik kuvvetler 6zellikle kas-iskelet sistemine ait organ ve dokular olmak Uzere tim

sistemlerin saglikli ve diizenli galismasina katkida bulunur.

Kemik dokusu, insan ve diger memelilerin hayatta kalabilmeleri i¢cin ¢cok onemli
gorevlere hizmet eder. Mekanik kuvvet girdisinin gegici ya da surekli olarak kaybedildigi felg,
yatalaklk, duragan calisma, yaslilik ve uzay uguslari gibi durumlarda kemik dokusu oldukca
hizl bir sekilde kaybedilir ve bu doku kayiplari mekanik kuvvet yoksunlugu ortadan kalksa bile
kolaylikla geri dondurilemez. Doku kayiplarinin sebebi kemik yapan ve kemik miktarini
dizenleyen hucrelerin mekanik hassasiyetleridir. Bu hucreler mekanik kuvvetler ortadan

kalktiginda uremelerini durdururlar ve kemik yapma potansiyellerini kaybederler.

Kemik dokusunda mekanik kuvvet yoksunlugu ¢alismalari genellikle insanlarda gonalli
yatalaklik ya da kemirgenlerde arka ayaklardaki mekanik kuvvetleri cerrahi, fiziksel ya da
kasilmalari bloklayici ajanlar yardimiyla yapilirlar. Fakat bu calismalar olduk¢ga masrafli,
bunyesinde etik sorunlar barindiran ve de bircok sistemin bir araya gelmesinden dolayi
varyasyonlara olduk¢a acik calismalardir. Diger komponentler izole edildigi igin daha az
varyasyon gdsteren ve tabandan baglayan hicre kultirt ¢calismalari ise ya olduk¢a pahali ve
zahmetli uzay uguslari ya da santriflij prensibine dayali ve kiguk hacimlerle galismaya olanak
vermeyen biyoreaktdrlerle gerceklesebilmektedir. Cok yakin zamanda manyetik levitasyon
(magnetic levitation) teknolojisi ile hiicrelerin gadolinyum igeren besiyerinde agirliksiz ortamda
ayrilabilecegi ve yasatilabilecedi prensibinin gdsterilmesi, kemik hlcrelerinin agirliksiz
ortamda incelenebilmesi igin oldukga 6nemli bir firsat yaratmigtir. Raporlanan projenin amaci
manyetik levitasyon prensibini kullanarak kemik iligi hicrelerini kultirleyerek agirliksiz ortam

sonucu olusan molekiler ve hiicresel degisimleri kisa ve uzun vadeli olarak incelemektir.

Raporlanan projede ortaya konulan hedefler 1) kemik iligi kékenli hicreleri manyetik
levitasyon ile ayristirma ve tasnif etme; 2) kemik iligi kokenli hiicreleri manyetik levitasyonla
agirliksiz ortamda yasatma ve 3) manyetik levitasyon yontemini doku muhendisligi
uygulamalari igin biyofabrikasyon ydntemi olarak kullanma olarak &6zetlenebilir. Proje
surecinde bu hedeflerin tamami ¢alisiimis, ve bu manyetik levitasyon teknolojisi icsellestirilerek

nitelikli bilimsel yayinlarin ve yeni proje fikirlerinin olusmasi saglanmistir.
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2. LITERATUR OZETi

2.1 Mekanik kuvvetlerin biyolojik sistemler tizerinde etkileri

Fiziksel (mekanik) kuvvetler tim canlilarin yasamsal fonksiyonlari i¢in oldukga kritik biyolojik
uyaran ya da biyolojik ¢ikti gorevi gorirler. Mekanik sinyallerin algisi ve bu sinyallere tepki
verilmesi, bakteri (Kruse ve Julicher, 2005), maya (Zhou vd., 2003), bitki (Neel ve Harris, 1971;
Johnson vd., 1998) ve memeli hiicreleri (Ozcivici vd., 2010a) igin oldukga iyi korunmustur.
Ozellikle memelilerde organ sistemlerinin bakim, tamir ve/veya yenilenmesi sirasinda mekanik
kuvvetler 6nemli roller oynarlar (Ingber, 2005; Orr vd., 2006). Mekanik kuvvetlerin etkilerinin
en uygun goézlemlenebildigi yapilar kas-iskelet dokularidir ki, mekanik fonksiyonun yitirilmesi
durumunda memelilerde kas erimesi (sarcopenia) ve kemik erimesi (osteopenia) net bir
bicimde gériiliir. Ozellikle kemik erimesi, kemik kiriklari riskini arttirdigi igin hastalarda yasam
kalitesini oldukga etkiler (Olmeda vd., 1995) ve gelismis/gelismekte olan toplumlara buyuk bir
sosyo-ekonomik maliyet olusturur (Marwick, 2000; NIH, 2000).

2.2 Kemik mekanobiyolojisi

Kemik oldukga dinamik bir organ olup bu dinamik yapi iki tip kemik hicresi tarafindan kontrol
edilir (Martini ve Ober, 2006). Kemik iliginde bulunan mezenkimal kdk hicrelerden 6zellesen
osteoblast hicreleri yeni kemik dokusunun yapilmasinda faaliyet gdsterirler. Osteoblastlarin
cevrelerine Ca?* iyonlari gekerek yarattiklari inorganik hydroxyapatite kristalleri kemige tok,
sekil degistirmeye direngli ve vucut agirhigi ile olusan basi kuvvetlerine dayanimli olma 6zelligi
kazandirir. Yine osteoblast hiicreleri tarafindan sentezlenen hiicre disi kolajen matris yapilari
da kemik dokusunun egilme ve ¢eki ylklerine kargi dayanimini saglar. Tekrarli ylklerle ¢alisan
kemik dokusu mikrogatlak olusumuna yatkindir (Burr vd., 1985; Martin, 1993; Donahue vd.,
2000). Tekrarli yukler altinda calisma sirasinda olusan bu mikrocatlaklari iceren bolgeler,
kemik iligindeki hematopoetik kdk hiicrelerden 6zellesen osteoclast hicreleri tarafindan
salgilanan dusuk pH’li faktorlerle yikima ugratilir. Olusan bosluklari osteoblast hiicreleri hizla

istila ederek orada catlaklari giderilmis yeni kemik dokusu olusturur.

Kemik yikimi ve yapimini iceren bu kemik déngusu (bone turnover) sayesinde kemik
dokusu, saglikli bireylerde surekli olarak hasarsiz ve farkli mekanik kosullara adapte olabilecek
sekilde bulunur. Bahsi gegcen kemik déngusunin ideal sartlarda varligi oldukga kati molekuiler
ve mekanik bilesenlerce diizenlenir (Robling vd., 2006). Kemikte mekanik yiklenme eksikligi
ya da kaybi sonucunda olusan doku kayiplarinin osteoclast aktivitesinin artmasindan ziyade
osteoblast sayisindaki azalma ve fonksiyonundaki degisimlerle ilgili oldugu gosterilmistir

(Ozcivici vd., 2010a; , 2010b, 2013). Osteoblastlarin sayica azalmasi yeni yapilabilecek kemik
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miktarini dastrmekle kalmayip, bu hicrelerin osteoclast hicrelerinin 6zellesmesi ve

fonksiyonu igin yaptiklari regllasyonu (Boyle vd., 2003; Gori vd., 2000) da etkiler.

Ozetlemek gerekse kemik dokusunun sagli§i ve miktari igin mekanik kuvvetler kemik
dokusunda “kullan ya da kaybet” ilkesinin belirledigi sekilde calismaya yol acar. Kemigin
mekanik olarak yliklenmemesi kemik matrisinde yikima yol agarken, fiziksel egzersiz kemik
yapisinin gelismesini ve glglenmesini saglar (Frost, 1987). Mesela yergcekimsiz ortamdaki
astronotlar her ay, kemik kutlelerinin %2’sini kaybederler (Lang vd., 2004; LeBlanc vd., 1998).
Bu kayip orani kemikteki tim minerali yansitmakla beraber, 6zelde slingersi kemiklerde
kayiplar 6 ayda %25 seviyelerini bulabilir. Agirhksiz ortamda kemik dokusunda yasanan bu
kayiplarin telafisi icin, déniste murettebatin uzayda gecirdigi siireden ¢ok daha uzun bir sire
gecirmesi gerekir (Sibonga vd., 2007). Uzay uguslariyla benzer sekilde yatalaklik ve felg gibi
gegici ya da surekli olan mekanik kuvvet yoksunlugu da kemik erimesine yol a¢maktadir
(LeBlanc vd., 1990; Ramnemark vd., 1998). Ornegin géndlli yatalaklik (voluntary bedrest)
calismalarinda rastlanan kemik kaybi oranlari uzay uguslari kadar yliksek seviyede olmasa da
(%1/ay), sureklilik arz etmektedir (Shackelford vd., 2006). Uzay uguslarindaki kemik doku
kayiplariyla benzer sekilde bu kayiplarin da kemik dokusu igin telafisi olduk¢a zordur (LeBlanc
vd., 1990).

Genel hareket ve mekanik ylklenme eksikliginin yol actigi diger bir problem de bag
doku ve kemik iliginde gorilebilen yaglanmadir (Ozcivici vd., 2010b; Zayzafoon vd., 2004;
Rubin vd., 2007). Osteoblast hcrelerinin kemik iligindeki mezenkimal kék hicrelerden
geldikleri ve bu kék hicrelerin ayni zamanda yag hicrelerine de donUsebildikleri bilinmektedir
(Pittenger vd., 1999). Yaslilik ya da hareketsizlik durumunda osteoblast hlicrelerindeki azalma
ve kemik iligindeki yag hucrelerinin artisi géz o6niine alindiginda (Sekil 1) eriskin koék
hicrelerinin karar mekanizmalarinin mekanik kuvvetlerden etkilendigi disunulebilir (Rosen ve
Bouxsein, 2006). Bunun anlami herhangi bir sebepten hareketsiz kalan bir hastada kemik
yapimindan sorumlu hucre havuzunun azalmasi ve bdylece kemigin mineral ve mimari
yapisinin bozulmasi, ayrica kemik iligindeki yag hucrelerinin sayilarinin artmasidir. Kemik ve
kemik iligindeki bu surecin engellenebilir ve/veya geriye déndurdlebilir olup olmadigi henuz
bilinmemektedir. Kemik iligi kok hicrelerinin mekanik kuvvet yoksunlugu sirecinde hem kemik
erimesini (osteoporosis) hem de kemik iligi yaglanmasini olusturacak sekilde adapte olmasi

kontrolll sartlarda agirliksiz ortam galismalarinin énemini ortaya koymaktadir.



N4

TiBiTAK

Precsteoclasts Osteoclast

_ og . |
®) OO.: ——= Bone resorption

Hematopoietic ["f(‘_j_\

stem cell -\_‘_/J 1 -

vy

MCSF IL-6 OFG RAMKL
\ ‘ / Ostaoblast
Chondrocyte
Muscie cell Preosteqblast e @ = lBt‘.ll'le formation
Fibroblast = E
@F_-_FE_ h“sx* - RUN
= LA
\ e -
O | i | F
'“-—»H-x& 1
Mesenchymal —— ,—-J\I .
stem cell GJ_, — Ctar Prag, ;ff?o_cff\ ‘I"' n;llam.mamry cytakines
e o ipsin
Preadipocyte - .\%}009. - -- = Adiponectin
Resitin
=== Leptin

Sekil 1. Kemik iligi hiicrelerinin farklilasma mekanizmalari. Kemik iligine yerlesen kdk
hticrelerden mezankimal olanlari ortamdan aldiklari sinyallere gbére kemik (osteoblast) ya da
yad (adipocyte) ybnelimlerine girerler. Bulunulan asamada molekiiler yolak isaretcileri tam
olarak anlasilamamigs bu yobnelimlerin, disaridan girilen mekanik kuvvetlerden de nasil
etkilendikleri heniiz bilinmemektedir (Rosen ve Bouxsein, 2006).

2.3 Agirliksiz ortam biyolojisi

Agirliksiz ortamdan kaynaklanan mekanik yiklenme yoksunlugunun kemik ve kemik iligi bag
dokusu Uzerindeki parametrik etkilerinin anlagilabilmesi icin kisa ve uzun vadeli hicre
galismalarina izin verecek in vitro sistemlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Uzay uguslari sirasinda
hicre kultiri denemeleri yapmak mimkin (Hughes ve Lewis, 1996) fakat bu tip deneyler igin
yoringeye uydu goénderilmesi olduk¢ga masraflidir. Diinya Uzerinde hicre kilttrl ¢calismalari
icin agirhksiz ortami taklit edebilmek Gzere gelistirilen teknoloji 6zellesmis biyoreaktoérlerin
kullanimidir. Random Positioning Machine (RPM) olarak adlandirilan cihazlar hucrelerin
bulundugu plastik kaplari surekli olarak déndtrerek hiicrelerin ve plastigin agirlik vektérinin
yerini degistirir. Toplam agirlik vektoéri bileseninin integrali bu sayede zamana bagl olarak
sifirlanarak hcreler sifir agirlik kosuluyla kiltirlenebilirler (Sarkar vd., 2000; Yuge vd., 2003).
Fakat bu uygulama sirasinda hicreler sirekli olarak sivida olusan kayma gerilmelerine (shear
forces) tabi kalirlar (Goodwin vd., 1993). Ozellikle kemik hiicrelerinin (zerlerine sivilar
tarafindan uygulanan kayma gerilmelerine ne kadar hassas olduklari digtnulirse (Kapur vd.,
2003; Batra vd., 2005; Young vd., 2010), bu uygulamanin temel prensibi serbest digme olmasi
gereken deney ortami icin uygun olmadidi muhakkaktir. Benzer prensiple yani agirlik
vektorinin zamana bagli integrasyonunu sifirlamaya yonelik bir diger biyoreaktor tipi olan

Rotating Wall Vessel (RWV) biyoreaktérlerde de hem sivi akigiyla ortaya ¢ikan kayma
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gerilimleri, hem de hucrelerin tasinimi igin mikrotaneler kullanma zorunlulugu kemik hucre

kaltir uygulamalari igin zorlayici niteliktedir (Kaysen vd., 1999; Villa vd., 2007).

2.4 Manyetik levitasyon

Hucrelerde agirliksiz ortam yaratmak igin kullanilabilecek ve goérece yeni uygulanmaya
baslanan bir diger yontem de manyetik kuvvetler prensibinin hiicre kaltirine uygulanmasidir.
Diyamanyetik nesneleri ¢ok kuvvetli manyetik alanlarda tutarak olusan kuvvetlerle agirlik
vektorl sifirlanabilir (Ueno ve Iwasaka 1994; Brooks vd., 2000). Bu uygulama yukarida bahsi
gecgen biyoreaktorlerden farkli olarak sisteme higcbir mekanik bilesen eklemez ve bu sistemle
hicreler haftalar boyunca kiltirlenebilir (Guevorkian ve Valles, 2004). Bu sistem her ne kadar
gercek agirliksiz ortama yakin olsa da, bu élgtide ylksek kuvvetleri olusturabilmek icin gereken

miknatis blyUkligu agisindan oldukga énemli bir altyapi maliyeti olusturmaktadir.

Hucrelerin agirliksiz ortama manyetik kuvvetler kullanilarak getirilebilmeleri igin ¢ok
daha basit, ucuz ve maliyet gerektirmeyen bir protokol bulunmaktadir (Durmus vd., 2015).
Buna gdre hlcrelerin bulunduklari kaltlr besiyeri paramanyetik hale getirilerek alttan ve Ustten
yerlestirilen iki basit miknatis (ferromagnet) vasitasiyla hicrelerin agirlik vektorleri nétralize
edilerek agirliksiz kalmalarinin saglandi§i ortaya konulmustur (Sekil 2A). Hicre besiyeri
ortaminin paramanyetik hale getiriimesi besiyerine konulan Gadolinyum(lll) (Gd®**) iyonu
iceren ajanlar sayesinde mimkin olmaktadir. Bahsi gecen calismanin temel motivasyonu,
uygulama sirasinda kullanilan hicrelerin manyetik kuvvet etkisiyle yogunluklarina gére farkh
noktalarda konumlandiklari igin bu etkiyi heterojen hiicre gruplarinda (kemik iligi veya kan gibi)
farkh hicre tiplerini birbirinden ayirarak manyetik kaldirma ile distik masrafli bir hiicre ayirma

teknolojisinin olusturulmasidir (Sekil 2B).

WBC
RBC

V0O ee®
00 ' oY e}

R
i

Left Mirror

gMicroscope Objective

z
Y
Magnets L‘y Paramagnetic Medium

Sekil 2. Manyetik levitasyon deneyinin g¢alisma prensibi. A. Deneyler igin gereken
komponentlerin montaj semasi, burada bir kapiler kanalin Ustiine ve altina yerlestirilen
miknatislarin sabitlenmesi ve ayrica kullanilacak iki ayna yardimiyla hiicrelerin gergek zamanli
olarak goérintilenmesi icin mikroskoba baglanmasi gdsterilmistir. B. Hlicreler (lizerindeki
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kuvvet dagilimi, paramanyetik yapilan besiyerinde hiicrelerin her iki miknatistan gelen kuvvetin
hicresel yogunluga ve kullanilan ajanin derisimine bagli olarak z ekseninde konumlanmasi
(Durmus vd., 2015).

Manyetik levitasyon prensibi kullanilarak hicrelerin birbirinden ayrilabilmesi pratigi ayni grup
tarafindan baska bir calismada da kullaniimis olup (Tasoglu vd., 2015), burada kandaki farkh
hicre gruplarinin yogunluklarina gére ayri ayri denge noktalarinda tasnif edilebilecegi
gosterilmistir (Sekil 3A). Kanda karisik halde bulunan farkli hiicre gruplari kendilerine dzel
antijenlerle boyandiktan sonra manyetik levitasyon uygulandiginda her bir hdcre tipinde
gosterilen prensibin karisimlar icin de gecerli oldugu goésterilmistir (Sekil 3B). Hicrelerin
deneyin baglangicindan itibaren kaldiriimasi icin gereken sire 2 dakika olup, akabinde
hlcreler bulunduklari konumda diger deneylere tabi tutulabilmektedir (Sekil 3C). Projede
“hiicre ayristirma” hedefi bulunmasa da, gosterilen manyetik levitasyon teknolojisinin hicreler
Uzerinde gosterdigi yiksek mekansal ¢ozunurlik ve hizli denge noktasina gecis 6zellikleri

agirliksiz ortamda yapilacak kemik hicre kilttrt sirasinda kullaniimigtir.

A B

Density (g/ml)

OErythrocytes

Eosinophils
Neutrophils

‘ Basophils ~I
Lymphocytes

@ Monocytes «—
Cell number

Sekil 3. Manyetik levitasyon prensibi ile kan hiicrelerinin birbirinden ayrilmasi. A. Kan
igerisinde bulunan farkli hiicrelerin yogunluklari B. Gergek zamanli kan hiicresi ayirma deneyi,
kirmizi boyali hiicreler eritrosit, yesil boyali hiicreler polimorfoniikleik hiicreleri (nétrofil vs.)
mavi hicreler ise lenfositleri temsil etmektedir. C. Deneyin baslangicindan itibaren kan
hticrelerinin kaldirilmasinin zamana bagl degisimi, buna gére hiicrelerin steady state pozisyon
almalari kullanilan derisim igin 2 dakika stirmektedir (Tasoglu vd., 2015).

Bahsi gecgen iki calismada besiyerini paramanyetik hale getiren madde manyetik rezonans
goruntileme (MRI) uygulamalarinda kullanilan ve Gd** igeren kontrast ajanidir (Gadavist,
Bayer). Etken maddesi Gadobutrol (gadolinium(lil)2,2',2"-(10-((2R,3S)-1,3,4-trihydroxybutan-
2-yI)-1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7-triyl)triacetate) olan bu ilag paramanyetik ve suda
¢ozulebilen yapisiyla kanserli dokularin MRl ile tanisinda oldukga etkin bir maddedir (Tombach
ve Heindel, 2002; Huppertz vd., 2004). Bu ajanin manyetik levitasyon amaciyla kullanildigi
calismalarda hucre tipleri icin toksik olmadigi gosterilmistir (Sekil 4). Fakat bu ajanin kisa ve
uzun vadedeki kemik hicre biyolojisine ve kemik hilicre dis1 matris olusumuna olan etkisi hentiz

bilinmemektedir.



N4

TiBiTAK

e f
- 0mM =
100 x 3 [+ |W 30mM 1.6x10° a
50 mM 3
C_1100mM
80 -
5 1.210°
R®
260 e 7
3 8 =
g ] [u) —
> 80x10° , e =
V4 <~ 0mMGD
-~ 0mMMGD
20 4.0x10* // ~'— S0mMGD
100 MM GD
Ly
0 - 0 1 2 3 4 5
Culture time (days) Culture time (days)

Sekil 4. Manyetik levitasyon icin kullanilan ajanin (Gadavist, Bayer) JHEsoAD1 hiicreleri
lizerindeki toksisitesi. 5 giin boyunca kdiltiirlenen hiicrelerde canli (yesil - Calcein) ve 6lii
(kirmizi - Ethidium homodimer) deneyinin a. 0 mM, b. 30 mM, c¢. 50 mM, d. 100 mM Gadavist
derisimi. Ayrica farkli glinler icin e. hiicre canliliklarinin ve f. sayilarinin degisimi. Sonuglara
gore besiyeri icin kullanilan paramanyetik ajan toksik degildir (Durmus vd., 2015).

Calismalarda kullanilan ve Bayer firmasindan temin edilen paramanyetik kontrast
ajaninin farkh firmalar tarafindan ayni amag igin Uretilen ve benzer sekilde Gd** iceren
alternatifleri bulunmaktadir. Bunlara o6rnek olarak Gadodiamide (gadolinium(lll) 5,8-
bis(carboxylatomethyl)-2-[2-(methylamino)-2-oxoethyl]-10-0x0-2,5,8,11-tetraazadodecane-1-
carboxylate hydrate — General Electric firmasi, Omniscan adiyla) ve Gadoteric acid
(gadolinium(+3) cation; 2-[4,7,10-tris(carboxymethyl)-1,4,7,10-tetrazacyclododec-1-ylJacetate
— Guerbet firmasi, Dotarem adiyla) verilebilir. Bu noktada hiicre ayristirmasi ve projede
Onerilen kemik hdcre kiltirlenmesi icin hentz gelistiriime asamasinda olan bu teknoloji igin

farkli Gd®* igeren ajanlarin yaratacagi performans farklari heniliz bilinmemektedir.

Tamamlanan projede, hiicre ayristirmasi icin henlz gelistirime asamasinda olan
manyetik levitasyon teknolojisinin 1) Tlrkiye’ye transferi yapilmis ve teknikler i¢sellestirilmis;
2) ayristirma teknolojisi kemik iligi kokenli hicrelere ilk kez uygulanmig; 3) ayristirma
teknolojisinden farkli olarak hiicreler agirliksiz ortamda kisa ve uzun surelerle ilk kez yasatiimis

ve 4) teknikler doku muhendisliginde biyofabrikasyon uygulamalari igin adapte edilmistir.
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3. GEREG VE YONTEM
3.1 Manyetik Prensipler

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

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

Fm Denge
Fu f pozisyonu
________ T~ W A
v
Fa
Ak A A Paramanyetik
ortam

Sekil 5. Paramanyetik ortam igerisinde kiiresel bir pargacigin (izerine etkiyen kuvvetler. (Mavi:
disiik manyetik alan, kirmizi: yliksek manyetik alan)

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

nm) hareketini anlamli derecede etkilemesi sebebiyle géz ardi edilebilmektedir.

Fyet = Fy + Fp +F; ise ma=Fy +F, + Fg,

dv _ />
md—t”=FM+FD+FG (1)
Bir parcacik Gizerine etki eden Fu; B: manyetik aki yogunlugu (Tesla, T), V: del operatord, i :
manyetik dipol degerlerine baglidir (denklem 2). B miknatisin ylzeyinden uzaklastikca
azalmaktadir. Buradan paramanyetik tuz sollisyonunda ya da ferro sivi igerisinde disuk

manyetik alanda Uretilen manyetik dipole ulagilabilir (denklem 3).

Fy =@.V)B () ve ez (3)
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Bu denklemde; V: pargacigin hacmi, po: boslugun gegirgenligi (1.2566 x1076 kg-m-A™2-s72), Ay:
parcacik ile onu gevreleyen ortamin manyetik duygunluk (magnetic susceptibility) farki (Xp-xm)
olarak diizenlenerek Fy degeri ifade edilebilir (denklem 4).

—  V.(XpXm)

Fy = T(B'V)B 4)

(B.V)B kartezyen koordinat sisteminde genisletilerek:

aB 4B 4B
By~ "+Byayx+Bz x

(T-f V)l—-f = B OBy B OBy (5)

_y
Bx—=+By, 790

aB aB 4B
By Z+By Z+BZ Z

U¢ boyutta manyetik aki degerlerine ulasilabilir. Belirtilen kosullarda kiresel bir pargacigin

Uzerine etki eden bir diger kuvvet olan sivi gekme kuvveti (drag force) Fp; R (pargacigin ¢api),

1 (dinamik viskozite), fy (slriklenme katsayisi) ve v,’ye (pargacidin hizi) bagh olarak

degisecektir (denklem 6).

Fp= 6nRnfa(vy) ()

Parcacik Uzerine etki eden diger kuvvet Fgise; V: pargacigin hacmi, 4p: pargacik ile onu

gevreleyen ortamin hacimsel yodunluk farki (Pr- Pu), g: yergekimi ivmesine (9.8 m-s™2) bagh

olarak hesaplanabilir (denklem 7).

Fg = VApg (7)

Bu durumda, parcacigin denge noktasina ulasana kadar Uzerine etki eden kuvvet
dizenlenerek (denklem 8) denge noktasina ulasildiginda pargacigin hizi sifir olacagi igin (Fp=

0), Fnetkuresel pargacigin denge haline gore diizenlenebilir (denklem 9).

— V.0 Xm) 12 2 — V.0pXm) 2 N2
Fyee = ———=(B.V)B + 61Rnfy(v,) + V. (0p-p) g Fyee = : (B.V)B +V.(0p-pu) g
0

Ho (8) ve
(9)
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Hucreler gibi diyamanyetik olan parcaciklar manyetik alan uygulandiginda manyetik alana
antiparalel sekilde hizalanmis bir manyetik dipol olusur ve bu sebeple manyetik alanin
minimum oldugu alana dogru bir manyetik kuvvet olugur. Olusan bu manyetik dipol ise
pargcacik ile onu cevreleyen ortamin manyetik duygunluk degerine gbre degismektedir.
Projemizde yukarida ayrintilariyla agiklanan fiziksel olaylardan yararlanilarak mikroakiskan
platform icerisindeki hiicrelerin Uzerine yergekimine ters yonde etki eden manyetik kuvvet, besi
ortaminin manyetik duygunluk degeri (X=) degistirilerek arttirimis ve hucrelerin levitasyonu
araciligi ile agirliksiz ortam taklidi saglanmistir. Hiicreleri gevreleyen besi ortaminin manyetik
duygunluk degeri, besi ortamina farkli konsantrasyonlarda Gd** (Gadavist) ilave edilerek elde

edilmigtir.

3.2 Hiicre kiiltiiri

Calisma boyunca D1 ORL UVA mezenkimal kdk hiicre(Demiray ve Ozcivici, 2015; Baskan vd.,
2017), MC-3T3 osteoblast hiicresi (Wang vd., 1999), 7F2 yag biriktirerek adipocyte hlicresine
donusebilen osteoblast (Thompson vd., 1998) hicre hatlari kullaniimistir. Bu hiicre hatlarinin
segilme sebebi kemik iliginin kompozisyonunu deneylerde tam olarak yansitmaktir. D1
hdcreleri galisma boyunca 6zellesmemis kemik iligi kdk hucrelerini temsil etmistir. Bu hiicreler
yag ve kemik yoénelimi konusunda herhangi bir se¢im géstermeksizin kolaylikla iki hiicre tipine
de donlsebilmektedirler (Balian vd., 2000). MC-3T3 hicreleri osteoblast hiicreleri olup ylksek
oranda mineralize hicre disi matris olusturabilmektedirler. 7F2 hicreleri de osteoblast
hlcreleridir fakat standart osteoblastlardan farkli olarak uygun sartlarda tim kemik mRNA
belirteclerini kaybederek kolaylikla adipocyte hlicrelerine doéntsebilmektedirler. Bu ¢ grup
hicre, hicresel anlamda heterojen bir yapiya sahip kemik iligi icin kapsayici sonuclar
saglamak amaciyla kullaniimistir. Ayrica c¢alismada farkli biyofabrikasyon ydntemlerinin

uygulamasinda meme kanseri hicreleri (MDA-MB-231) destekleyici olarak kullaniimistir.

3.3 Manyetik levitasyon ile hiicre ayristiriimasi

Normal hiicre kiiltiriinde gerektigi kadar ¢cogaltilan hiicreler 50mm uzunlukta 1mm? kesit alana
sahip kapiler kanala aktarilmigtir. Bu kanal Uzerine ve altina konulacak olan dikdortgenler
prizmasi seklindeki neodmiyum miknatislar (NdFeB), ve mikroskop atagman aynalari 3 boyutlu
yazici (Formlabs Form 2) ile olusturulmus pargalarla monte edilmistir. Hlicre transferi 6ncesi
tum pargalar UV sterilize edilmis ve kapiller kanallar paramanyetik besiyerinde bulunan hicre

transferinden sonra sizdirmazlik igin kil hamuru kullanilarak (Critoseal) kapatiimistir.
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Manyetik levitasyona tabi tutulan hicreler 45%lik mikroskop aynalari araciligi ile inverted
mikroskop (Olympus 1X41) yardimiyla gérunttlenmis ve kaydedilmistir. Hiicrelerin yogunluklari
ve morfolojileri Image J araciligi ile belirlenmistir. Bu dlguimler igin gereken kalibrasyon farkli

yogunluktaki standard polyethylene kirecikler kullanilarak yapilmistir.

3.4 Manyetik levitasyon ile hiicre kultiirt

Paramanyetik ortam igin hicrelerin besiyerine Gd*" igeren kontrast ajani farkl
konsantrasyonlarda eklenmistir. Bu konsantrasyonlar 10 mM, 25 mM, 50 mM, 100 mM ve 200
mM olmakla beraber diger ticari kontrast ajanlari igin de optimize edilmistir. Ek olarak, kemik
iligi hicreleri normal paramanyetik besiyeri yaninda yapilacak deneye goére kemik yonelimini
(B-glycerol phosphate, askorbik asit), ya da yagd yonelimini (insllin, dexamethasone,

indomethacine) destekleyici kimyasallar da besiyerine eklenmistir.

3.5 mRNA ifade analizleri

Molekiiler ifade analizlerinde kullaniimak Uzere dizayn edilen primerler (Tablo 1) nikleaz
icermeyen suda ¢6zilmus, kullanim soltisyonu 500X’lik stok solisyonunu 10X’e seyrelterek
elde edilmistir. Toplam mRNA izolasyonu igin, kiltirG sonlanan hiicreler iki kere 1XPBS ile
yikandiktan sonra tzerine 200yl lysis buffer eklenip hlcreler buzun tzerinde 2-3 dk boyunca
bekletilmigtir. Kuyulardaki pargalanmis hicreler 1.5 ml’lik eppendorf tlplerde toplanmis ve
insulin ignesi yardimiyla homojenize hale getirilmigtir. TUpteki sivilar, Gzerlerine kendi hacimleri
kadar etanol eklendikten sonra, toplam mRNA izolasyonu deneye gére PureLink® RNA Mini
Kit (Invitrogen) ya da RNAqueous Micro Kit (Invitrogen) protokolu takip edilerek
gerceklestiriimistir. Elde edilen drneklerin mRNA konsantrasyonlari Nanodrop kullanilarak
Olculmustar. Esit miktarlarda mRNA’dan First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas) ile elde
edilen cDNA’lar RT-PCR analizi icin kullaniimistir. Cevrimler sonucu (Tablo 2) elde edilen
ifade egrileri kontrollii olarak analiz edilmistir. Ug tekrarl (triplicate) olarak yiritilen RT-PCR

deneylerinde numune sayisi da Ug¢ olarak kullaniimistir.

Tablo 1. RT-PCR’da kullanilan primer listesi

ileri (forward) primer (5’-3’) Geri (reverse) primer (5’-3’)
GAPDH GAC ATG CCG CCT GGA GAA AC AGC CCA GGATGC CCTTTAGT
Runx2 TCC CTG AAC TCT GCA CCA AGT TTC CGT CAG CGT CAA CAC CAT
OCN CTG ACA AAG CCT TCATGT CCAA GCG CCG GAG TCT GTT CAC TA
ALP TTT AGT ACT GGC CAT CGG CA ATT GCC CTG AGT GGT GTT GCA

11
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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 1s

Batin mRNA ifade analizi deneylerinde GAPDH geni i¢gsel kontrol (housekeeping gene) olarak

kullaniimistir. RT-PCR Roche LightCycler® 96 sisteminde gereceklestiriimistir.
3.6 Hiicre ¢cogalmasi ve hiicre saghg: deneyleri

Hucrelerin farkh paramanyetik besi ortaminda 2 boyutlu (2B) kiltlrdeki ya da 3 boyutlu (3B)
manyetik levitasyon kdltirindeki c¢ogalmasinin  ve saghdinin incelenmesi igin
gerceklestiriimistir. Hicre ¢ogalmasi deneyleri MTT yontemi kullanilarak yapilmistir. Hicre
saghgi deneyleri live/dead assay yontemiyle (Calcein-AM ve Ethidium homodimer boyama

yapilarak) kontrol edilmistir.
3.7 Pl boyamasi ve akis sitometrisi ile hiicre donglisii analizleri

Hucre dongulsu evrelerini belirlemek igin, deneysel gruplarda toplanan hiicreler Propidium iodit
(PI) ile boyanarak, akis sitometresi tarafindan ol¢iimustir. Hlcreler manyetik levitasyon
kiltdrinden ve 2 boyutlu kontrol kiltirinden toplandiktan sonra oda sicakliginda 10 dakika
boyunca 1200 rpmde santrifij edilmistir. Olugan ¢okuntld 1ml soduk PBS ve 4 ml soguk %100
EtOH ile ¢ozulmis ve -20"C’de saklanmiglardir. Analizin yapilacagi guin, hiicreler 4°C’de 6nce
10 dakika boyunca 1500 rpm ve sonrasinda 1 dakika boyunca 2000rpm’de santriflij edilmistir.
Aciga cikan ¢ozelti 1ml PBS’'de cozildukten sonra c¢ozelti Eppendorf tlplere alinmistir.
Hicreler daha sonra 4"C’'de 6nce 10 dakika boyunca 1500 rpm santrifiij edilmiglerdir. Olusan
cokuntu 2ul RNase A (200ug/ml) ve 200ul 0,1% Triton X-100 PBS icinde ¢dzulmus ve 37 C'de
30 dakika inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasinda 20ul Pl (1mg/ml) eklenerek karanlikta 15
dakika kadar daha bekletiimis ve akabinde BD yazilimiyla, BD FACS Canto flow cytometry

cihazinda olgimleri alinmigtir.

12
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4. BULGULAR
4.1 Manyetik levitasyon cihazinin dizayni ve uretilmesi

Manyetik levitasyon prensibi ile galisan dizenek igin i) iki adet 50,8 x 2 x 5 mm Neodmiyum
(NdFeB) miknatis, ii) bir adet 1 x 1 x 50 mm cam kapiler kanal ve iii) iki adet 12,7 x 12,7 x 3,2

mm alliminyum ayna temin edilmistir (Sekil 6).

Sekil 6. Manyetik levitasyon prensibi ile g¢alisan diizenegin ana pargalari, (a) hiicrelerin
diizenege yliklenmesinde kullanilan cam kapiler kanal, (b) mikroskop yardimiyla goriintii
alinabilmesini saglayan iki adet ayna, (c) agirliksiz ortam olusturulmasinda kullanilan iki adet
miknatistan olugsmaktadir.

Duzenegdin ana parcalarini bir araya getirmek ve kapiler kanal igerisini gérintileyebilmek icin
gerekli ek parcgalarin teknik semalari ti¢ boyutlu ¢izim programi (AutoCAD 2016) ile “li¢ boyutlu
modelleme” sekmesinde cizilmistir. Dlizenegdin fonksiyonel hale getiriimesinde kullanilacak ek
parcalar (i) miknatislarin ve kapiler kanalin monte edilecegi iki adet tutucu parga, (ii) aynalarin
monte edilecegi ve 45 derecelik aglyla tutucu pargalara takilacak olan iki atagman ve (iii)

dizenegin mikroskop yuvasina oturmasini saglayacak adaptérden olusmaktadir (Sekil 7-8).

Sekil 7. (a) Manyetik levitasyon dlizenegini bir araya getirecek ek parcgalarin (i¢ boyutlu ¢izim
programindaki gériintiisd; (b) Miknatislarin ve kapiler kanalin monte edilecegi tutucu pargcanin
tic boyutlu gizim programindaki gorintisii

13



N4

TiBiTAK

Sekil 8. (a) Aynalarin monte edilecegdi ve tutucu pargalara baglanacak atagcmanin (i¢ boyutlu
¢izim programindaki goriintiist; (b) Mikroskop yuvasina yerlestirilerek diizenek ile goriintii
alinabilmesini saglayacak adaptériin (¢ boyutlu ¢izim programindaki gériintiisi

ilgili pargalarin teknik semalari tamamlandiktan sonra ¢izim dosyasi ii¢ boyutlu yazicida
(Formlabs Form 2) yazdiriimak tzere ilgili formatta (.STL uzantisiyla) kaydedilmistir. Ardindan
PreForm yazilimi yardimiyla ek parcalara gereken destek uzantilari eklenmis ve parcgalar
basim islemine hazir hale getirilmistir (Sekil 9). Daha sonra yine ayni ara yuz Gzerinden destek
uzantilari eklenmis ¢izim dosyasi (.FORM uzantisiyla) U¢ boyutlu yaziciya goénderilmis ve
yazdirma iglemi baslatiimistir. U¢ boyutlu yazdirma islemi “Clear v2 FLGPCLO02” fotoreaktif
recine kullanilarak stereolitografi teknigi ile 0.025 mm ¢ozunirligiinde gergeklestiriimistir. Ug
boyutlu yazici, fotopolimer regine Uzerine odaklanan UV lazer ile tabandan bagslayip katman

katman Urin0 olusturarak basim iglemini tamamlamistir.

File Edit View Help

A
+
< 2 >
_ 2
v

Volume 1519 Layers 5 Print Time | 61 332 Print Settings  Form 2, Clear V2, 0.025 mm

14



N4

TiBiTAK

Sekil 9. Parcalarin destek kisimlari eklenerek (li¢ boyutlu yazdirmaya uygun hale
getirilmesinde kullanilan araytiziin (PreForm) ekran gériintiisd.

Basim isleminin tamamlanmasinin ardindan basilan parcalar yazici ylzeyinden siyriimistir.
Uretici firma 6nerisi dogrultusunda, yazdirilan pargalar izopropil alkol (2-Propanol, VWR
Chemicals) iceren hazneye alinarak 30 saniye boyunca ¢alkalanmis ve 10 dakika boyunca
hazne igerisinde bekletilmistir. Ardindan yine izopropil alkol igeren ikinci bir hazneye alinarak
ilk adimdaki islemler tekrarlanmistir. izopropil alkol ile muamele isleminin ardindan parcalar
filtre kagidi ile kurutulmus, destek kisimlarindan bir pense yardimiyla kesilerek montaja uygun

hale getirilmigtir.

Dizenedin insa edilmesinde kullanilacak ek parcalarin optimum boyutlarinin elde
edilebilmesi icin muhtelif ¢izimler yapiimig; dizenegin en uygun bicimde monte edilmesine

olanak saglayan parcalarin boyutlari nihai boyutlar olarak belirlenmistir (Sekil 10).

Sekil 10. Manyetik levitasyon diizenegini olusturan ek pargalarin optimize edilmis boyutlari
(mm cinsinden). (Tutucu parganin kalinligi: 3 mm, atagman baglanti ucu kalinliklari: 1,7 mm,
atagman gévde kalinhgi: 2 mm.)

Duzenek monte edilirken kanal igerisinde agirliksiz ortam olusturabilmek amaciyla, miknatislar
ayni kutuplari birbirine bakacak sekilde karsi karsiya getirilmis; her miknatisin iki ucuna da
tutucu pargalar yerlestiriimistir. Daha sonra atagmanlar tutucu pargalara monte edilmis ve orta
noktalarina aynalar yapistiriimistir. Son olarak, cam kapiler kanal iki miknatis arasina

yerlestiriimis ve diizenek hlicre gorintileme islemine hazir hale getirilmistir (Sekil 11).
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Sekil 11. (a) Manyetik levitasyon diizeneginin farkli acilardan gérinimd; x: magnetik alan
olusturulmasini saglayan neodymium miknatislar, y: kiltiirlenen hticrelerin mikroskop altinda
goriintiilenmesini saglayan aynalar, z: hiicrelerin kiiltlirlendigi kapiler kanal, (b) diizenegin
mikroskopa yerlestiriimesine olanak saglayan adaptér parga, (c) diizenegin adaptér ile birlikte
mikroskop (izerindeki yerlesimi.

4.2 Projede kullanilan hiicre tiplerinin karakterizasyonu

Manyetik levitasyon prensibi ile kiltirlenmek igin secilen fare kaynakli kemik iligi hicreleri
teminini takiben acilarak pasajlanmis ve stok olusturmak Uzere dondurulmustur. Bu hicre
hatlarinin tamami (D1-ORL-UVA, 7F2 ve MC3T3-E1) plastige saglikli yapisma goéstermis ve
kullanilan kosullarda cogalmiglardir (Sekil 12).

Sekil 12. Proje kapsaminda kullanilan hiicrelerin 1g1k mikroskobu (faz) gériintiileri; D1 ORL
UVA kemik iligi k6k hicreleri (ATCC), 7F2 fare osteoblast hiicreleri (ATCC), MC3T3-E1
Subclone 14 fare preosteoblast hlicreleri (ATCC) (Scale bar: 100 um).

Stoklanan ve saglikh bir fenotip gézlemlenen hicrelerde bir sonraki adimda blytme egrilerinin
g6zlemlenmesi hedeflenmistir. Her bir kuyuya 2000 hiicre diusecek sekilde 96 kuyucuklu
plastige ekilen (DMEM + %10 FBS + %1 P/S) hlicrelerin canliliklart MTT testi ile belirlenmigtir.
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Kaltirdn 3. glndnde plastik yizeyin tamamen kapladiginin gérilmesinin ardindan blyime

egrisi takibi durdurularak hicrelerin seyreltiimesine karar verilmistir (Sekil 13).

Biiyiime egrileri

. 2.0+
3 =e— D1 ORL UVA
& . -=- MC-3T3
$ ' - 7F2
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©
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0.0 T ] ] 1
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Sekil 13. 2000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96 kuyucuklu plastige ekilen D1 ORL UVA,
MC3T3 ve 7F2 hiicrelerine ait 3 giin stire ile takip edilen bliylime edgrileri.

Tekrarlanan deneyde 96 kuyucuklu plastik kapta 200 hiicre/kuyucuk olacak sekilde ayni
sartlarda ekilmis ve MTT testi ile canli hiicre miktar takip edildi ve blylime egrileri
olusturulmustur. Deney sartlarinda bir haftanin sonunda D1 hcreleri igin, 10. glinden sonra
3T3 hicreleri icin biylime fazinin durdugu tespit edilerek deney sonlandirilimis ve daha genis

alanli plastik kuyucuklarin kullaniimasina karar verilmistir (Sekil 14).

Buyume egrileri (absorbans)

-= D1 ORL UVA
- MC3T3
- TF2

Absorbans (570-690 nm)

15

Gilin

Sekil 14. 2000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96 kuyucuklu plastige ekilen D1 ORL UVA,
MC3T3 ve 7F2 hiicrelerine ait 3 gtin sdre ile takip edilen bliyiime egrileri.
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D1 ORL UVA, MC3T3 ve 7F2 hicreleri 200 hicre/kuyucuk olacak sekilde 24 kuyucuklu
plastige standart bliyiime ortam (DMEM + %10 FBS + %1 P/S) ve buna ek olarak, kemik ve
yag olusumunu tetikleyecek kimyasallarin bulundugu ortam icerisinde buyatiimustir. Kemik
farklilastirma ortami olarak standard blyime ortamina 50 mg/ml askorbik asit ve 2.16 mg/ml
B-gliserolfosfat eklenerek kullaniimistir. Benzer sekilde yag farklilagtirma ortami olarak
standard blylime ortamina 50 pM indometasin, 10 nM dekzametazon ve 5 pg/ml insilin
eklenmistir. Hiicre canliliklar 3 hafta boyunca MTT ile takip edilmistir (Sekil 15).

D1 ORL UVA MC3T3 7E2

4= 2.5 2.5-
== Kontrol == Kontrol

3] -= Osteojenik fark. 2.0q —=- Osteojenik fark.
—— Adipojenik fark. —— Adipojenik fark.

=e= Kontrol
2.04 —= Osteojenik fark.
—— Adipojenik fark.

1.5+

1.0+

0.5+
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LX)
1
Absorbans (570-690 nhm)
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Giin Giin Giin

durumun tek istisnasi 7F2 hucrelerinin yag yonelimine girme durumunda goézlenmistir. Bu

e
-
(=]
-
(4]
n
=1
N
o

hdcrelerin yag yonelim ortamina maruz kalir kalmaz gogalmalarini durdurduklari gézlenmistir.

4.3 Manyetik levitasyonun mikroakiskan kanalda dogrulanmasi

Manyetik levitasyon cihazinin Uretimini takiben levitasyon dogrulamasi yapilmigtir. Onceden
hazirlanarak dondurulmus D1 ORL UVA hicreleri deney dncesi ¢ozlilerek biyime ortaminda
askilanmistir. Daha sonra ¢ozeltiye MRI kontrast ajani olan Gadavist farkh
konsantrasyonlarda (0, 10, 25, 50, 100 ve 200 mM) eklenmistir. Hlicreler 105 hicre/ml olacak
sekilde manyetik levitasyon diizeneginin icerisindeki kapiller kanala ytklenmis, ardindan
inverted mikroskop (Olympus IX-83) ile 10 dakika boyunca (1’er dakika araliklarla)
goruntilenmistir (Sekil 16).
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Sekil 16. Farkli Gadavist konsantrasyonlari iceren besi ortamlari ile siispanse edilen D1 ORL
UVA hiicrelerinin manyetik levitasyon dlizenegindeki 10. dakika sonundaki levitasyon
goriintiileri. Oklar levitasyon seviyelerini gbstermektedir. Scale bar: 200um.

4.4 Gadavist ajani ile manyetik levitasyon deneyleri

Hucrelerin kapiler kanal icerisinde konumlandigi koordinatlarin analizi i¢in Image J - FIJI
programi kullaniimistir. Kisaca, mikroskop kamerasi araciliyi ile cekilen resimler (.TIFF)
uzantisiyla kaydedildikten sonra kayitli dosyalar analiz edilecekleri bilgisayara transfer edilmis
ve FIJI programinda agiimistir (Sekil 17). Dikdértgen segme araci ile hicrelerin igerisinde
bulundugu kapiler kanal segildikten sonra bu kisim kirpilmis (crop) ve arka plan ¢ikariimistir
(subtract background). Ardindan hiicreleri temsil eden pikseller threshold uygulanarak secilmis

ve hucre dagilimlari belirlenmistir (Sekil 17).
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Sekil 17. (a) Mikroskop gériintlisiiniin FIJI programinda agiimasi (b) Hlicreleri izole edebilmek
igin threshold uygulanmasi.

Threshold sonrasi olusan pargaciklar, analiz segenegi ile boyut ve dairesellik parametreleri
kisitlari girilerek analiz edilmistir. Analiz sonucunda hticrelere ait yikseklik koordinatlari kapiler
tlpun alt ylzeyine bagli olarak elde edilmis ve bu verilerden istatistiki degerler hesaplanmistir.
Sonuglara gore D1 ORL UVA hicreleri farkli konsantrasyonlardaki Gadavist kontrast ajani
varligindaki ¢ozeltilerde artan konsantrasyonla beraber daha ylksek bir noktada

konumlanmiglardir (Sekil 18).
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Sekil 18. Farkli Gadavist konsantrasyonlari igeren besi ortamlari ile stispanse edilen D1 ORL
UVA hiicrelerinin manyetik levitasyon diizenegindeki 10. dakika sonundaki ortalama levitasyon
konumu

Bu konumlanma iglemi gérece olarak oldukga hizli gerceklesmekte ve hicreler 10 dakikalik

deney siresinin ¢ogunu ylkseklik agisindan kararli durumda (steady state) gecirmektelerdir
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(Sekil 19). Ayrica rapor ekinde bu analizi desteklemesi icin mikroskop tarafindan elde edilen

gorintilerin farkli konsantrasyonlar icin videolari da eklenmistir (Video 1-6).

600+
I &5 53 5 -- 0 mM
- ———————— ¢ . Bl
e e S SR T S S - 50 mM
100 mM
200 -~ 200 mM

Hiicrelerin konumlandigi yiikseklik (um)

Sekil 19. Farkli Gadavist konsantrasyonlari igeren besi ortamlari ile stispanse edilen D1 ORL
UVA hiicrelerinin manyetik levitasyon diizenegindeki ortalama levitasyon konumunun zamana
gére degdisimi.

Deneylerde kullanilan Gadavist konsantrasyonunun ylkselmesi hiicreleri daha ylksek bir
pozisyona konumlamanin yani sira hiicre konum dagilimlari arasindaki varyasyonlarin
azalmasina da yol agmistir. Standard sapmanin ortalama degere olan orani seklinde
tanimlanan varyasyon katsayisi (coefficient of variation) ylkselen konsantrasyonlarda
azalmakla kalmayip ayni zamanda farkli numuneler arasinda olugan varyasyon farklarini da
azaltmistir (Sekil 20).
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Sekil 20. Farkli Gadavist konsantrasyonlari igeren besi ortamlari ile stispanse edilen D1 ORL
UVA hiicrelerinin manyetik levitasyon diizenedinde 10. dakika sonundaki ortalama levitasyon
konumlarinin varyasyon katsayilari.

4.5 Diger MRI kontrast ajanlari ile manyetik levitasyon deneyleri

Piyasada Gadavist ajanina alternatif olarak bulunan ticari kontrast ajanlarinin levitasyon
potansiyellerinin testi ve karsilastiriimasi igin benzer sekilde énceden dondurulmus olan D1
ORL UVA hicreleri deney Oncesi ¢ozilerek blyime ortaminda sispanse edilmigstir. Hicre
suspansiyonuna MRI kontrast ajanlari (Magnevist, Omniscan, Dotarem ve Multihance) farkl
konsantrasyonlarda (0, 10, 25, 50, 100 ve 200 mM) eklenmigtir. Tum deneyler hlcrelerin
slispansiyon igerisindeki son konsantrasyonlari 10° hiicre/ml olacak sekilde diizenlenmistir.
Hicre suspansiyonlari manyetik levitasyon dizeneginin icerisindeki kapiler kanala
yuklenmistir ve inverted mikroskop (Olympus IX-83) ile 10 dakika boyunca 1’er dakika
araliklarla goéruntilenmistir. Elde edilen goérintiler FIJI programi araciliiyla daha énce
ayrintilariyla agiklanan yéntem ile analiz edilmis ve hicrelerin kapiler kanal zeminine olan
uzakliklari tespit edilmistir (Sekil 21-24).
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Sekil 21. Farkli konsantrasyonlarda Magnevist iceren besi ortamlari ile siispanse edilen D1
ORL UVA hiicrelerinin magnetik levitasyon diizenegindeki (A) ortalama levitasyon konumunun
zamana gore degisimi ve (B) 10. dakika ortalama levitasyon konumu. (C) hticrelerinin magnetik
levitasyon diizenegindeki 10. dakika levitasyon gériintisi. Veriler one-way analyses of
variance (ANOVA) ve Tukey's multiple comparisons test kullanilarak analiz edilmistir. Oklar
levitasyon seviyelerini géstermektedir. Scale bar: 200um. **p < 0.01; ****p < 0.0001
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Sekil 22. Farkli konsantrasyonlarda Omniscan iceren besi ortamlari ile siispanse edilen D1
ORL UVA hiicrelerinin magnetik levitasyon diizenegindeki (A) ortalama levitasyon konumunun
zamana gore degisimi ve (B) 10. dakika ortalama levitasyon konumu. (C) hticrelerinin magnetik
levitasyon diizenegindeki 10. dakika levitasyon gériintisi. Veriler one-way analyses of
variance (ANOVA) ve Tukey's multiple comparisons test kullanilarak analiz edilmistir. Oklar
levitasyon seviyelerini géstermektedir. Scale bar: 200um.**p < 0.01; ****p < 0.0001
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Sekil 23. Farkli konsantrasyonlarda Dotarem iceren besi ortamlari ile stispanse edilen D1 ORL
UVA hiicrelerinin magnetik levitasyon diizenegindeki (A) ortalama levitasyon konumunun
zamana gore degisimi ve (B) 10. dakika ortalama levitasyon konumu. (C) hticrelerinin magnetik
levitasyon diizenegindeki 10. dakika levitasyon gériintisi. Veriler one-way analyses of
variance (ANOVA) ve Tukey's multiple comparisons test kullanilarak analiz edilmistir. Oklar
levitasyon seviyelerini géstermektedir. Scale bar: 200um. **p < 0.01; ****p < 0.0001
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Sekil 24. Farkli konsantrasyonlarda Multihance iceren besi ortamlari ile siispanse edilen D1
ORL UVA hiicrelerinin magnetik levitasyon diizenegindeki (A) ortalama levitasyon konumunun
zamana gore degisimi ve (B) 10. dakika ortalama levitasyon konumu. (C) hticrelerinin magnetik
levitasyon diizenegindeki 10. dakika levitasyon gériintisi. Veriler one-way analyses of
variance (ANOVA) ve Tukey's multiple comparisons test kullanilarak analiz edilmistir. Oklar
levitasyon seviyelerini géstermektedir. Scale bar: 200um. **p < 0.01; ****p < 0.0001

Sonucglara gbére denenen tum MRI kontrast ajanlarinin 200 mM’a kadar artan
konsantrasyonlarinin levitasyon dizenegdinde askida kalan D1 ORL UVA hicrelerinin
levitasyon yuksekligini arttirici  etki gosterdigi tespit edilmigtir. Hucrelerin levitasyon
yuksekliginin dengeye gelme surecinin ise denenen tim ajan ve konsantrasyonlar i¢in 10
dakikalik deney slrecinden daha kisa oldugu gézlemlenmistir. Ayrica deneylerde kullanilan
kontrast ajanlarinin konsantrasyonunun ylkselmesi hlicre konum dagilimlari arasindaki

varyasyonlarin azalmasina da yol agcmistir (Sekil 25).
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Sekil 25. Farkli kontrast ajanlarini degisen konsantrasyonlarda igeren besi ortamlari ile
stispanse edilen D1 ORL UVA hiicrelerinin manyetik levitasyon diizeneginde 10. dakika
sonundaki ortalama (A) levitasyon konumlari ve (B) varyasyon katsayilari. Veriler two-way
analyses of variance (ANOVA) ve Tukey's multiple comparisons test kullanilarak analiz
edilmigtir. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001, ****p < 0.0001

4.6 Manyetik levitasyon icin kullanilan ajanlarin hiicre canhiligina etkisi

Tum MRI kontrast ajanlarinin benzer bir levitasyon profili olusturdugunun gézlemlenmesinden
sonra, bu ajanlarin kisa ve uzun sureli hiicre kaltlrd icin uygunluklarini test etmek tizere hicre
canlilik testleri yapilmistir. D1 ORL UVA hicreleri 10* hicre/kuyucuk olacak sekilde 96
kuyucuklu kaplara ekilmis ve standart buytiime ortami (DMEM + %10 FBS + %1 P/S) igerisinde
blyatalmastir. Kultirin baslangicindan 48 saat sonra besi ortami uzaklastirilarak farkh
konsantrasyonlarda (0, 10, 25, 50, 100 ve 200 mM) Gadavist, Magnevist, Omniscan, Dotarem,
Multihance ve Gadolinyum (Gd) tuzu iceren besi ortamlar hilicrelerin Uzerine eklenmistir. Bu
ortamlarda 24 saat ve 72 saat kultirlenen hicrelere MTT testi uygulanmis ve spekrofotometre
(Thermo Scientific Multiskan Go) ile érnekler analiz edilmigtir (Sekil 26). Veriler two-way
analyses of variance (ANOVA) ve Tukey's multiple comparisons test kullanilarak analiz
edilmistir. 24 saat sonunda sadece Gadavist ajaninin denenen higbir konsantrasyonda
istatistiksel olarak anlamli derecede hicre canliligini etkilemedigi (p>0.05) saptanmistir. 72
saat sonunda ise denenen en yiksek konsantrasyonda (200 mM) kontrole oranla en yuksek

hicre canlihgi Gadavist iceren besi ortaminda kiltlrlenen hiicrelerde gézlenmistir.
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Sekil 26. Farkli kontrast ajanlarinin degisen konsantrasyonlarda igeren besi ortamlarinda (A)

24 ve (B) 72 saat kiltiirlenen D1 ORL UVA hiicrelerinin MTT analizi sonucunda elde edilen
canlilik oranlari.

Hucrelerin 72 saat MRI kontrast ajanlariyla muamelesinin ardindan gergeklestiriien MTT
analizi sonucunda test edilen ajanlar arasinda hiicre canhligini negatif ydénde en az etkileyen
ajanin Gadavist ve en fazla etkileyenin ise Omniscan oldugu gérulmustir. Bu deneyin ardindan
bu iki kontrast ajaninin hiicre canliligina etkisi LIVE/DEAD assay ile de test edilmistir (Sekil
27). D1 ORL UVA hiicreleri 4x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde 24 kuyucuklu plastige ekilmis
ve standart biyime ortami (DMEM + %10 FBS + %1 P/S) igerisinde buyutulmustar. Kaltiran
baslangicindan 48 saat sonra besi ortami uzaklagtirilarak farkli konsantrasyonlarda (0, 10, 25,
50, 100 ve 200 mM) Gadavist ve Omniscan igeren besi ortamlari hiicrelerin Gzerine eklenmigtir.
Bu ortamlarda 72 saat kulttrlenen hicrelere Ureticinin protokoliine uygun bicimde LIVE/DEAD
assay (Sigma) uygulanmig ve inverted mikroskop (Olympus IX-83) ile hicreler
goruntilenmistir. Sonuglara goére 100 mM’a kadar artan Gadavist konsantrasyonlarinda
kiltirlenen hucrelerin yogunlugunun ve morfolojilerinin kontrol grubuna benzer olmasina
ragmen, Omniscan ajaninin denenen en dusuk konsantrasyonu (10 mM) bile hucre
yogunlugunu azaltici etki gostermistir. Ayrica 200 mM Gadavist igeren besi ortaminda
kulturlenen hucrelerin canlilik oraninin da daha dugiuk konsantrasyonlarda kulturlenen
hicrelere oranla dustugu gézlemlenmistir (Sekil 28).
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Sekil 27. Farkli konsantrasyonlarda Gadavist ve Omniscan igeren besi ortamlarinda 72 saat
kdltirlenen D1 ORL UVA hiicrelerinin LIVE/DEAD assay sonucu elde edilen gériintiileri (scale
bar 100um).
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Sekil 28. 200 mM Gadavist iceren besi ortamlarinda 72 saat kiiltiirlenen D1 ORL UVA
hticrelerinin LIVE/DEAD assay sonucu elde edilen gériintiileri. Calcein-AM ile boyanan canli
hticreler yesil, Propidium lodide (Pl) ile boyanan 6lii hiicre nukleuslari ise kirmizi olarak
goriintilenmektedir. (Oklar, 6l hiicrelere ait olan ve kirmizi olarak gériintiilenen nukleus
Orneklerini isaret etmektedir.)

Negatif magnetoforez prensibi ile levite edilerek kiltlirlenecek hlicrelerin besi ortamlarina
eklenen ticari MRI kontrast ajanlari besi ortamini degisen oranlarda seyreltmektedir (Tablo 1).
Calisma kapsaminda kullanilan MRI kontrast ajanlarinin konsantrasyonlari 1000 mM
(Gadavist) ve 500 mM (Magnevist, Omniscan, Dotarem, Multihance) olup deneyler siresince
kullanilan en ylUksek konsantrasyonda (200 mM) besi ortamlarinin sirasiyla %20 ve %40’ ini
olusturmaktadirlar. Ticari Urlnlerin sunumlarindan kaynaklanan bu farkin deneysel bir etkisi
olup olmadigini degerlendirmek igin D1 ORL UVA hicreleri 10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde
96 kuyucuklu plastige ekilmis ve standart bliyime ortami (DMEM + %10 FBS + %1 P/S)
icerisinde blyutulmastur. Kiltdrin baslangicindan 48 saat sonra besi ortami uzaklastirilarak
farkli oranlarda (%, hacim/hacim) PBS igeren (% 0, 10, 20, 30, 40, 50) besi ortamlari hicrelerin
Uzerine eklenmistir. Bu ortamlarda 24, 48 ve 72 saat kultirlenen hicrelere MTT testi
uygulanmis ve spekrofotometre (Thermo Scientific Multiskan Go) ile érnekler analiz edilmigtir.
Veriler student's t-test kullanilarak analiz edilmistir ve deneyler suresince kullanilan en yuksek
konsantrasyon olan 200 mM ajan konsantrasyonunu taklit eden %20 ve %40 PBS igerigine
sahip besi ortamlarinda blyutilen hiicrelerin canhliklari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farkhhk (p>0.05) gorilmemistir (Sekil 29).
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Tablo 3. Deneylerde kullanilan ticari kontrast ajanlarinin konsantrasyonlari ve besi yerine
eklendiklerinde kapladiklari hacim.

1:5 80 20

500 mM 1:2,5 60 40

Gadavist 1000 mM

Magnevist,
Omniscan,
Dotarem,

Multihance

150+

0.27 P=0.14 P=0.08

o
1l

100+

Hiicre canhhgi (%)
(32
(=)
[1

24 48 72
Zaman (saat)

Sekil 29. Farkli miktarlarda PBS igeren besi ortamlarinda (%, hacim/hacim) 24, 48 ve 72 saat
kiiltiirlenen D1 ORL UVA hiicrelerinin MTT analizi sonucunda elde edilen canlilik oranlari.
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4.7 Ortam sicakhiginin manyetik levitasyona etkisi

Hucrelerin kisa sureli deneylerde bulunduklari ortam sicakligi ile uzun sureli olarak bulunmalari
planlanan inklbator sicakligi arasinda levitasyon yuksekligi agisindan fark olup olmadigi test
edilmigtir (Sekil 30). Veriler student's t-test kullanilarak analiz edilmistir ve D1 ORL UVA
hicrelerinin levitasyon yuksekliklerinin tim konsantrasyonlar igin (50, 100 ve 200 mM) degisen

sicakliklardan istatistiksel olarak anlamli derecede etkilenmedigi saptanmistir (p>0.05).
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Sekil 30. D1 ORL UVA hicrelerinin 50, 100 ve 200 mM Gadavist iceren besi ortami ile
magnetik levitasyon dlizeneginde farkli sicakliklarda (28, 32 ve 36°C) 3 dakika levitasyonu ile
elde edilmis konumlanma yikseklikleri. Tiim levitasyon ylikseklikleri 50 mM Gadavist iceren
besi ortaminda 28°Cde levite edilmig hiicrelerin yliksekliklerine normalize edilmigtir.

4.8 Manyetik levitasyon ile uzun sireli hiicre kiiltiirt

Kisa slreli deneylerin ardindan hicrelerin manyetik levitasyonda uzun sireli kiltirlenme
potansiyelleri test edilmistir. Kiltiri devam eden D1 ORL UVA hdcreleri tripsinize edilerek 50
mM Gadavist igeren besi ortaminda 10° hiicre/ml olacak sekilde slispanse edilmistir. Bu ajan
ve konsantrasyon 6nceki ¢alismalar sonucunda uygun bulunmustur. Bu slispansiyon diizenek
icerisine yerlestirilecek kapilere yuklenmigtir ve standart kiltir kosullarda inkibe edilmistir.

Hucreler 24, 48 ve 72 saat sonunda inverted mikroskop (Olympus 1X-83) ile gorintilenmistir.

Klltirin 24. saatinde hucrelerin askida kiimelenebildigi gézlemlenmistir (Sekil 31). Fakat
kiltirin hem 24. hem de 48. saatinde levitasyonu stren hlicre kiimelerinin yani sira kultir

ortaminin zeminine ¢okmus hicre kiimelerine de rastlanmistir. Kiltliriin 72. saatinde ise hlcre
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kimelerinin kapiler zeminine yayllmaya basladigi gdézlemlenmistir. Bu asamada Gadavist
konsantrasyonun daha 6nce hicre canlihd! agisindan guvenli oldugu tespit edilmis olan 100

mM’a yukseltiimesine karar verilmigtir.

24 saat

48 saat

iR s b M D S e 1

72 saat

Sekil 31. 50 mM Gadavist iceren besi ortamlarinda (A) 24 ve 48 saat manyetik levitasyon
diizenedi icerisinde kdltiirlenen D1 ORL UVA hlicrelerinin horizontal goriintiisd (kirmizi oklar
hticre gruplarini géstermektedir) ve (B) 72 saat sonra kapilerin vertikal goriintiisi.

Kiltiri devam eden D1 ORL UVA hiicreleri tripsinize edilerek 100 mM Gadavist igeren besi
ortaminda 10° hiicre/ml olacak sekilde siispanse edilmistir ve diizenek igerisine yerlestirilecek
kapilere yuklenmistir. Levitasyon duzenegi icerisindeki hlcreler standart kultir kogullarda
inklibe edilmigtir. Hicreler 24, 48 ve 72 saat sonunda inverted mikroskop (Olympus IX-83) ile

33



N4

TiBiTAK

goruntulenmistir. Kaltiran 24 ve 48. saatinde oldugu gibi 72. saatinde de levitasyonunu

surdiren hicre kiimelerinin varligr gézlemlenmistir (Sekil 32).

 EEEEEEEEEEEEE——— —
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m
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Sekil 32. 100 mM Gadavist igeren besi ortamlarinda 24, 48 ve72 saat manyetik levitasyon
diizenegi igerisinde kdiltiirlenen D1 ORL UVA hiicrelerinin gériintis.

Ayrica hicre kimelenmesinin incelenebilmesi amaciyla hicreler inklibasyon sirasinda
gorintilenmislerdir. Bunun igin kilttiri devam eden D1 ORL UVA hicreleri tripsinize edilerek
100 mM Gadavist igeren besi ortaminda 10° hiicre/ml olacak sekilde siispanse edilmistir ve
dizenek igerisine yerlestirilecek kapilere ylklenmistir. Hicrelerin yUklendigi levitasyon
duzenegi sicakligi 37° C olacak sekilde 6nceden ayarlanmis mikroskop gozlem haznesine

yerlestirilmistir. Hicreler 10 saat boyunca 15’er dakika araliklarla inverted mikroskop (ZEISS)
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ile gorantilenmistir (Sekil 33, ayrica Video 7). Sonuglara gore hicreler ortalama 6 saat

icerisinde kimelenip biraraya gelmekte ve olusturduklari gruplara tutunmaktadirlar.

10 saat

Sekil 33. 100 mM Gadavist iceren besi ortaminda manyetik levitasyon diizenegi icerisinde
kiltirlenen D1 ORL UVA hiicrelerinin 0., 5. ve 10. saat levitasyon goriintisii (kirmizi ok hiicre
seviyelerini gésterir).

Levitasyon kulturt sirasinda kullanilan hiicre sayilarindaki parametrik artislarin olusan hicre
kimesinin fiziksel 6zelliklerin etkisinin incelenmesinin ilerleyen deneyler igin (hticre déngusd,
mRNA miktari) 6nemli oldugu disuniimastir. Bu anlamda, kultiri devam eden D1 ORL UVA
hiicreleri tripsinize edilerek 100 mM Gadavist igeren besi ortaminda 10°, 10° ve 107 hiicre/ml
olacak sekilde slspanse edilmistir (sirasiyla 5000, 50000 ve 500000 hucre/kapiler) ve
manyetik levitasyon sistemine ylklenmistir. Levitasyon diizenedi icerisindeki hiicreler standart
kiltdr kosullarda inkiibe edilmistir. Hlcre kiimeleri 24 ve 48 saat sonunda inverted mikroskop

(Olympus 1X-83) ile goruntilenmistir (Sekil 34).

5000 50000 500000

o i
_ - - [ - 1
o0 |
48 saat Q=1 pgian %

Sekil 34. Farkli yogunluklarda (5000, 50000 ve 500000 hicre/kapiler) hiicre ekimi
gergeklestirilen D1 ORL UVA hiicrelerinin 100 mM Gadavist igeren besi ortaminda ve manyetik
levitasyon diizenedi icerisinde 24 ve 48. saat kiiltiir gériintiileri.
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Hicre kimelerinin tim geometrik 6zellikleri FIJI ile belirlenmistir. Goéruntllenen hucre
kimelerinin toplam alani (area, A), ¢evre uzunlugu (perimeter, P) ve agirlik merkezlerinin
koordinatlari program aracihdiyla dogrudan elde edilmistir. Elongasyon (E) degeri; E= P?/(4n
x A) formdll ile hesaplanmigtir. Hiicre kiimelerinin pozisyonunun belirlenmesi igin; hiicre
kiimelerinin goruntilendigi alan hem hiicre kiimeleri hem de miknatislar odaklanarak iki kez
fotograflanmistir ve hiicre kimesinin kitle merkezinin iki miknatis arasindaki konumu
(kapilerin altinda kalan miknatisin Ust sinin=0, Ustlinde kalan miknatisin alt siniri=1 olarak
kabul edilerek) belirlenmistir. Hlicre kiimelerinin ortalama kalinhiginin belirlenmesi icin; hiicre
kiimelerinin Ustline grid eklenmis, birbirine esit uzaklikta 5 farkli nokta igin kalinlk degerleri
Olclimus ve ortalama degerleri hesaplanmistir. Hlicre kiimelerinin uzunlugunun belirlenmesi
icin ise; kiimenin basladidi ilk noktanin Gzerini distigu dizlem ile bittigi son noktanin tzerine
distigu dizlem arasindaki uzaklik olgtlmistir. Veriler two-way analyses of variance
(ANOVA) ve Sidak post hoc test kullanilarak analiz edilmigtir (Sekil 35).
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Sekil 35. Farkli yogunluklarda (5000, 50000 ve 500000 hicre/kapiler) hiicre ekimi
gergeklestirilen D1 ORL UVA hiicrelerinin 100 mM Gadavist igeren besi ortaminda ve manyetik
levitasyon dlizenedi igerisinde 24 ve 48. saat kiiltiir sonucunda olusturdugu hiicre klimelerinin
(a) alani, (b) gcevre uzunlugu, (c) elongasyon degeri, (d) kalinhigi, (e) uzunlugu ve (f) miknatislar
arasindaki pozisyonu.

Sonuglara gére D1 ORL UVA hicrelerinin manyetik levitasyon sisteminde 24 veya 48 saat
kultirlenmesi sonucunda gdzlemlenen hlcre kiimelerinin alani, ¢evre uzunlugu, elongasyon
degeri, kalinhigi ve wuzunlugu arasinda istatistiksel olarak anlamh bir farklihk
gbzlemlenmemigstir. Fakat, ekilen hicre sayisinin arttinimasi sekil parametrelerinde
degisikliklere neden olmustur. Manyetik levitasyon sisteminde 500000 hiicre kultlrlendiginde

(24 saat) olusan hiicre kiimelerinin alani, ¢cevre uzunlugu, elongasyon degeri, kalinhgi ve
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uzunlugu 5000 hdcre ile baglatilan kilttr sonucunda olusan hiicre kiimelerine kiyasla sirasiyla
87.6, 16.1, 2.5, 2.8 ve 21.1-kat fazla oldugu belirlenmigtir. Hiicre kiimelerinin boyutundaki bu
artig, hicrelerin disik manyetik alanda kalma egilimi sebebiyle kiimelerin kalinligindan ziyade
uzunlugu yonunde olmustur. Kimelerin uzunlugundaki artisin kalinhgindaki artisa oranla 9.9
kat fazla oldugu belirlenmistir. Hiicre kiimelerinin miknatislar arasindaki pozisyonu ise hiicre
sayisi arttikca dismastir. Bunun sebebinin daha siki hiicre kiimelerinin olugsmasi olabilecegi

dusintlmektedir.

Gadavist kontrast ajaninin 72 saat boyunca 100mM konsantrasyonlarda hicre canhhgi icin
olumsuz bir etki olusturmadigi gézlemlenmisti. Fakat bu deneyler 2 boyutlu kiltlir kosullarinda
yapildidi icin UG¢ boyutlu ve agirliksiz ortam varliginin 100mM kontrast ajani ile beraber uzun
vadeli deneylerde hicre canliigina olumsuz etki yapip yapmayacagl sorusunu cevapsiz
birakmistir. Bu soruyu cevaplayabilmek igin, D1 ORL UVA hicreleri hem 2 boyutlu kiltirde
hem de 3 boyutlu manyetik levitasyon sisteminde (5000 hiicre/kapiler) 100 mM Gadavist ile
120 saat boyunca kultirlenmistir. Kaltiriin 120. saatinde hdcrelere protokole uygun bigimde
LIVE/DEAD assay (Sigma) uygulanmis ve inverted mikroskop (Olympus 1X-83) ile hicreler
gorantilenmistir. 3 boyutlu hicre kiimelerinin canhliyi hem kime seklini koruyarak hem de

pipetleme yolu ile tek hiicre sispansiyonu haline getirilerek gerceklestirilmistir.

iki boyutlu kiiltirde 100 mM Gadavist ile kiiltirlenen hicrelerin kiiltiriin 24., 72. ve 120.
saatinde saglikli morfolojilerini korudugu ve 120 saat sonunda kiltlirde az sayida 6lU hlicrenin

bulundugu gézlemlenmistir (Sekil 36).

37



N4

TiBiTAK

Sekil 36. 1700 mM Gadavist iceren besi ortami ile (a) 24, (b) 72 ve (c) 120 saat Kiiltiirlenen (2
boyutlu; 2B) D1 ORL UVA hiicrelerinin kdiltiir gériintiileri ve 120 saat sonunda LIVE/DEAD
assay sonucu elde edilen gériintiisii. Calcein-AM ile boyanan canli hiicreler yegil, Propidium
lodide (Pl) ile boyanan 6lii hiicre ¢ekirdekleri ise kirmizi olarak goriintiilenmektedir. (Ok, 6li
hticreye ait olan ve kirmizi olarak gériintiilenen bir hiicre ¢ekirdegi 6rnegini isaret etmektedir.

Ug boyutlu manyetik levitasyon kiiltiriinde ise hiicrelerin kiltiriin 24., 72. ve 120. saatinde
kiimelenmis sekillerini korudugu ve 120 saat sonunda hlcre kiimelerini olusturan hicrelerin
yaplilarini koruduklari gézlemlenmistir (Sekil 37).
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Sekil 37. Manyetik levitasyon ile olusturulan (100 mM Gadavist); D1 ORL UVA hiicre
kiimelerinin (a) 24, (b) 72 ve (c) 120 saat kiiltir gériintiileri. Gérintiler ayni hiicre kiimesine
aittir.

Ayrica kumeler 120 saat sonunda kapiler icerisindeyken calcein-AM ile boyanmis ve yesil
sinyal vererek canliliklarini yliksek oranda koruduklarini géstermislerdir (Sekil 38a-b). Son
olarak kumelerin icerisindeki OlU hucrelerin daha iyi gdzlemlenmesi amaciyla kimelerin
yumusak pipetleme ile disasosiye hale getirilerek tek hiicre stispansiyonu haline getiriimesi ve
LIVE/DEAD assay uygulanmasi sonucunda htcrelerin biyidk c¢ogunlugunun canli oldugu

g6zlemlenmistir (Sekil 38c).
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100 ym

Sekil 38. Manyetik levitasyon ile olugsturulan (100 mM Gadavist, 120 saat); D1 ORL UVA hiicre
kimelerinin manyetik levitasyon diizenedinin (a) icerisinde ve (b) disarisinda Calcein-AM
boyamasi sonucunda elde edilen gériintiileri ve (c) hiicre kiimelerinden elde edilen tek hiicre
stispansiyonunun LIVE/DEAD assay sonucu elde edilen gériintiisii. Calcein-AM ile boyanan
canli hiicreler yesil, Propidium lodide (Pl) ile boyanan 6lii hiicre ¢ekirdekleri ise kirmizi olarak
gorintilenmektedir. (Ok, 6l hiicreye ait olan ve kirmizi olarak gériintiilenen bir gekirdek
ornegini isaret etmektedir.

4.9 Manyetik levitasyon ile hiicre kiiltliriiniin hiicre canlihgina etkisi

Manyetik levitasyon kultirinin hicre déngusul evreleri Uzerine etkilerini test etmek igin, D1
ORL UVA kemik iligi kdk hicreleri, paramanyetik ortamda (100 mM Gd**) 106 hiicre/mL
konsantrasyonunda slUspanse edilmis ve standart manyetik levitasyon cihazimizda levite
edilmistir. Kontrol hiicre grubu olarak ise, hicreler 100 mM Gd3* igeren besi ortami igerisinde
48 kuyucuklu hucre kultiri kaplarina 250000 hicre/kuyucuk (250  pl/kuyucuk)
konsantrasyonunda ekilmistir. Kiltarin baglangicindan 2 saat sonra ve 24 saat sonra hticreler
manyetik levitasyon kultiriinden ve 2 boyutlu kontrol kiltirinden toplanmistir. Kontrol grubu
olarak ise hulcreler kulturin baslatildigi anda da toplanmigtir (0 saat) (Sekil 39). Levitasyon
kiltdr gruplarinda tek bir deneysel érnek elde etmek amaciyla 5 adet levitasyon kultir érnegi
birlestiriimis (pooling) ve bdylece bir 6rnekteki hiicre sayisi deney icin yeterli sayida
arttirlmistir. Hicre doénglsu evrelerini belirlemek igin, tim deneysel gruplara ait hlcreler
Propidium iodit (PI) ile boyanarak, akis sitometresi tarafindan élctimustir (Sekil 40). Tim
orneklerde 6lU hicreler ve diger ¢okeltilerden olusan debris miktari 0. saat 6érnedine kiyasla
anlamh derecede artmistir. Ayrica manyetik levitasyonda kaltlrlenen hicrelerin debris
miktarlarinin 2 boyutlu kdltirde kdltdrlenen hicrelere gére de daha ylksek oldugu

g6zlemlenmistir. Hiicre dongu evreleri i¢in ise, 24 saatlik 2 boyutlu kilttr hari¢ diger tim deney
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gruplarinda gézlemlenen G1, G2 ve S fazi oranlari ile 0. saat kontrol gézlemlenen evreler
arasinda istatistiksek olarak anlamli derecede fark gézlemlenmemigtir. Fakat 24 saatlik kiltar
sonucunda manyetik levitasyonda kdultirlenen hucrelerin 2 boyutlu kiltire kiyasla G1
evresindeki hicre oraninin daha az, S evresindeki hiicre oraninin ise daha fazla oldugu

goralmustar.

Oh 2h 24 h

Sekil 39. 100 mM Gd* igeren besi ortamlari ile siispanse edilen ve 2 boyutlu kiiltiirde ya da
manyetik levitasyon diizeneginde (50,000 hiicre/kapiler kanal) kiiltirlenen D1 ORL UVA
hticrelerinin 0, 2 ve 24. saatinde kdiltiir gériintiisd.
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Sekil 40. 100 mM Gd*’ igeren besi ortamlari ile siispanse edilen ve 2 boyutlu kiiltiirde ya da
manyetik levitasyon diizeneginde (50,000 hiicre/kapiler kanal) kdltirlenen D1 ORL UVA
hticrelerinin kdltirtin 0, 2 ve 24. saatinde hiicre dénglisi evre oranlari (%) ve debris oranlari
(%). Veriler tekrarli deneylerin standart sapma (xSD) ile birlikte ortalamasi seklinde
sunulmustur. Debris (%) verisi Student’s t-test kullanilarak, hlicre dénglisii evre oranlari verisi
two-way ANOVA and Dunnett's multiple comparisons test (0. saat kontrolli ile kiyas igin) ve
Tukey's multiple comparisons test (2B-MaglLev kontrolii ile kiyas icin) kullanilarak analiz
edilmistir. Istatistiksel anlamlilik P < 0.05 seklinde tanimlanmisgtir.
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4.10 Manyetik levitasyon kiiltiirlerinden mRNA eldesi

Manyetik levitasyon tarafindan yaratilan agirliksiz ortamin hiicrelerde osteojenik ve adipojenik
tanimlayici genlerinin ekspresyonu uzerine etkisinin incelenebilmesi icin 6ncelikle manyetik
levitasyonda kdltiirlenen hiicre gruplarindan mRNA elde edilmesi gerekmektedir. Manyetik
levitasyonda kdltirlenen hiicrelerden mRNA izole edilip edilemeyecegini test etmek igin, D1
ORL UVA hcreleri 100 mM Gd** igeren besi ortaminda siispanse edilerek 5,000-500,000
hicre/kapiler arasinda degisen hiicre ekim yogunluklari ile manyetik levitasyon cihazina
yuklenmistir. Ayrica hcreler 0-7 gin arasinda degisen kultlr suresi, farkl besi ortami
tazeleme ve havuzlama (pooling) sayilari kullanilarak kuiltirlenmistir. Burada, hiicre ekim
yogunlugunun ve havuzlama sayisinin arttirlmasi ile elde edilecek mRNA miktarinin
arttirlmasi, besi ortami tazeleme sayisinin arttirilmasi ile manyetik levitasyon cihazinin kigik
hacimli hucre kuiltiri haznesinde (yaklasik 50 pl) kultirlenen hucrelere yeterli besinin
saglanmasi hedeflenmistir (Tablo 4). Fakat muhtemelen kdiltlrlenen hicrelerin miktarinin
yeterli olmamasi sebebiyle neredeyse tim deneysel gruplardan RT-PCR igin yeterince mRNA
izole edilemedigi goérulmustir. Hicreler manyetik levitasyon cihazina oldukga yogun (500000
hucre/kapiler) ekildiginde ve agirliksiz ortamda kisa sure kilturlendiginde (2 saat) yeterli ve
saglikh RNA izolasyonu elde edilebilmigtir. Fakat ayni yuksek hicre ekim yogunlugu ile
baglatilan kaltirde kudltlir sidresi 7 glne uzatildiinda basarili bir sekilde mRNA izole
edilememistir. Bu da gostermektedir ki basarili bir sekilde mRNA izolasyonu yapilabilmesi
amaciyla gerekli olan ylksek hicre miktari, manyetik levitasyonu saglayan bu konfiglirasyon
ile kok hicrelerin osteojenik ya da adipojenik yonde farklilasmasi igin yetebilecek kadar uzun
sure kultirlenememektedir. Hiicrelerin saglikli bicimde kiltirlenmesine olanak saglayan hiicre
ekim yogunlugu kullanildiginda ise mRNA izolasyonu basarili  bir bigimde
gerceklestiriliememektedir. Sonuglara goére izole edilen mRNA miktarinin ve safliginin RT-PCR
icin uygun goériinmemesine ragmen, 5000 (Tablo 5) ya da 50000 (Tablo 6) hiicre/kapiler hiicre
ekim yogunlugunun kullanildigi deneysel gruplarda housekeeping gen (GAPDH) ve osteojenik
genlerin (Runx2, OCN) ifadesi RT-PCR ile test edilmistir. GAPDH yaklasik olarak 30. donglde
g6zlemlenmis, osteojenik genlerin ifadesi ise 2 boyutlu kontrol kiltirlerinin aksine manyetik
levitasyon ile kultirlenmis hicrelerde hi¢ gézlemlenememistir. Ayrica, manyetik levitasyon ile
saglikh bir sekilde kuilturlenebilen gorece az sayida hucreden yeterli mRNA izolasyonunu
saglayabilmek amaciyla, az sayida hiicreden RNA izolasyonu igin dretilmis RNAqueous-Micro
kit kullanilarak izolasyon denenmistir (Tablo 7). Bu amagla D1 ORL UVA hicreleri 100 mM
Gd** igeren besi ortaminda siispanse edilerek 5,000-10,000 hiicre/kapiler arasinda degisen
hdcre ekim yogunluklari ile manyetik levitasyon cihazina yiklenmistir ve 48 saat kiltlr sonrasi
mMRNA izolasyonu i¢in 6 adet 6rnek havuzlanmistir. RNAqueous-Micro kit ile gerceklestirilen

mRNA izolasyonu sonucunda GAPDH geni 30 Uzeri donglde gozlemlenmis, osteojenik
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genlerin ifadesi ise gozlemlenememistir. Bu sonug¢ goéstermistir ki manyetik levitasyon ile
yaratilan agirliksiz ortamin hicre farklilagsmasina etkisinin gen ifadesi agisindan incelenmesi
icin mikroakigskan esaslara dayanmayan daha biylk hacimde bir manyetik levitasyon
dizeneginin tasarlanmasi, Uretilmesi ve faaliyete alinmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Tablo 4. Farkli hiicre ekim yogunlugu, kultir sdresi, havuzlama (pooling) ve besi ortami

tazeleme sayilari kullanilarak manyetik levitasyon ile kiltirlenmis D1 ORL UVA hicrelerinden
mMRNA izolasyonu. Sonuglar NanoDrop ile élglimustur.

5,000 0-24 saat Yok Yok <54 X
50,000 3 gin 3 Her gin 7 X
7 gun Yok 1 <15 X

7 gun 3 Her gin 4.3
100,000 3 gin 3 Her gin 5.6 X
7 gun 3 1 <18 X
7 gln 3 Her gun 9.9 X
200,000 3 gin 3 Her gin 3.6 X
7 gln 3 Her gun 8.3 X
400,000 3 gin 3 Her gin 2.8 X
7 gln 3 Her gun 5 X
500,000 2 saat 1,20r3 Yok >170 v
7 glin 3 2 <1.8 X
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Tablo 5. Manyetik levitasyon ile 0 dakika, 2 saat ve 24 saat kiltirlenmis (100 mM Gd**) D1
ORL UVA hicrelerinden (5,000 hticre/kapiler kanal) mRNA izolasyonu ve GAPDH geni icin
RT-PCR sonucu.

0 dakika 48.2+5.37 30.75+0.92

2 dakika sonra 49.9+4.67 30.95+0.49
1 saat sonra 18+18.38 29.65%1.63
24 saat sonra 20.05+10.96 30.4+1.56

Tablo 6. Manyetik levitasyon ya da 2 boyutlu kiltirde 7 giin boyunca kulttirlenmis (100 mM
Gd**) D1 ORL UVA hcrelerinin (50,000 hticre/kapiler kanal) RT-PCR sonuglari (havuzlama
yapilmamistir).

GAPDH 31.22+0.24 31.85+0.44 19,76+0.04 20.05+0.52
Runx2 - - 29.09+0.34 29.68+0.08
OCN - - 29.68+0.90 28.82+0.59

Tablo 7. Manyetik levitasyon (100 mM Gd*') ile standart bllyiime ortaminda ya da osteojenik
farkhlastirma ortaminda 48 saat kilttirlenmis D1 ORL UVA hicrelerinin (ekim sayisi: 5,000 ya
da 10,000 hicre/kapiler kanal) RT-PCR sonuglari.

Buylime 5,000 GAPDH: Runx2:
Osteo 84 32.76 Calismadi
35.6
Blyime 10,000 34.9 X GAPDH, Runx2, ALP, OCN
Osteo 19.7 v <40 dongl ya da dongu
okunamadi
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4.11 Manyetik levitasyon ile biyofabrikasyon ve ¢ok fazli yapilar olusturulmasi

Farkli hiicre-hlicre adezyon karakterine sahip farkli tip hlicrelerin manyetik levitasyon ile bir
araya gelme ve kiime olusturma 6zelliklerinin incelenebilmesiicin siki hlicre kiimeleri olusturan
D1 ORL UVAESCFP hiicreleri (kemik iligi kok hiicreleri) ve sadece gevsek hiicre kiimeleri
olusturan MDA-MB-2319Red hijcreleri (meme kanseri hiicre hatti) secilmistir. ilk énce bu iki
hicre tipinin manyetik levitasyon kultlriinde birbirine yakin ylkseklik seviyelerinde toplanip
toplanmadi§i arastiriimis, ardindan MDA-MB-231%Red h(jcrelerinin de D1 ORL UVASCP
hicreleri icin yapildigi gibi énce tek basina olusturdugu hicre kimeleri incelenmistir. Bu
amaca yonelik olarak kiltiiri devam eden D1 ORL UVA®F? ve MDA-MB-2319Red hjcreleri
tripsinize edilerek 100 mM Gadavist igceren besi ortaminda 10° hiicre/ml olacak sekilde
suspanse edilmistir ve dizenek icerisine yerlestirilecek kapilere yuklenmistir (Sekil 41).
Levitasyonlari goruntilenmis, elde edilen goruntiler FIJI programi araciligiyla daha énce
ayrintilariyla agiklanan yéntem ile analiz edilmis ve hcrelerin kapiler kanal zeminine olan
uzakliklari belirlenmistir. Daha sonra; MDA-MB-2319Red h{icreleri manyetik levitasyon ile (10°
hicre/ml, 100 mM Gadavist) kultirlenmis ve olugan hucre kiimeleri 24 ve 48 saat sonunda
inverted mikroskop (Olympus IX-83) ile géruntulenmigtir. Hicre kiimelerinin tim geometrik
Ozellikleri FIJI araciigiyla daha 6nce acgiklanan yéntem ile belirlenmistir (Sekil 42). Veriler
student's t-test kullanilarak analiz edilmistir. Sonuglara gére, D1 ORL UVA®¢F? ve MDA-MB-
2319sRed hijcrelerinin levitasyon sisteminde (100 mM Gadavist) toplandiklari ylkseklik
seviyeleri arasinda bir farklilik goérilmemistir (P=0.94). Kiltir esnasinda MDA-MB-231dsRed
hiicre kiimeleri de D1 ORL UVA®SFP hiicrelerine benzer sekilde 24 saat sonunda stabil bir
morfoloji ve pozisyona (yukseklik agisindan) ulasmistir. Fakat, 24 saat levitasyon kultiri
sonunda olusan MDA-MB-2319Red hijcre kiimelerinin D1 ORL UVA®CFP hiicre kiimelerine
kiyasla daha ylksek alan, ¢cevre uzunlugu, elongasyon dederi ve uzunluguna (sirasiyla 4.5,
4.6, 4.5 ve 4.8 kat fazla) sahip oldugu belirlenmistir. Bu sonu¢ MDA-MB-2319Red hjcrelerinin

daha gevsek kiimeler olusturdugunu destekler niteliktedir.
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a P=0.8345
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Sekil 41. D1 ORL UVA®®fP ve MDA-MB-231%R¢? hiicrelerinin manyetik levitasyonu sonucunda
(100 mM Gadavist, 5000 hiicre/kapiler); (a) levitasyon ylikseklikleri (kapilerin zemininden
uzaklik), (b) levitasyon gériintiileri. c, MDA-MB-231%R¢ hiicrelerinin 100 mM Gadavist iceren
besi ortaminda ve manyetik levitasyon dlizenedi icerisinde 24 ve 48. saat kiiltiir gériintlileri.
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Sekil 42. MDA-MB-231%R¢4 hijcrelerinin 100 mM Gadavist igeren besi ortaminda ve manyetik
levitasyon diizenedi icerisinde 24 ve 48 saat kiiltiir sonucunda olugturdugu hiicre klimelerinin
(a) alani, (b) cevre uzunlugu, (c) elongasyon degerleri, (d) kalinhgi (e) uzunlugu ve (f)
miknatislar arasindaki pozisyonu.

D1 ORL UVAESCFP (yesil) ve MDA-MB-2319Red (kirmizi) hiicrelerinin manyetik levitasyon (100
mM Gadavist) ile ko-kulturlerinin olusturulmasi icin tg farkh hiicre yikleme stratejisi (L1, L2 ve
L3) kullanilmistir (Sekil 43). L1 stratejisinde, D1 ORL UVASCP ve MDA-MB-231%Red pjrlikte
100 mM Gadavist igeren besi ortaminda stispanse edilmis (=50 pl igerisinde toplam =5000 ya
da 50000 hucre, 1:1 hlcre orani) ve manyetik levitasyon sistemine yuklenerek 28 saat
kdltirlenmigstir (Sekil 44). L2 stratejisinde, D1 ORL UVASCFP hiicreleri (=25 pl igerisinde toplam
~2500 or 25000 hicre) manyetik levitasyon (100 mM Gadavist) ile 24 saat kdlturlenmis ve
sonra bu kiltirin Gzerine 100 mM Gadavist igerisinde siispanse edilmis MDA-MB-2319sRed
hicreleri (=25 pl igerisinde toplam =2500 or 25000 hicre) eklenmigtir. Ko-kultlr yapilarinin
olusmasina izin vermek icin hiicreler 4 saat daha kulttire alinmigtir (Sekil 45). L3 stratejisinde,
MDA-MB-231%Red hijcreleri (=25 pl igerisinde toplam =2500 or 25000 hiicre) manyetik
levitasyon (100 mM Gadavist) ile 24 saat kultirlenmis ve sonra bu kultlrin tGzerine 100 mM
Gadavist igerisinde slspanse edilmis D1 ORL UVAS®CFP (=25 ul igerisinde toplam =2500 or
25000 hicre) eklenmis ve 4 saat daha kultir sturduriimastir (Sekil 46). Manyetik levitasyon
kalturleri standart kultir kosullarinda (37 °C, 5% CO3) gercgeklestiriimigtir. Olugan hicresel
yapilar konfokal (Leica DMi8) ve floresan mikroskobu (Olympus IX-83) ile incelenmistir. L1
stratejisi sonucunda olusan hiicre kiimelerinin igerisindeki D1 ORL UVA®¢F? ve MDA-MB-
2319Red hijcreleri tamamen rastlantisal bigimde birbiriyle karismis durumdadir. L2 stratejisi ise
MDA-MB-2319Red hijcrelerinin siki bir kiime olusturmasi ve D1 ORL UVASCFP hiicrelerinin
tzerini kaplamasi ile sonuglanmigtir. Son olarak L3 stratejisi ise D1 ORL UVA®C hiicrelerinin
nispeten gevsek yapilar olan MDA-MB-2319Red k{imeleri igerisindeki bosluklara entegre olmasi

ile sonuglanmistir.
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5000

50000

Sekil 43. Farkli yodunluklarda (toplam 5000 ve 50000 hiicre/kapiler) ve farkli ylikleme
stratejileri (L1, L2 ve L3) kullanilarak manyetik levitasyon ile (100 mM Gadavist) kiiltiirlenen
D1 ORL UVA®®" (yesil) ve MDA-MB-231%R4 (kirmizi) hiicrelerinin konfokal mikroskop ve
floresan mikroskop (sol (ist) ile elde edilmis ko-kiiltiir gériintiileri; L1: D1 ORL UVA®®* ve MDA-
MB-2319Red  hijcrelerinin birlikte siispanse edilmesi ve kiiltiire alinmasi, L2: manyetik
levitasyon ile olusturulan D1 ORL UVA®®F hiicre kiimelerinin (izerine siispanse MDA-MB-
231%Red hiicrelerinin ekimi ve L3: manyetik levitasyon ile olugturulan MDA-MB-231%R¢? hiicre
kiimelerinin (izerine siispanse D1 ORL UVA®®™ hiicrelerinin ekimi.
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Sekil 44. D1 ORL UVA®® (yesil) ve MDA-MB-231%Re (kirmizi) hiicrelerinin L1 stratejisi ile
manyetik levitasyonu sonucunda olusan bir hlicre kiimesinin (toplam 50000 hiicre, 1:1 hiicre
orani) konfokal mikroskop goriintiisd.
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Sekil 45. D1 ORL UVA®®™ (yesil) ve MDA-MB-231%Re (kirmizi) hiicrelerinin L2 stratejisi ile
manyetik levitasyonu sonucunda olusan bir hlicre kiimesinin (toplam 50000 hiicre, 1:1 hiicre
orani) konfokal mikroskop goriintiisd.
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Sekil 46. D1 ORL UVA®®™* (yesil) ve MDA-MB-231%Re (kirmizi) hiicrelerinin L3 stratejisi ile
manyetik levitasyonu sonucunda olusan bir hiicre kiimesinin (toplam 50000 hiicre, 1:1 hiicre
orani) konfokal mikroskop goriintiisd.

Manyetik levitasyon sistemi ile bir baska ko-kiiltir modeli olusturmak amaci ile yag (adipoz)
dokunun igerigini olusturan énemli hiicre tipleri olan yag hicreleri ve mezenkimal kok hiicreleri
iceren 3 boyutlu adipoz doku fabrikasyonu gerceklestiriimistir. Bu baglamda, 7F2 hicreleri 6
kuyulu kdltir kaplarina 2500 hidcre/mL konsantrasyonlarda ekilerek 10 glin boyunca daha
once belirtilen farklilasma ortami kullanilarak adipojenik farkhlasmaya yénlendirilmistir. 10
giinin ardindan hiicreler kiltur kabindan toplanarak 10° hiicre/mL konsantrasyonda stispanse
edilmis ve farkli konsantrasyonlarda Gd** (15, 30 ve 50 mM) kullanarak 5000 hiicre/kapiler
olacak sekilde kapiler kanallara yuklenmigtir (50 pl). 24 saat boyunca inkibatérde kultir edilen
hicreler inverted mikroskop ile gérintilenerek (Sekil 47) olusan 3 boyutlu kiimelerin yapilari
ve levitasyon cihaz igcindeki konumlanmalari gézlenmigtir. Levitasyon cihazinda kuiltur edilen
farkhlasmamis hucreler tim konsantrayonlarda kapilerin taban ylzeyine tutunma gostermistir,

ancak 50 mM Gd*" konsantrasyonunda sadece 3B yapinin yiizeyle daha zayif bir temasi
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seklinde goézlemlenmistir. 10 gln boyunca adipojenik farklilagmaya ugrayan hucrelerin
kdltirinde ise 50 mM Gd** kullanilan grupta hiicreler tamamen kapilerin Ust ylizeyine
tutunurken, hacrelerin kapilere tutunmasi 30 mM’da azalmig, 15 mM'da ise farklilagsmamig
hicrelerdeki gibi tabana tutunma gergeklesmistir. Olusan 3B yapilara bakildiginda ise,
farklilasmayan hicreler daha siki yapilar olustururken, adipojenik hiicrelerin daha gevsek ve

blyUk yapilar olusturdugu goéraimustar.

Kontrol Yaglanma

Sekil 47. Farkli Gd3+ konsantrasyonlari (15, 30 ve 50 mM) kullanilarak 10 giin boyunca
adipojenik ve standart besi ortaminda bdlyldtilen 7F2 hiicrelerinin manyetik levitasyon
cihazinda 24 saatlik kdltir gérintiileri. Scale bar: 200 um

7F2 hucrelerinin farkli Gd** konsantrasyonlarinda yapilan 3B hiicre kultirl galismasinda,
farkhlasmamis hicrelerin uzun sureli levitasyonunda disuk konsantrasyonlarin 3B yapilari
kaldirmada yeterli etkiyi gdsteremedigi goértlmastur. Ayni sekilde daha 6nce Sekil 31'de de
bahsedildigi gibi D1 ORL UVA hicrelerinin 50 mM konsantrasyonda bile ¢éken o6rnekleri
g6zlenmistir. Ancak adipojenik yonde farklilastirlmis 7F2 hucreleri bu konsantrasyonda
kapilerin tavan ylzeyine yapismistir. 7F2 ve D1 ORL UVA hicre tiplerinin birlikte kultiriinde
kapiler kanalin taban ve taban sinirindan uzakta konumlanan 3B yapilarak olusturulmasi

amaciyla 50 mM Gd** kullaniimasi tercih edilmistir. Bu amagla, 7F2 ve D1 ORL UVA hiicreleri
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6 kuyulu kulttr kaplarina 2500 hiicre/mL konsantrasyonda ekilip, D1 ORL UVA hucreleri
standart besi ortaminda, 7F2 hucreleri ise standart ve adipojenik besi ortamlarinda 5, 7 ve 10
gin boyunca kiiltir edilmistir. Daha sonra, tripsin ile kaldirilan hicreler 10° hlicre/mL
konsantrasyon olacak sekilde sUspanse edilerek 50:50 oraninda karistirip kapilerlere
yuklenmigtir. Manyetik levitasyon sisteminde gerceklestirilen 24 saatlik kultir ardindan 3B
yapilar inverted mikroskop ile gérintilenmistir (Sekil 48). ki hiicre tipinin karistiriimasiyla elde
edilen 3B yapllar, tek 7F2 kiltirinden farkh olarak, serbest sekilde ortada konumlanmistir (10
gunlik adipojenik grup harig). Ayrica, adipojenik 7F2 kiltiriinde elde edilen 3B yapilarin
aksine, adipojenik farkhlastiriimis 7F2 hcreleri ile farkllasmamis D1 ORL UVA hiicrelerinin
birlikte klltlr edilmesiyle daha siki kiimeler olustugu gértlmastir. Kirmizi floresan protein ifade
eden 7F2 hicreleri ve yesil floresan protein ifade eden D1 ORL UVA hiicrelerinin konfokal
mikroskop géruntilerinden de goéruldagiu gibi olusan 3B yapilar iki hiicre tipini de icinde
barindirmaktadir (Sekil 49). Birbirine tutunma egilimi yiksek olan D1 ORL UVA hicrelerinin
adipojenik hucreler ile birlikte kultirlenmesi, bu ko-kiltir kimelerinin sadece adipojenik
hicrelerden olusan 3B yapilar kadar gevsek olmamasi ile sonuglanmistir. Bu ¢alismanin
ardindan, 10 glnluk farklilastirma uygulanan hlcreler kapiler ylizeyine tutundugu igin 7 glinliik

induksiyon sonucu farklilastiriimis hiicreler ile galigmalara devam edilmigtir.

Kontrol

Yaﬁ”lanma

Sekil 48. Standart besi yeri ve adipojenik besi yerinde farkli giinler boyunca kiltiir edilen
kontrol ya da yaglanmis 7F2 hiicrelerinin, kontrol D1 ORL UVA hiicreleri ile 50:50 oranda
karistirlmasi sonucunda olugsan 3B yapilarin mikroskop goértintiileri. (Scale bar: 200 um)
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Kontrol Yaglanma

7 gln

Sekil 49. Esit oranda, heterojen karigtirilan 7F2 (kirmizi) ve D1 ORL UVA (yesil) hiicrelerinin
konfokal mikroskop gérintiileri.

Cesitli 3B desenler olusturmak amaciyla, farkli yikleme stratejileri kullanilarak 3B yapilar
olusturulmasi amaclanmistir. Bu amacla, énceki ¢calismalarda oldugu gibi 7F2 ve D1 ORL UVA
hicreleri kaltlr kaplarina ekilmis ve 7 gin boyunca cogaltilmistir. 7F2 hcreleri bu kltir
surecinde adipojenik uyarim bilesenleri iceren ya da icermeyen besi ortami ile muamele
edilmistir. ilk stratejide, 10° hiicre/mL konsantrasyonda hazirlanan D1 ORL UVA hiicreleri 50
mM Gd* ile kapilerin yarisini dolduracak sekilde (25um) kapilerlere ylklenmis ve 24 saat
boyunca manyetik levitasyon sisteminde inkibe edilmistir. 24 saatin ardindan, adipojenik
farkhlasmis ve farklilasmamis 7F2 hicreleri ayni oranda kapilere ylklenerek, 4 saat inkiibe
edilip, sonrasinda konfokal gorintileri alinmistir (Sekil 50A). Yapilan konfokal
goruntilemesinde, olusan 3B yapilarda D1 ORL UVA hucrelerinin yapinin alt béliminde
bulundugu ve 7F2 hicrelerinin D1 ORL UVA hucrelerinin bir bolimine tutunarak iki katmanli
yap! olusturduklari gériilmustir. ikinci stratejide ise ayni islem énce 7F2 sonra D1 ORL UVA
hicrelerinin yliklenmesi seklinde gergeklestiriimistir (Sekil 50B). Burada, ilk stratejinin aksine
adipojenik hucreleri iceren 3B yapida D1 ORL UVA hicreleri adipojenik 7F2 hucreleri

tarafindan sarilmis bir sekilde kimelenme gdstermistir.
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Kontrol

D1-7F2

Sekil 50. 3B adipojenik kdiltiir icin farkli desenlerin olusturulmasi. (a) 24 saat boyunca manyetik
levitasyon sisteminde Kkiiltiir edilen D1 ORL UVA hlicrelerinin (yesil) lizerine 7F2 hlicrelerinin
(kirmizi) eklenerek 4 saat daha inkiibe edilmesi ardindan olusan yapilarin konfokal gériinttleri
(b) 24 saat boyunca levitasyon sisteminde Kiiltiir edilen 7F2 hiicrelerinin (kirmizi) lizerine D1
ORL UVA hiicrelerinin (yesil) eklenerek 4 saat daha inkiibe edilmesi ardindan olusan yapilarin
konfokal gériintlileri.

Farkli desen olusturmaya yonelik Ug¢lncu stratejide ise manyetik levitasyon cihazinin 180°
dondurilmesi ile vertikal olarak 3 katmanl yapi olusturulmasi hedeflenmistir. Bu amagla, D1
ORL UVA hiicreleri 10° hiicre/mL konsantrasyonla 50 mM paramanyetik ortam icinde 8 saat
boyunca kiiltir edilip, Gzerine 7F2 hucreleri eklenmistir. Eklemenin ardindan 8 saat daha kultar
edilen hicrelerin bulundugu manyetik levitasyon sistemi 180° déndurulerek yeniden D1 ORL
UVA hiicreleri 40 mM Gd*" igeren besi ortami iginde eklenmistir. Floresan mikroskopu ile
yapilan gorintilemelerde, hedeflenen 3 tabakali yapilarin olusmadigi gériimustir (Sekil 51).
Bu strateji, hiicre tiplerinin ardisik olarak yiklenmesi farkli hiicrelerden olusan hicre bloklarini

iceren blyuk 3B yapilarin olusumu ile sonuglanmistir.
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Sekil 51. 7 Giin boyunca adipojenik farklilagsmaya uyarilan 7F2 hiicrelerinin, farklilasmamis
D1 ORL UVA hiicrelerinin manyetik levitasyon cihazina D1 (560 mM) + 7F2 (50 mM) + D1 (40
mM) ylikleme stratejisiyle olusturdugu 3B yapilarin floresan gériintiileri.

Yaglanma

4.12 Manyetik levitasyon ile kemik iligi kokenli hiicrelerin ozkiitlelerine gore

ayrigtiriimasi

Projenin temel hedeflerinden biri olarak, durgun (quiescent), yag doku yodnelimine girmis
(adipogenic) ya da kemik doku yonelimine girmis (osteogenic) kok hicrelerde olusabilecek
olan yogunluk farklarinin tespit edilmesi planlanmistir. Bu sayede levitasyon sirasinda
kaltarlenen farkli ydnelimdeki hiicre kiimelerinin konumlar arasindaki farklarin anlagilarak bu

yapilarin manipulasyonu hedeflenmektedir.

Manyetik levitasyon sisteminde ylksekligi belirlenen hicrelerin  yogunluk degerlerinin
belirlenebilmesi icin farkli yogunluklardaki polietilen mikroklrelerin manyetik levitasyon
sisteminde konumlandigi levitasyon yiksekligi belirlenmistir. Yogunlugu bilinen (1, 1.02 ve
1.09 gr/mL) mikrokureler 25, 50 ve 100 mM Gadavist igerisinde levite edilmistir (Sekil 52).
Parcacik slspansiyonlari manyetik levitasyon dizeneginin igerisindeki kapiler kanala
yuklenmis ve parcaciklar denge pozisyonuna geldiginde inverted mikroskop (Olympus 1X-83)
ile goéruntilenmigtir. Elde edilen goérintiler FIJI programi araciligiyla analiz edilmis ve
parcaciklarin kapilerin altinda bulunan miknatisin Ust sinirina olan uzakliklari belirlenmistir.
Belirlenmis olan ylUkseklik degerleri ve pargaciklarin yogunluklari arasindaki koralesyon lineer
regresyon ile hesaplanmigtir ve ayni Gadavist konsantasyonu ile manyetik levitasyonu
gerceklestirilen hucrelerin konumlandigi levitasyon yuksekliklerinin denk geldigi yogunluk

degerlerinin belirlenmesinde kullaniimigtir.
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Sekil 52. Yogunlugu bilinen polimer pargaciklarin (1, 1.02 ve 1.09 g/mL) manyetik levitasyon
(25, 50 ve 100 mM Gadavist) gériintiileri. Mavi ¢izgi 1 g/mL, turuncu ¢izgi 1.02 g/mL, sari ¢izgi
1.09 g/mL yogunlugundaki parcaciklarin levitasyon sisteminde olugsturdugu bantin (st
seviyesini géstermektedir. Oklar ise 1.09 g/mL ile 1 ve 1.02 g¢/mL yogunlugundaki pargaciklarin
levitasyon yiikseklikleri arasindaki farki géstermektedir.

Sonuglara gore pargaciklarin yogunlugu arttikga denenen tim Gadavist konsantrasyonlari igin
(25, 50 ve 100 mM) levitasyon ylksekligi azalmistir. Fakat, 25 mM Gadavist ile gergeklestirilen
manyetik levitasyonda 1.09 g/mL ile 1 ve 1.02 g/mL yogunlugundaki parcaciklarin levitasyon
yukseklikleri arasindaki fark oldukga ylksek iken Gadavist konsantrasyonu arttikga (50 ve 100
mM) bu fark azalmistir (Sekil 52). Farklilasmasi uyarilmis ve uyarilmamis hticrelerin levitasyon
yuksekliklerinin ve boyutlarinin belirlenmesi ve yogunluklarinin hesaplanmasi icin D1 ORL
UVA hicreleri 100 hiicre/kuyucuk olacak sekilde 24 kuyucuklu plastige ekilmis ve standart
biayime ortami («-MEM+ %10 FBS + %1 P/S) igerisinde buyutilmustir. Kaltirin
baslangicindan 48 saat sonra hucreler tarafindan kullanilan besi ortami uzaklastirilarak
hicreler, igerisine adipojenik farkhlagmayi uyarici bilesenler eklenen besi ortami (50 uM
indometasin, 10 nM deksametason, 5x10-* mg/ml insdilin) veya osteojenik farklilagsmayi uyarici
bilesenler eklenen besi ortami (50 mg/ml askorbik asit ve 2.16 mg/ml B-gliserolfosfat) ile
muamele edilmigtir. Kontrol olarak ise hicrelerin standart besi ortami ile ortam tazelemesi

gerceklestirilmistir (Sekil 53).
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Blylime Osteojenik Adipojenik

Gin1

Gun 15

Gln 22

Sekil 53. Farkli stirelerde , 15 ve 2u) éd/héfehml“fvé ‘ostoj"éhﬁ( fé?l?%ﬁdé}// uyarici
bilesenler igeren besi ortamlarinda ve standart bliyiime ortaminda kliltiirlenen D1 ORL UVA
hticrelerinin Kkdiltiir gériintdleri.

D1 ORL UVA hicrelerinin adipojenik farklilasmanin uyarildigi durumda kulttirn 8. gintinden
itibaren mikroskobik gozlem ile gézlemlenebilir dizeyde yag vesikulleri biriktirmeye bagladigi
gorulmastur. Osteojenik farklilasmanin uyarildigi durumda ise kulttriin 22. gliniinde hicrelerin
morfolojilerinin belirgin bicimde degistidi ve mineral biriktirdigi gdzlemlenmistir. Hlcreler
adipojenik kaltartin 1, 5, 8, 12 ve 15. Gunlerinde tripsinize edilerek 25, 50 ve 100 mM Gadavist
icerisinde sUspanse edilmistir. Tek hicre stspansiyonu haline getirilen hicreler manyetik
levitasyon diizenedinin icerisindeki kapiler kanala yuklenmistir ve hiicreler denge pozisyonuna

geldiginde inverted mikroskop (Olympus 1X-83) ile gérintilenmistir (Sekil 54).

—
= ] 200 pm

— —— e ——

Sekil 54. 15 giin boyunca adipojenik farklilasmayi uyarici bilegsenler iceren besi ortaminda
kdltirlenmis D1 ORL UVA hiicrelerinin manyetik levitasyon (25, 50 ve 100 mM Gadavist)
goriintiileri. Kirmizi oklar ortalama hiicre kiimelenmesi ile diistik yogunluklu hiicreler
arasindaki ylikseklik seviyesi farkini géstermektedir.

58



N4

TiBITAK

25 mM Gadavist ile gergeklestirilen manyetik levitasyonda ana hilicre populasyonunun
levitasyon sisteminde olusturdugu bantin Gst seviyesi ile dustk yodunluklu hicrelerin ulastigi
maksimum yukseklik seviyesi arasindaki fark oldukca yuksektir. Gadavist konsantrasyonu
arttikga (50 ve 100 mM) bu fark azalmigtir. Yogunlugu bilinen pargaciklarin levitasyonu
deneyinde de oldugu gibi heterojen hiicre toplulugdu ile gergeklestirilen bu deneyde de Gadavist
konsantrasyonu azaltildikga (25 mM) manyetik levitasyon ydnteminin partikullerin/hicrelerin
yogunluk degdisimine olan hassasiyetinin arttii1 belirlenmistir. Bu sebeple hicrelerin manyetik
levitasyon sisteminde yogunluk tabanli ayrimi igcin 25 mM Gadavist konsantrasyonu segilmistir

ve takip eden deneyler bu konsantrasyon kullanilarak gerceklestirilmistir.

Elde edilen géruntuler FIJI programi araciligiyla analiz edilmis ve pargaciklarin kapilerin altinda
bulunan miknatisin Ustline olan uzakliklari ve hicrelerin boyut (alan, ym?) degerleri
belirlenmigtir. Belirlenmis olan levitasyon ylkseklik degerlerine gére hicrelerin yogunluklari,
yogunlugu bilinen parcaciklarin ayni Gadavist konsantrasyonu ile levitasyonu sonucunda elde

edilmis levitasyon ylksekligi-yogunluk denklemi kullanilarak hesaplanmigstir (Sekil 55).

a 1g/mL 1.02 g/mL

- -

— e ]
1.09 g/mL b

1.154

Y =-0.0003603472*X + 1.240573
1.104

1.05+

/
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300 400 500 600 700
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Sekil 55. Yogunlugu bilinen polimer parcaciklarin (1, 1.02 ve 1.09 g/mL) (a) manyetik
levitasyon (256 mM Gadavist) gériintiileri ve (b) levitasyon yliksekligi ile pargcacik yogunlugu
arasindaki korelasyon.
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Yag ve kemik doku olusumuna yonlendirilmis ya da atil kontrol olarak kultirlenmis olan D1
ORL UVA hcrelerinin farkh gunlerde goésterdikleri yogunluk degisimleri manyetik levitasyon
sistemi ile tespit edilmistir (Sekil 56)
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Sekil 56. Farkli sirelerde (1, 5, 8, 12 ve 15 giin) (a, b) adipojenik farklilasmayi uyarici
bilesenler igeren besi ortaminda, (c, d) osteojenik farklilasmayi uyarici bilesenler iceren besi
ortaminda ve (e, f) standart biiylime ortaminda kdiltiirlenen D1 ORL UVA hlicrelerinin manyetik
levitasyon sistemindeki (25 mM Gadavist) levitasyon yliksekliklerine gbre hesaplanmig
yogunluk degisimleri ve levitasyon goriintiileri. Oklar yogunlugu disik olan hiicreleri
gostermektedir.
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Sonuglara gore, adipojenik ydénde uyariimisg hicre grubunda kiltirin 8. glninden sonra
levitasyon sisteminde ana popilasyona kiyasla daha disik yodunluga sahip hicre gruplari
gbzlemlenmeye baglamistir ve bu gruba ait hiicre sayisi kiltirin 15. giinine kadar artmigtir.
Osteojenik yonde uyarilmis ya da standart blylime ortaminda kultiirlenmis hicrelerin

icerisinde ise bu sekilde disik yogunlukta bir hiicre grubu gézlenmemisgtir.

Adipojenik farklilagsmayi uyarici besi ortaminda kultlirlenen D1 ORL UVA hiicreleri manyetik
levitasyon sisteminde levite edildijinde ana popilasyona gére daha ylksekte konumlanan
hlcrelerin boyut parametreleri de incelenmistir. Bu hilicre popullasyonunun yogunlugu ile
hicrelerin boyutu (alan, um2) arasinda bir korelasyon olup olmadiginin belirlenmesi icin 1.08
g/mL ve daha diisik yogunluk degerine sahip hticrelerin (ana poptlasyondan ayrilan hiicreler)

yogunluk degerleri ve boyutlari arasindaki iliski incelenmistir (Sekil 57).
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Sekil 57. Adipojenik farklilagsmayi uyarici bilegsenler iceren besi ortaminda, osteojenik
farklilasmayi uyarici bilesenler iceren besi ortaminda ve standart bliyiime ortaminda
kiiltirlenen (1 ve 15 giin) D1 ORL UVA hiicrelerinin manyetik levitasyon sistemindeki (26 mM
Gadavist) levitasyon yiiksekliklerine gére hesaplanmis yogunluk degisimleri ve hiicrelerin
boyutlari (alan, um2) arasindaki iliskiyi gbésteren grafikler. Sadece 1.08 g/mL ve altindaki
yogunluk degerlerine sahip hiicreler degerlendiriimistir.
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Sonuglara gore 1 gunluk kiltir sonucunda besi ortamindan bagimsiz olarak (btuyime ortami,
adipojenik ya da osteojenik uyarim besi ortamlari) hiicrelerin boyutu ve yogunlugu arasinda
bir korelasyon go6zlemlenememistir (R><0.001). 15 ginliik kiltir sonucunda ise adipojenik
uyarim ortaminda kiiltirlenen hicreler diger gruplara kiyasla daha yiiksek R? degeri (belirleme
katsayisi) vermistir (R?=0.2918). Bu sonuca goére, manyetik levitasyon sistemi yag hiicrelerinin

olusumunu kolay, hassas ve herhangi bir hiicre isaretgisine ihtiya¢c olmadan gdsterebilmigtir.

Hucrelerin yogunluk farkindan yola ¢ikarak farkli hiicre soylarinin tespitine yonelik manyetik
levitasyon sisteminin kullanimi igin yapilan ¢alismalarin devaminda D1 ORL UVA hdcrelerinin
adipojenik kdltarinin 1, 5, 8, 12 ve 15. gunlerinde yapilan levitastonda hicrelerin kapiler
icindeki carpikliklarinin (skewness) ve populasyonun minimum %5’ini olusturan hicrelerin
yogunluk deg@erlerinin glinlere bagli olarak degisimi Sekil 58’ de gosterilmistir. Farklilasmanin
ilk haftasinda kontrol ve adipojenik gruplar arasinda istatiksel anlamda bir farklilik
go6rilmemistir. 8, 12 ve 15. glnlerde ise deney grubu hicrelerinin kapiler i¢cindeki dagiiminin
negatif carpiklik gosterdigi, ayrica, populasyonun minimum %5’i incelendiginde hucre

yogunlugunun 1.052 g/mL’ye kadar azaldigi géralmugtir.
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Sekil 58. D1 ORL UVA hiicrelerinin 25 mM Gd®* iceren besiyeri ile gerceklestirilen levitasyona
sonucuna gére levitasyon ve yogunluk profili. (A) Kontrol ve adipojenik farklilastiriimig D1 ORL
UVA hiicre yogunluklarinin 1, 5, 8, 12 ve 15. Glinlerdeki ¢arpiklik degerleri. (B) Kontrol ve
adipojenik hiicre poplilasyonlarinin minimum %5’ine ait yogunluk ortalamalari. Veriler
ortalama * standart sapma olarak gdsterilmis ve unpaied t-test analiz metodu kullanilimigtir. *:
p <0.05 **: p<0.01; ***: p <0.001

D1 ORL UVA hicrelerinde, indiiklenen adipojenik farklilagsmanin gerceklesmesi igin gereken
klltur suresinin fazla olmasi sebebiyle, kisa slirede farkhlagsma 6zelligi oldugu bilinen baska
bir kemik iligi hiicresi olan 7F2 hiicre hatti kullaniimaya baglamigtir. D1 ORL UVA hcreleri
adipojenik farkhlastirma igin farkhlagmayi uyarici bilesenler igeren besi ortaminda 15 guin kaltar
etmek gerekirken, 7F2 hicreleri 10 giinde D1 ORL UVA hiicrelerine kiyasla daha fazla lipit

birikimi gostermistir (Sekil 59).
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a D1 ORL UVA b

Sekil 59. Adipojenik farklilasma uygulanan (A) D1 ORL UVA hiicrelerinin 15. giindeki ve (B)
7F2 hicrelerinin 10. giindeki 2D kdltiir gbriintlileri (scale bar: 250 um)

7F2 hacreleri standart blyime ortami ve adipojenik farkhlagtirmayi uyarici bilesenler iceren
blylume ortami icinde 10 giin boyunca kultir edilmigtir. Hicreler 1, 5 ve 10. ginlerde 25 mM
Gd®* kullanarak levite edilmistir (Sekil 60a). Levitasyon yukseliklerine goére hesaplanan tek
hicre yogunluklari dagihm grafigi ile gosterildiginde, 10. glinde azalan yodunluk yénunde
belirgin bir genisleme gortlmastir (Sekil 60b). Birinci glinde ortalama hiicre yogunlugu 1.079
+ 0.005 g/mL olan 7F2 hicrelerinin yogunlugu 0.989 g/mL’ ye kadar dugmustur. Ek olarak,
degisen yogunluk deg@erlerinin daha iyi yorumlanabilmesi icin go&sterilen ylzdece dagilim
grafigi ile adipojenik farklilagsmaya uyarilan hiicrelerde 5. giinde baglayan desen degisimi
gorulmastur (Sekil 60c).

Manyetik levitasyon sisteminin yogunluk farkhli§i tespit etmede basarili oldugunun
gosterilmesinin ardindan, sistemin karisik hiicre populasyonu icerisindeki adipojenik hiicrelerin
tespiti icin kullanilabilirligini test etmek icin D1 ORL UVA hicreleri (yesil floresan boya ile
isaretlenmis) ve adipojenik farkllastirilmis 7F2 hucreleri (kirmizi floresan boya ile
isaretlenmis), 7F2 hicrelerinin farkh oranlariyla (%50, %25, %10, %5 ve %1) karistirilarak 25
mM Gd?** kullanarak levite edilmistir (Sekil 61). Sonuglara gore, farklilasmis 7F2 hiicreleri ve
farklilasmamis D1 ORL UVA hicreleri arasindaki relatif yogunluk farki, artan kiltur suresi ile
artis gostermistir (Sekil 62a). Bu artis ¢cok disik karisim oranlarinda bile tespit edilebilmistir.
Ayni zamanda, levitasyon ylksekliklerindeki farkliigin hiicre tipinden kaynakli olmayip hiicre
yogunlugundan kaynaklandigini géstermek amaciyla, farklilasmamig 7F2 huicreleri ve D1 ORL
UVA hucreleri 50% oranda karistirilip kontrol grubu olarak kullaniimistir (Sekil 63). Ayrica,
adipojenik hicre oranlari manuel sayma ydntemiyle belirlenmistir (Sekil 62b). Yapilan analizler
sonucunda, gdézlenen ve beklenen dederler ¢gogunlukla benzer olup aralarinda istatistiksel

olarak anlamli bir farklilik gértlmemistir (1. giin harig).
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Sekil 60. Farkli giinlerde 7F2 hiicrelerinin levitasyonu. (a) 25 mM Gd** ile levite edilen kontrol
ve deney grubunun 1, 5 ve 10. glinlerdeki levitasyon gértintileri. (b) Levitasyon yliksekliklerine
gore hesaplanmis yogunluk dederlerinin dagiim grafigi (c) Degisen yogunluk dederlerinin
ylizdece dagilimi.

Son olarak, hicre soyunun belirlenmesi hedefiyle, kapiler kanallarda levite edilen hiicreler
yogunluklarina bagli olarak kategorize edilmistir. Bunun igin, levitasyon sonrasi elde edilen
mikroskop gorintilerinde kapiler kanallar 3 bélgeye ayrilmis (1. Bolge: 1.02 g/mL den kiig¢lik
yogunluklu hticreler, 2. Bolge: 1.02 ve 1.06 g/mL arasinda yogunluga sahip hicreler, 3. Bolge:
1.06 g/mL’den blylk yogunluga sahip olan hucreler) (Sekil 64a) ve bu bdlgelere disen
hiicrelerin sayica yuzdeleri hesaplanmistir (Sekil 64b). Sonuglara gore, 2. ve 3. bolgeler iki
farkh hiicre tipinden olusurken, 1. bolgenin tamamen 7F2 hiicrelerinden olustugu goérilmustr.
Sonuglar, manyetik levitasyon sisteminin lipit biriktiren hlicrelere karsi oldukca ylksek segiciligi
oldugunu goéstermis ve farklilagsmanin asamalarinin tespitinde kullanilabilme potansiyeline
sahip oldugu gorilmustar.
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Sekil 61. Farkli oranlarda (%50, %25, %10, %5 ve %1) karistirilarak levite edilen (25 mM Gd**)
farklilasmamis D ORL UVA (yesil) ve adipojenik farklilasmis 7F2 hicrelerinden (kirmizi)
olusan heterojen hiicre poplilasyonlarinin floresan goériintiileri. Scale bar: 200 um.
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Sekil 62. Adipojenik hiicrelerin heterojen poplilasyonda tanimlanmasi. (a) Farkl glinlerde (1,
5 ve 10 gin), farkli oranlarla (%50, %25, %10, %5 ve %1)karistirilan adipojenik farklilasmig
7F2 hiicreleri (kirmizi noktalar) ve farklilasmamis D1 ORL UVA hiicrelerinin (yesil noktalar) ve
%50 oranda kanisitirilan farklilasmamis 7F2 ve D1 ORL UVA hiicrelerinin relatif
yogunluklarinin dagilim grafigi. (b) Manyetik levitasyona dayall tanima ybntemi ile farkli
oranlarda karigtirilan 7F2 ve D1 ORL UVA hiicrelerinin gézlenen oranlari. *: p < 0.05; **: p <
0.01; ***: p < 0.001.
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Sekil 63. Farkli ginlerde (1, 5 ve 10. giinler) %50 oranla Karistirilan farklilasmamis 7F2
(kirmizi) ve D1 ORL UVA hiicrelerinin (yesil) levitasyonu ile elde edilen floresan gértintiileri.
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Sekil 64. 7F2 ve D1 ORL UVA hiicrelerinin yogunluga bagl olarak kategorizasyonu (a) 1.
bolge: hiicre yogunlugu <1.02 g/mL, 2. bélge 1.02 g/mL < hiicre yogunlugu<1.06 g/mL, 3.
bélge: hiicre yogunlugu> 1.06 g/mL olan hiicreleri géstermektedir . (b)Yigil siitun grafigi farkl
oranlarda karigtirilan D1 ORL UVA ve 7F2 hiicrelerinin belirtilen bdlgelerdeki iki hiicre tipinin
ylizdece dagihmini géstermektedir.

Kemik iliginin hiicresel heterojen yapisini temsil etmek igin projede kullaniimasi tasarlanmis
olan D1 ORL UVA, MC3T3-E1 ve 7F2 hiicre hatlarinin manyetik levitasyon sisteminde
dengeye geldikleri ylkseklik test edilmistir (Sekil 65). 14. Gline kadar tutarl bir farkhlik trendi
g6zlemlenememistir. Levitasyonun ilk ve son glinine bakildiginda D1 ORL UVA ve 7F2
hlcreleri arasinda anlamh bir farkhlik goérilmemistir. MC3T3-E1 hlcrelerinin ise diger

hlcrelerden daha distk yogunluga sahip oldugu gézlenmistir.
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Sekil 65. Standart besi ortaminda kdltiir edilen kemik iligi hiicrelerinin farkli giinlerde (1, 5, 7,

11 ve 14. giinler) 25 mM Gd*" konsantrasyonu kullanilarak levite edilmesi ile hesaplanan
yogunluk degerlerinin dagilim grafigi.
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5. TARTISMA VE SONUG

Bu proje ile beraber manyetik levitasyon protokoll kemik iligi kdkenli hiicrelerin kisa ve uzun

sureli kltarleri optimize edilmistir. Proje ile beraber:

1) Manyetik levitasyon tekniginin biyomuhendislik alanlarinda uygulamalar ile Turkiye'de ilk
calisma yapiimig, ve teknikler IYTE Biyomiihendislik Baliimi biinyesinde igsellestirilmistir.
Proje surecinde manyetik levitasyon teknikleri ile ilgili igsellestirilen deneyim uluslararasi kitap

bélimi olarak yayinlanarak bilimsel birikime aktariimistir (Anil-Inevi vd., 2019).

2) Manyetik levitasyon saglayan Gd*" bilesenli farkli kontrast ajanlarinin sagladigi
konsantrasyon/levitasyon yuksekligi ilgisi ve hilcreler Gzerindeki kisa ve uzun dénem etkileri
ilk kez gosterilerek karsilastiriimis, sonuglar uluslararasi olarak yayinlanmistir (Anil-Inevi vd.,
2018). Diyamanyetik prensipler ve Gd-tabanli ajanlar kullanilarak gerceklestirilen levitasyon ile
daha énceden hiicre manipllasyonu yapilabildigi gosterilmistir (Durmus vd., 2015; Tocchio
vd., 2017). Fakat kullanilan bu ydntem ve bilesenlerinin uzun sureli hiicre kultird igin uyumlu
olup olmadiklari daha 6nce hig test edilmemisti. Bu galismalar sirasinda levitasyon igin Gd®*
ajani igin optimize edilen dozlarin ilerleyen zamanlarda gergeklesecek calismalar icin dnemli

bir referans kaynagi olacagi dustintlmektedir.

3) Proje ciktilarinda kemik iligi kékenli hicreler 1-7 gin arasinda manyetik levitasyonla
ortaminda kultirlenmiglerdir. Bu hucrelerin deney sonunda canliliklarini koruduklari direk ve
indirek testlerle gosterilmis, sonuglar uluslararasi olarak yayinlanmistir. (Anil-Inevi vd., 2018).
Bu sonuglar, yeryizi tabanl agdirliksiz ortam yéntemleri icin oldukca pratik, ucuz ve gézleme

izin veren bir alternatif ydntemin literatiirde ilk kez gosterilmesini saglamistir.

4) Proje ciktilarinda, manyetik levitasyonla kultirlenen genel olarak hicrelerin ¢odalma
profillerinin, 6zelde ise G1, G2 ve S fazindaki hicre oranlarinin 2 boyutlu kontrollere gére
anormal olarak etkilenmedigi gdsterilmigtir. Bu sonuglar raporlama sirasinda yayin igin

hazirlanmaktadir.

5) Proje ciktilarinda, manyetik levitasyon igin kullanilan mikroakigkan kanal hacminin
hicrelerden calisilabilir mRNA izolasyonu icgin yetersiz kaldigi gdézlenmistir.Bu amacg
dogrultusunda c¢esitli optimizasyonlar ve iyilestirmeler calisiimasina ragmen stre/hlcre
sayisi/mRNA miktari iligkisi istenen verimde ¢dzilememistir. Bu problemin ¢dzilebilmesi icin
yeni bir proje fikri olusturulmus, ve manyetik levitasyon sisteminin kapiler kanaldan mililitre
mertebesindeki tlplere tasinmasi kurgulanmistir. TUm levitasyon bilesenlerinin ve
miknatislarin revize ediimesini gerektiren bu proje 489555 gegici proje numarasi ile TUBITAK a

hizli destek (1002) kapsaminda 6nerilmigtir.
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6) Proje ciktilarinda manyetik levitasyon sirasinda goézlemlenen hiicrelerin hiicre disi matristen
bagimsiz kendilerini birlestirme kapasitesi (self-assembly) ve bu kapasitenin her hiicre tipi igin
farklilik gostermesi doku muihendisliginde G¢ boyutlu hicre kdltiri uygulamalari igin
kullanilabilecek yeni bir yontem olarak gosterilmistir. Kemik iligi kokenli hucreler ve kanser
hucreleri ile yapilan 3 boyutlu motifler uluslararasi olarak yayinlanmigtir (Anil-Inevi vd., 2018).
Yaglanmis kemik iligi ile saglikli kemik iligi hicreleri arasinda olusturulan tg¢ boyutlu motifler
su anda yayina hazirlanmaktadir. Her ne kadar manyetik levitasyon ile asili hucrelerin
birlestiriimesi daha dnceki ¢calismalarla gdsterilmisse de (Tocchio vd., 2017), proje sonuglari
ile ilk kez doku muhendisligi icin oldukca bliylk olarak kabul edilebilecek bloklarin (=2.68 cm)

tek cesit ve ¢ok c¢esit hiicreler icin gerceklestirilebilecegi gosterilmistir.

7) Proje ciktilarinda ayrica 6zkutle itibariyle farkhliklar gésterebilen kemik iligi hlcrelerinin
baska herhangi bir belirtece ihtiyag duymaksizin manyetik levitasyonla tanimlanmasina ve
ayristirilmasina caligiimig, durgun ve kemik yonelimine giren hucrelerde herhangi bir 6zkutle
farki gézlemlenmezken, yad yodneliminine girerek lipid biriktirmeye baslayan kemik iligi
hicrelerinin diger hiicrelerden kolaylikla ayrigtirilabilecegi gosterilmistir. Sonuglar bu haliyle
uluslararasi olarak yayinlanmigtir (Sarigil vd., 2019). Sonuclara gére kemik iligi kdkenli kdk
hucrelerin, yagd yonelimine girigleri herhangi bir isaretciye baglh olmaksizin (label-free) ve
gercek zamanl olarak hicrelerin 6zkitlelerine goére belirlenebilmistir. Es zamanli sekilde
birden ¢ok yag hucresinin dlgiminin gergeklesmesi, ve sonuglara 10 dakikadan kisa bir
surede ulasilabilmesi, farkl doku ve organlarda yaglanmanin élgllebilmesi icin oldukga pratik,
ucuz ve kolay bir yontem olusturmustur. Bu yontemin ileride doku muhendisligi ve ilag
calismalarinda kullanilabilecedini dusltnlyoruz. Ayrica bu c¢alismada gelistirilen platformun
ornegin cep telefonu ile entegrasyonu ile hasta basi dlgimlerin kolaylikla yapilacagi
disunulmektedir. Bu tarz uygulamalar manyetik levitasyon icin orak hiicre anemisi ve kansizlik
icin 6nceden gosterilmistir (Yenilmez vd., 2016; Felton vd., 2016). Buna uygun olarak
platformumuzun kirsal ve uzak bélgelerde sismanlik ve sismanlikla ilintili hastaliklarin tanisina
yardimci olabilecek bir biyomedikal cihaza dénisebilecedi diustnilmektedir. Son olarak,
geligtirilen sistem yaglanmaya baslayan hicreleri tanimlamayi basarsa da ileride

geligtirilebilecek akis sistemleriyle bu hicrelerin ayristiriimasi da saglanabilir.

Proje sonuclari ile beraber, manyetik levitasyon tekniginin kemik iligi kdkenli hicrelerde 1)
ayristirma; 2) kultirleme; ve 3) biyofabrikasyon alanlarinda birgok yeni ¢alisma yapilacagi
ongorilmektedir. Kullanilan yontemin hicreler igin toksik olmamasi, proje sirasinda
olusturulan platformlarin gergcek zamanl gdzleme izin vermesi, manyetik alanin kolaylikla
manipule edilebilmesi, kolay kurulan ve ucuz bilesenlere sahip olmasi 6zellikle kaynak kisitli

arastirma siireclerine oldukca ciddi avantajlar saglamaktadir. ilerleyen projelerde, bu projede
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kullanilan sistemin biyolojik hedefli galismalarla beraber, otomatizasyon ve hedef odakh

kapasitesinin de geligtiriimesi gindeme gelecektir.
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