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Akut bobrek hasari her yil diinyada 2 milyon insanin 6liimiine neden olan yiiksek
morbidite ve mortaliteye sahip onemli bir saglik sorunudur. Akut bdbrek
hasarinin 6nemli nedenlerinden birisi de ilaglara bagli nefrotoksisitedir. Organ
transplantasyonu sonras1 tedavide bagisiklik baskilayict olarak kullanilan
takrolimusun nefrotoksik etkisi klinik kullanimini1 kisitlamaktadir. Primer olarak
proksimal tibul (PT) epitelini hedefleyen nefrotoksisitenin modellenmesinde iki
boyutlu (2B) in vitro modeller mikrogevre, polarite, hiicre-hiicre etkilesimleri ve
tiibiiler akis1 saglayamamakta bu nedenle ii¢ boyutlu (3B) ex vivo modellere
ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu tez ¢alismasinda takrolimusun insan proksimal tubul
epitel hucreleri (PTEH) Uzerindeki gercek zamanli antiproliferatif dozunun
belirlenip, ilacin etkilerinin ex vivo kosullarda biyomiihendislik yaklagimlariyla

gelistirilen 3B-PT  modeli iizerinde yapisal ve fonksiyonel olarak
i



degerlendirilebilecegi varsayilmistir. Takrolimusun antiproliferatif etki dozunun
(ED50) belirlenmesi icin insan PTEH’e (HK-2) 1x107%, 1, 1x10%, 1x10%, 1x103,
ug/ml konsantrasyonlarda takrolimus uygulanip ger¢ek zamanli impedans temelli
proliferasyon analizi ile degerlendirilmistir. Ug¢ boyutlu PT modelinin
olusturulmasi i¢in 3B baski teknikleri ile bir platform iiretilmis, perflize edilebilen
bir kanal olusturulmus ve kanal igine HK-2 hiicrelerinin ekimi yapilmistir. Ayrica
ticari mikroakiskan kiiltiir platformunda 3B-PT modeli olusturulmus, HK-2
hiicrelerinin ekimi yapildiktan sonra aralikli salinim cihaz1 ile perfiizyon
saglanmistir. Mikroakigkan kiiltiir platformunda olusturulan 3B-PT modelinde
kontrol ve takrolimus verilen deney gruplarinda ZO-1 ve asetillenmis o tiibiilin
immiin isaretlemesi, hiicre canliligi, alblimin geri alim islevi ve bariyer biitiinligi
karsilastirmali olarak degerlendirilmistir. Ger¢ek zamanl proliferasyon analizinin
sonucunda takrolimusun HK-2 hucrelerindeki ED50’si 48. saatte 44.69 pg/mi
olarak bulunmustur. U¢ boyutlu baski ile iiretilen platformda kanal tasarlanmus,
Olusturulmus ve perfliizyon saglanmistir ancak HK-2 hicreleri kanal icginde
tutunma egilimi  gdstermemistir. Mikroakiskan kiiltiir platformunda ise
perflizyonun saglandigi 3B-PT modeli basariyla olusturulmustur. Takrolimus
statik kosullarda ve 3B-PT modelinde hiicre canliligin1 anlamli olarak azaltmistir.
Mikroakigkan kiiltiir platformunda olusturulan 3B-PT modelinde takrolimusun
kontrol grubuna gore ZO-1 ve asetillenmis o tiibiilin immiin igaretlemesini
azaltarak 3B-PT yapisim1  bozdugu gosterilmistir. Mikroakiskan — kiiltiir
platformunda olusturulan 3B-PT modelinde kontrol grubu ile karsilagtirildiginda
takrolimusun albiimin geri alim islevini bozdugu gosterilmektedir. Takrolimus
kontrol grubuna gore PT epitelinin bariyer biitiinliigiinii bozarak 155 kDa
dekstran molekiiliine kars1 gecirgenligi 2.3 kat ve 20 kDa dekstran molekiiliine
karst gecirgenligi 1.4 kat artirmustir. Sonug¢ olarak takrolimusun HK-2
hlcrelerindeki gercek zamanli ED50’si hesaplanmis, mikroakiskan platformunda
3B-PT modeli olusturulmus ve takrolimusun 3B-PT Uzerindeki etkisi ex vivo

kosullarda yapisal ve fonksiyonel olarak degerlendirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Bobrek, Proksimal Tubiil, U¢ Boyutlu Kiiltiir, Nefrotoksisite
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Acute kidney injury (AKI) is an important health problem causes the death of 2
million people worldwide every year with high morbidity and mortality. One of
the important causes of AKI is drug-induced nephrotoxicity. After organ
transplantation, nephrotoxic effect of tacrolimus, which is used as an
immunosuppressant treatment, limits its clinical use. In modeling nephrotoxicity
that primarily targets the proximal tubule (PT) epithelium, two-dimensional in
vitro models can’t provide microenvironment, polarity, cell-cell interactions and
tubular flow, therefore three-dimensional (3D) ex vivo models are needed. It was
assumed that the real-time antiproliferative dose of tacrolimus on human proximal
tubule epithelial cells (PTEC) can determined and the effects of the drug could be
evaluated structurally and functionally on the 3D-PT model developed with

bioengineering approaches in ex vivo conditions. To determine the
iii



antiproliferative effective dose (ED50), 1x107?, 1, 1x10%, 1x10% 1x103% 1x10*
pug/ml concentrations of tacrolimus were applied to human PTEC’s (HK-2) and
evaluated by real-time impedance-based proliferation analysis. In order to obtain
the 3D-PT model, a platform was produced with 3D printing techniques while a
perfusable channel was made and HK-2 cells were cultivated into the channel.
Additionally, a 3D-PT model was created on a commercial microfluidic culture
platform, and perfusion provided with an intermittent release device after HK-2
cells were cultivated. In the control and tacrolimus-treated experimental groups,
Z0O-1 and acetylated-a-tubulin immunolabeling, cell viability, aloumin reuptake
function and barrier integrity were evaluated comparatively in 3D-PT model
which created on the microfluidic culture platform. As a result of real-time
proliferation analysis, the ED50 of tacrolimus in HK-2 cells was 44.69 pg/ml at
48th hour. The canal designed, created and perfusion was achieved on the
platform produced by 3D printing, but HK-2 cells didn’t show any attachment
tendency in the canal. In the microfluidic culture platform, a 3D-PT model with
perfusion was successfully created. Tacrolimus significantly decreased cell
viability in static conditions, 3D-PT model. When the control and tacrolimus-
treated experimental groups were compared in the 3D-PT model on the
microfluidic culture platform, it was shown that tacrolimus disrupted the 3D-PT
structure by reducing ZO-1 and acetylated-a-tubulin immunolabeling. Compared
with the control group in the 3D-PT model, tacrolimus impaired the albumin
reuptake function. Tacrolimus increased the permeability by disrupted the barrier
integrity of PT epithelium, to 155 kDa dextran molecule 2.3-fold and to 20 kDa
dextran molecule 1.4-fold compared to the control group. As a result, the real-
time ED50 of tacrolimus in HK-2 cells was calculated and a 3D-PT model was
created in the perfusable microfluidic plate, and the effect of tacrolimus on 3D-PT

was evaluated structurally and functionally under ex vivo conditions.
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Nephrotoxicity
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1. GIRIS

Akut bobrek hasar1i (ABH), bodbrek fonksiyonunun hizli ve ani bozulmasi ile
tanimlanan, her y1l dinyada ortalama 13.3 milyon insanin etkilendigi ve yilda 1.7 ila 2
milyon insanin 6liimiine neden olan yiiksek morbidite ve mortalite ile iliskilendirilen
onemli bir saglik sorunudur [1-4]. Prerenal, renal ve postrenal nedenlerle ortaya ¢ikan
ABH olgularinin biiyiik ¢ogunlugunu prerenal ve renal nedenler olusturmaktadir [1, 5].

Renal nedenlerin ise %20 ila 30'undan ilaglara bagli nefrotoksisite sorumludur [6].

Takrolimus, klinikte organ transplantasyonu sonrasi allogreft reddini 6nleyici tedavi
rejimlerinde yaygin olarak kullanilan kalsinorin inhibitorl bir ilagtir [7-9] ve allogreft
reddini buyuk oOlcude onlemekle birlikte ABH olusturma riski nedeniyle Klinikteki
kullanimi kisitlidir [10]. Protokollerde terapotik doz verildikten sonra hastalarin durumu
takip edilip, hastanin ilaca yanitina gore doz diizenlemeleri yapilabilmesine ragmen
nefrotoksisite yan etkisi gosterdigi vakalar bildirilmistir [9, 11]. Nefrotoksisite dzellikle
bobregin fonksiyonel birimi olan nefronlar Gzerinden proksimal tibul (PT) hasariyla
gitmektedir [12]. Bu nedenle takrolimusun bobrek PT epitelindeki 6ncelikli

tutulumunun arastirilmasi gerekmektedir.

Bobregin proksimal ttbtlleri, nefronun siiziilme ve salgilama islevini yerine getiren
ilk segmenti olup ultrafiltratin toksik igerigine maruz kalan ilk kismi olmasi nedeniyle
ilaca bagli ABH’ nin ilk hiicresel hedefidir [13]. Statik iki boyutlu (2B) hiicre kilturt
yontemlerinde proksimal tubil epitel hucreleri (PTEH) kutuplasamadiklari, lumendeki
akis ve kayma gerilimi gibi fizyolojik kosullar olusamadigi igin toksik hasari
modellemede yetersiz kalir [14, 15]. In vivo hayvan modellerinde ii¢ boyutlu (3B) tiibiil
yapilar1 saglanmakla birlikte tiire 6zgii farkliliklar ve etik sinirlamalar deney ¢iktilarinin

insana uygulanmasi ve klinige aktarimi kisitlayan faktorlerdir [16, 17].

Uc boyutlu ex vivo kilttr platformlari, PTEH’in polaritesi ve tiibiliin fizyolojik

kosullarin1 oldukga iyi modelleyebilen, hicrelerin ekstraseliler matriks (ESM) ile

1



temasmin saglanabildigi biyomiihendislik tasarimlarini igerir [18-20]. Bu tasarimlar
arasinda mikrokanallar1 bulunan, perfiizyonun aralikli salinim cihazlari ile bir peristaltik
pompaya ihtiya¢ duyulmaksizin saglanabildigi ve tek plaka iizerinde ¢ok sayida 6rnek
incelemeye olanak taniyan ticari 3B mikroakigskan platformlar standardize bir diizenek
saglamaktadir [21-23]. Ticari mikroakiskan diizeneklerin yaninda daha yeni bir
yaklasim olan 3B baski yontemleri kullanilarak Gretilen ve perfuzyonun peristaltik
pompa ve peristaltik borular araciligiyla saglandigi 3B-PT modelleri olusturulmustur
[24-27]. Bu tasarimlar mikrofizyolojik kosullar1 daha iyi yansitabilmesi nedeniyle

nefrotoksisite ¢alismalarinda PT hasarini degerlendirmeye olanak tanimaktadir.

Takrolimusa bagli nefrotoksisitenin neden oldugu PT hasarinin preventif ve terandstik
yaklagimlarla Ongoriilebilmesi ic¢in hiicre hasarinin yapisal ve fonksiyonel olarak

degerlendirildigi 3B ex vivo kiiltiir sistemlerinin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu calismada; takrolimusun insan PTEH’de ger¢cek zamanli antiproliferatif dozunun
belirlenip, biyomiihendislik yaklagimlariyla gelistirilen, mikroakisin saglandigi, 3B-PT
kiiltir platformunun gelistirilmesi, etkili dozda takrolimusun 3B-PT uzerindeki yapisal

ve fonksiyonel etkilerinin ex vivo kosullarda degerlendirilebilecegi varsayilmistir.

Bu dogrultuda ¢alismanin hedefleri;

1. Takrolimusun insan PTEH’deki gergek zamanli antiproliferatif etki dozunun

belirlenmesi

2. Biyomiihendislik yaklagimlartyla 3B-PT kiiltiir platformunun olusturulmast ve

optimizasyonu

3. Ug boyutlu PT modelinde takrolimus kaynakli akut hasarin olusturulmasi ve test

edilmesidir.
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Sekil 1.1. Calismanin varsayimi sematize edilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Akut Bobrek Hasari

Akut bobrek hasari, yilda 13.3 milyon insanin etkilendigi, bobrek fonksiyonunun hizli
ve ani bir sekilde bozulmasi ile tanimlanan, tedavi edilmedigi takdirde kroniklesme
siirecine gecip kalic1 yetmezlik ile sonuclandigindan yiiksek mortalite ve morbidite ile
iligkili kiresel bir saglik sorunudur [2, 3, 28-33]. Her yil yaklasik 2 milyon insanin
6limine neden olan ABH, bobregin kanlanmasini etkileyen prerenal nedenler,
stiziilmeyi etkileyen durumlar gibi renal nedenler ve obstriiksiyon gibi postrenal
nedenlerle (Sekil 2.1) ortaya ¢ikabilir [1, 5, 32]. Diinya ¢apinda bobrek hastalarinin
bakimini ve sonuglarini iyilestirme misyonuna sahip, bagimsiz kiiresel bir kurulus olan
KDIGO (Kidney Disease Improving Global Outcomes) tarafindan yayinlanan kilavuzda
ABH’nin renal nedenleri arasinda yer alan nefrotoksisitenin tim ABH olgularinin %20

ila 30’undan sorumlu oldugu bildirilmistir [34].

Prerenal

- Sepsis

- Iskemi
- Hipovolemi

Akut Bobrek Renal

- - Kanser Kemoterapétikleri
Hasan - Iskemi - Antibiyotikler
. aa.c -Glomeriilonefrit - Antiviral ve Antifungal Ilaglar
EtIYOIOJ L - Intersitisyel nefrit - Allogreft Reddini Onleyen Bagisikhik
Baskilayic ilaclar
(Kalsindrin inhibitérleri)

Sekil 2.1. Akut bobrek hasarinin prerenal, renal ve postrenal etiyolojik faktorleri

siniflandirilmstir.

Organ hasarima neden olan kanser gibi hastaliklarin ve transplantasyon ihtiyacinin

artmasi sebebiyle ila¢g kaynakli nefrotoksisite ABH i¢in olduk¢a Onemlidir [35-40].



Ozellikle farmakoloji alani igin yeni ilaglarmn gelistirilmesinde bobrekteki toksisitesinin
degerlendirilmesi onemli bir parametredir ¢iinkii ila¢ nefrotoksisitesi doz ve maruz
kalma siiresine bagl degisiklik gosterirken, yash hastalarda risk daha yuksektir [6, 41,
42]. Bu nedenlerden dolayi ilaglara bagli ABH’ nin degerlendirilmesi gerekmektedir.

2.2. ilaglara Bagh Akut Bobrek Hasar

[laca bagli ABH, hastaneye yatirilan tiim hastalarm %19-26’sm1 olusturmakta olup
ABH’nin major nedenlerindendir [36, 43, 44]. Klinikte yaygin olarak kullanilan
ilaglarin ¢ogu bobreklerin yapisal ve fonksiyonel birimi olan nefronlardaki hasarmi
ifade eden nefrotoksisiteye yol agmaktadir [13]. Bobrek hasari sisplatin ve doksorubisin
gibi kanser kemoterapétikleri [45, 46], gentamisin ve aminoglikozid gibi antibiyotikler
[47, 48], amfoterisin B gibi antifungal ilaglar [49], tenofovir gibi antiviral ilaglar [50],
siklosporin A ve takrolimus gibi organ transplantasyonu sonrasi organ reddini 6nleyen
immiin baskilayici ilaglara [51, 52] akut veya kronik maruziyet, metabolizma atik
tirtinleriyle birlikte ila¢ ve toksinlerin viicuttan uzaklastirilmasini saglayan bobreklerin
yapisal ve fonksiyonel birimi olan nefronlarin iizerinde olusturdugu hasardir [53]. Doku
ve organ transplantasyonlarinin son yillardaki artisiyla [54] birlikte transplant reddinde
kullanilan ilaglara baglh ABH 0Onem kazanmaktadir. Kalsindrin inhibitorleri organ
transplantasyonu sonrasi allogreft reddini 6nlemek i¢in kullanilan temel ilaglardir [55,
56]. Bu grupta en sik siklosproin A ve takrolimus uygulanir [57, 58]. Takrolimus ve
siklosporin A erken donemde transplant reddini basariyla Onlemekle birlikte ciddi

nefrotoksisite ve ndrotoksisite gibi yan etkilere neden olabilir [56, 59, 60].

2.3. Takrolimus

Takrolimus 1987°de kesfedilen ve 1994 yilinda ilk kez karaciger nakli sonras1 kullanim
icin FDA tarafindan onaylanan bir ilag olup daha sonra bobrek, kalp, akciger, bagirsak
ve kemik iligi nakli sonrasi transplant reddini Onlemek icin tedavi rejiminde
kullanilmaya baslanmistir [40, 55, 61]. Takrolimus allogreft reddini 6nemli derecede
azalttig1 icin organ transplantasyonu sonrasi tedavi protokolinin temel etkili bileseni
olmakla birlikte yaklasik 30 yildir klinikte tercih edilmesine karsin nefrotoksisite ve
norotoksisite etkileri klinik kullanimimi kisitlamaktadir [61, 62]. Siklosporin A ile

karsilagtirildiginda hem akut allogreft reddinin hem de uzun dénem allogreft kaybinin



engellenmesinde daha etkili olmasi nedeniyle klinikte tercih edilmektedir [57, 63].
Bobrek transplantli hastalarin uzun vadeli prognozunu degerlendiren meta analizde
takrolimusun greft sagkalimini artirmada siklosporin A’ ya gore daha basarili oldugu
bildirilmistir [58]. Diger yandan takrolimusun biyoyararlanim oranlar1 bireyler arasinda
%5 ila 90 arasinda genis varyasyon gostermektedir [35]. Bu durum ilacin terapotik
penceresini ve dolayisiyla etkinlik ve giivenilirligini tehdit etmektedir. Takrolimusun
bilinen norotoksik ve nefrotoksik yan etkileri nedeniyle sistemik uygulanabilir givenli
doz penceresi olduk¢a dardir [64-66]. Degisken biyoyararlanimi ve dar terapotik
penceresi takrolimusun klinik uygulamasini 6nemli o6lgiide sinirlamaktadir [67].
Takrolimus alternatifi bagisiklik baskilayict ilaglar piyasaya surilmiis ancak bu ilaglar
transplant reddini 6nlemede benzer basariy1 gosterememistir [40, 56]. Takrolimusun
Klinikte transplant sonrasi tedavi protokollerinde hasta temelli kisisellestirilmis
platformlarda giivenli ve etkili doz penceresinde uygulanmasi gerekmektedir. Bu
kapsamda ilacin bobrekteki hiicresel toksisitesinin 6ngorilmesi, 6nlenmesi veya geri
cevrilebilmesi i¢in molekiiler patogenezin ortaya kondugu preklinik test diizeneklerine
ihtiyag vardir. Boylece klinik uygulamada ABH’nin 6nlenmesi veya akut dénemde geri

cevrilebilmesi mimkun olabilir [9, 10, 68].

Takrolimus nefrotoksisitesinin ~ klinikte uygulanmadan &nce o6ngorilmesi  ve
patogenezinin arastirtlmasi i¢cin  ex vivo biyomuhendislik temelli modellerin
gelistirilmesi gelecekte nakil hastalari i¢in guvenli tedavi rejimlerinin olusturulabilmesi
acisindan 6nemlidir [59]. Bu baglamda takrolimusun bdbrek PTEH kilturlerinde in
vitro kosullarda uygulandig1 pek ¢ok deneysel arastirma yiiriitiilmiistiir. Takrolimusun
24 veya 48 saat sureyle 15-60 pg/ml degisken doz araliginda uyguladigi akut hasar
olusturulan ¢alismalardan elde edilen sonuglar ilacin PTEH’i apoptoza gétiirerek hiicre

canliligini azalttigini bildirmistir [61, 69-73].

In vivo sigan ve fare hayvan modellerinde 2-4 hafta stireyle, 1-3 mg/kg doz araliginda
sistemik takrolimus uygulamasi yapilmis ve histopatolojik degerlendirme ile ilacin
tibdler atrofi, tlbdler interstisyel fibrozis, tiibiiler bazal membranda kalinlasma ve

glomertiler hasara neden oldugu saptanmustir [71, 72, 74, 75].



Takrolimus nefrotoksisitesi ile ilgili son bes yilda yapilmis in vitro ve in vivo ¢aligsmalar

Tablo 2.1’ de 6zetlenmistir.

Tablo 2.1. Takrolimusun bobrekteki akut toksik etkilerini degerlendiren ¢alismalar

sunulmustur.
Deney Hiicre Hatt1 / flacin Doz Aralig Deney Kaynak
Diizenegi Deney Modeli Siresi
In vitro 2B HK-2 15-60 pg/ml 24-48 saat [69, 70, 72, 73,
76-81]
RPTEC 20-40 pg/ml 24-48 saat [75]
LLC-PK1 40-50 pg/ml 24 saat [82, 83]
In vitro 3B uPKH 25- 50 pg/ml 24 saat [84]
In vivo Sigan bébregi 1.5-2 mg/kg 2 ve 4 hafta | [69, 76, 77, 85]
Fare bobregi 1-3 mg/kg 2ve 4 hafta | [52, 70,72, 75]

Literatirde takrolimusun nefrotoksik etkilerini degerlendiren in vitro galismalarda,
ilacin bobregin fonksiyonel birimi nefronlarin ABH’ye en duyarli kismi1 olan PTEH

uzerinde oncelikli etki gosterdigi bildirilmistir [86].

2.4. Bobregin Yapisi; Nefron ve Proksimal Tubuller

Bobrek omurganin iki yaninda retroperitoneal olarak yerlesmis, damarlardan gelen kani
stizerek idrar1 olusturan, metabolizma atik tirlinleriyle birlikte ilag ve toksinlerin
viicuttan uzaklastirilmasini ve viicut stvisinin belirli bir dengede tutulmasini1 saglayan
damardan zengin parankimatdz bir ¢ift organdir [87, 88]. Her bobrek yaklasik 11 cm
uzunluk, 4-5 cm genislik ve 3 cm kalinlikta olup ortalama agirliklart 150 gramdir [89].
Her iki bobregin iist kenarlarinda hormon iireten bobrekiistii bezi mevcuttur. Bobrekler
diizensiz siki bag dokusu yapisindaki bir kapsiil ile ¢evrilidir. Parankim kisminda renal

korpuskl ile tibullerin yer aldigi renal korteks ve tiibiillerin diizenlenisleri nedeniyle



piramit seklindeki yapilarin olusturdugu renal medulla bolgeleri vardir [89, 90]. Her
medullar piramit ve ¢evresindeki iligkili kortikal doku bir lobu olusturmaktadir [90].
Insan bébreklerinin her biri 8 ila 18 lob icermektedir [88]. Loblar ise lobiillere ayrilirlar
ve her bir lobiil bir toplama borusu ve onun baglantili oldugu nefronlardan
olugsmaktadir. Bobregin fonksiyonel birimi olan nefronlar her bir bobrekte yaklagik 1-
1.5 milyon civarinda bulunur islevleri dogrultusunda 6zellesmis hiicrelerin meydana
getirdigi kisimlar1 vardir [87]. Nefronlar; glomerl, glomerili cevreleyen Bowman
kapsiilinden olusan renal korpiiskiil ve proksimal tubul, Henle kulpu, distal tubul ve

toplama borularin1 igeren bir kanal sisteminden olusur [91-93] (Sekil 2.2).

; Mikrovilluslar
Tastyici Proteinler
-OAT -MRP
-OCT -P-gp

/ Toplama Kanali
Proksimal Tiibiil Distal Tiibil /

AN AN

Siki Baglanti Birimleri

\./
/ / X
Glomeriil ©  / Henle KU]\P“
Renal Korpiiskiil / ~
Bowman Kapsiilii
N

Sekil 2.2. Bobregin islevsel birimi: Nefron. Nefronlar, glomeril ve Bowman
kapsitiliiniin olusturdugu renal korpiiskiil ile baslayip, proksimal tiibiil,
Henle kulpu, distal tiibiil ve toplama kanallar1 ile kesintisiz devam eden

kanal sisteminden olugsmaktadir.

Nefronun baslangi¢ segmenti olan borek cisimcigini olusturan yapilardan glomeriil, iKi
atardamar arasinda yer alan ve endotel hiicreleri ile doseli 6zellesmis bir kilcal damar
ag1 olup kanin siiziilmesi ile ultrafiltratin olusumunu saglar [92, 94]. Olusan ultrafiltrat
glomerilu gevreleyen Bowman kapsiiliine ve oradan da tiibiiler kismin baslangict olan
proksimal tubtle gecer [88, 95]. Proksimal tibilde ultrafiltratin biyik bolimui geri

emilir ve sekresyon gergeklesir. Henle kulpunda su ve iyonlarin geri emilimi gergeklesir



[96]. Distal tibulde ise iyonlarin geri emilimi tamamlanir ve olusturulan atik toplama

kanallarina iletilir [88].

Nefronun kisimlar1 farkli islevlere ve dolayisiyla birbirlerinden farkli yapisal
Ozellesmelere sahip oldugu igin ilaglar ve toksik maddelere maruziyetten etkilenme
durumu degisiklik gosterebilmektedir. Dolayisiyla nefronlarin toksik maddelere ilk dnce
maruz kalan ve en duyarli kismi proksimal tiibiildiir. Nefrotoksik hasarin énemli bir
hedefi olmasi nedeniyle literatiirdeki nefrotoksisite g¢alismalarinda proksimal tiibiil

hiicrelerine odaklanilmstir [12, 97].

Proksimal Tubul

Proksimal tiibiil geri emilim ve sivi transportunu saglamak i¢in uzun ve siki
mikrovilluslardan olusan 6zellesmis bir firgams1 kenara sahiptir ve tek katli kiibik epitel
hiicrelerinden olusmaktadir [92, 98]. Ultrafiltrat iceriginin biiyiikk kismi burada geri
emildigi i¢in PTEH’in arasinda ¢ok sayida siki baglanti birimi bulunur [88, 98, 99].
Ayrica geri emilimin yani sira salgilama goérevini de yerine getiren kisimdir [98].
Proksimal ttbul hiicreleri hem geri emilim hem de salgilama sagladigi i¢in renal
korpuskilde filtre edilmemis olan yabanci maddeler ve ilaglar PTEH tarafindan filtrata
salgilanir [91, 98]. Proksimal tubil epitel hiicrelerindeki organik anyon ve katyon
tasiyicilary, bobreklerin organik anyonlar ve katyonlar, safra tuzlari, kreatinin,
antibiyotik ve diger ilaglar1 tek basina glomeriiler filtrasyona gore daha yiiksek bir
oranda atmasina izin verir [91, 99]. Bu suregteki mekanizmalar farmakolojik olarak
ilaglarin diizenli Klirensi ve toksik etki gdstermemesinin saglanmasinda Onemlidir.
Bobreklerden aktif ilagc sekresyonunda ve reabsorpsiyonunda PTEH’in bazolateral
zarlarinda OAT-1 ve OAT-3 [14], apikal zarlarinda MRP-2, MRP-4 [100], P-gp, OCT-2
[101] gibi yerlesik tastyict proteinler gorev yapar [102].

Proksimal tlbdl epitel hiicreleri in vitro kosullarda tek katli olarak kiiltiir plag: tizerinde
cogaltildiklarinda  yukarida anlatilan  fizyolojik kosullara benzer bir yap:
olusturamadigindan kutuplagsmay1 gosteremez [14]. Bu nedenle vicut icinde in vivo
kosullarda stirdiirdiikleri aktif transport ve reabsorpsiyon islevleri acgisindan

degerlendirilemez [103, 104]. Bobrekteki akut hiicresel hasarin Ozellikle PT’leri



etkiledigi bildirilmektedir [86]. Hiicresel hasarin organin yapisal ve fonksiyonel
yetmezligi ile giden klinik hasara donlismeden Once saglikli nefronlarin devamliliginin
saglanabilmesi i¢cin PTEH de ilaca bagli bobrek hasarinin saptanabilmesi ve molekiiler

patogenezin dngorilebilmesi gerekmektedir [14].

Proksimal tiibiiliin yapist ve fonksiyonlari in vivo kosullarda tasarlanan hayvan
modellerinde insana gore PTEH’in ifade ettigi tasiyici proteinlerin ifadesinde tiire 6zgii
varyasyonlar gostermektedir [16]. Bu nedenle in vivo hayvan modelleri yapisal ve
fonksiyonel o6zellikleri agisindan insanla birebir eslestirilemediginden preklinik deney
diizeneklerinin insan hiicre ve dokulari ile olusturulmasi gerekmektedir [16]. Bu

dogrultuda ex vivo 3B-PT kultir modelleri gelistirilmistir [104, 105].

Takrolimusun klinikte organ transplantasyonu sonrasi kullanilmasi ve allogreft reddini
Onleyen bir ila¢g olmasi nedeniyle hiicre diizeyinde toksik etkilerinin Ongoriilerek
hastalarin nefrotoksik ABH’den korunmasi i¢in biyomiihendislik yaklagimlariyla 3B ex
vivo PT test diizeneklerine ihtiya¢ duyulmaktadir [105, 106].

2.5. Ug Boyutlu Bébrek Kiiltir Sistemleri

Uc boyutlu bobrek kiiltir sistemleri; mikroakiskan sistemleri ve 3B baski
platformlarindan olusmaktadir. Mikroakigkan sistemleri, mikrolitre ve daha kiiglik
hacimlerdeki mikro Olgekteki kanallar icerisinde kontrolli bir akisin ger¢eklesmesini
saglayan sistemlerdir ve nefronun kisimlarindan PT yapisinin modellendigi bir dizi
ticari 3B mikroakiskan sistemleri gelistirilmistir [107-110]. Bu sistemler tzerinde farkli
ila¢ etken maddeleri ile toksisite degerlendirmesi yapilmistir [104, 106, 110, 111].
Ticari mikroakigkan platformlarin yani sira PT modellemek i¢in 3B bask1 teknolojisinin
kullanim1 olduk¢a yeni bir yaklasimdir ve bu yodntem hiicreleri destekleyici
biyomalzemelerin hiicreleri sarmasi, tiibiil yapisinin olusturulmasi ve perfiize edilerek
akis yoluyla kayma geriliminin modellenebilmesi gibi 6zellikleriyle fizyolojik kosullari
taklit etmek i¢in uygun bir platform saglamaktadir [112]. Ug boyutlu baski yéntemleri
ile bobrek hiicreleri kullanilarak olusturulmus platformlar; ilaca bagli nefrotoksisite,

hiperglisemi, renal doku analoglarmin gelistirilmesi ve fizyolojik kosullar1 taklit
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edebilen in vitro modeller olusturulmasi hedefleriyle farkli ¢alismalarda kullanilmigtir
[25, 27, 113-115]. Tum bu galismalarda hiicre canliligi, PT’ye ait yapisal ve fonksiyonel
belirtegler, hiicresel yapilarin ultrastriktirel diizeyde incelenmesi gibi 2B hiicre kultlr(
caligmalarinda gosterilebilen yontemlerin yani sira; bariyer biitlinliigli ve alblimin geri
alimi Sl¢iimii gibi 3B kiltir sistemlerinde degerlendirilmesi miimkiin olan kantitatif

fonksiyonel analizler kullanilmustir [22, 27].

Son donemde gelistirilen mikroakigskan ve 3B baski sistemlerini iceren ex vivo kultlr
platformlart insan PT’lerinin yap1 ve fonksiyonlarin1 ¢esitli  diizeylerde
gosterebilmektedir. Mikroakigkan platformlar1 ve 3B baski yontemleri ile PT modelleri

olusturan calismalar Tablo 2.2’ de 6zetlenmistir.

Tablo 2.2. Mikroakigkan platformlar1 ve 3B baski teknikleri ile olusturulan PT

modellerinde sorun temelli deney tasarimlar1 6zetlenmistir.

Tasarim Sorun Hiicre Kiiltir | Degerlendirme Olgiitii Kaynak
Suresi
Nefrotoksisite | HK-2, 4-10 PTEH canliligi, Bariyer yapisi | [21, 22,
LLCPKY, | gun (AQP1, OCT2) Bariyer islevi | 107,
RPTEC, (gecirgenlik indeksinin | 108,
CIPTEC- hesaplanmasi, albiminin geri | 110,
3B OAT1 alimi) 116,
Mikroakiskanda 117]

PT Platformu Hiperglisemi HK-2 49un | PTEH canliligl, Fibrotik | [107]

belirteglerin degerlendirilmesi(a-
SMA  ekspresyonu, alkalin

fosfataz aktivitesi)

Nefrotoksisite | RPTEC 30gin | PTEH canlihigi, Bariyer yapist | [113,
(asetillenmis a tiibiilin, laminin, | 114]
AQP1), Bariyer islevi
(gecirgenlik indeksinin
hesaplanmasi, albuminin  geri
alimi)

3B Baski PT

Hiperglisemi RPTEC 18 glin | PTEH canliligi, Bariyer yapisi | [25]

Platformu . . . .
(asetillenmis o tiibiilin, laminin,

11



AQP1), Bariyer islevi

(gecirgenlik indeksinin
hesaplanmasi, albuminin geri
alimi)
Tubal RPTEC 28 giin | PTEH canliligi, Bariyer Yapist | [26]
Dejenerasyonu (AQP1,0CT2), Bariyer islevi
(bariyer butunliigii, albiminin
geri alimu)
flag pmTEC, | 7-28 PTEH canliligi, Bariyer yapisi | [118-
Toksisitesi RPTEC, | 4iin (zO-1) 120]
HEK-293

Sonug olarak, takrolimus kaynakli nefrotoksisite ¢alismalari ve 3B ex vivo modeller
incelendiginde perfizyonun saglanabildigi 3B-PT modellerinde takrolimusa bagl
nefrotoksisite degerlendirilmemistir. Transplant reddini 6nleyici tedavi protokollerinde
uygulanan takrolimus kaynakli ABH’nin 6ngoriilmesi ilacin klinikte giivenli olarak
uygulanabilmesi icin gereklidir. insan PT’lerinde baslayan hiicresel hasar ex vivo

ortamda mikroakigkan diizenekler ve 3B baski sistemlerinde test edilmelidir.

Bu tez c¢alismasi kapsaminda takrolimusun gercek zamanli antiproliferatif dozunun
belirlenebilecegi ve takrolimus kaynakli nefrotoksisitenin insan PTEH kullanilarak
perflizyonun saglanabildigi 3B ex vivo model {izerinde yapisal ve fonksiyonel olarak

degerlendirilecegi varsayilmistir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Deney Tasarimi

Bu tez calismasi; hicre kaltlrl, 3B modelin tasarimi, optimizasyonu ve 3B-PT
modelinin olusturulmasi, floresan isaretleme ile goriintiileme, yapisal ve fonksiyonel
degerlendirme is paketlerini icermekte olup in vitro kosullarda; kontrol grubu iceren
gozlemsel bir arastirma olarak tasarlanmistir. Calismadaki bagimli ve bagimsiz
degiskenler Tablo 3.1°de gosterilmistir. Tez ¢alismasinin hedeflerine gore planlanan is

akis semasi Sekil 3.1°de gosterilmistir.

Tablo 3.1. Is paketlerine ait bagimli ve bagimsiz degiskenler gosterilmistir.

3B Baski Yontemi ile Uretilen N E 2B Kultur Platformu 3B Mikroakigkan Platformu
»n =
Platform E S
w0 &
& e
R 2 Kontrol | Takrolimus Kontrol Takrolimus
5
= . . . . .
= Kalip Tasarim1 ve Uretimi Immiin Isaretleme Immiin Isaretleme
%
2 5 (ZO-1, a-tibiilin) (ZO-1, a-tibiilin)
N =
- 5]
£ =
) ESM Optimizasyonu 0 Hiicre Canliligi (WST-1) Hiicre Canliligi (WST-1)
2 a
E T
Kanal Tasarimi ve 3B Baskisi ’§° Albiiminin Geri Alim1
[=a]
ESM Biyomekanik Ozellik Bariyer Biitiinligi
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T

HK-2 Hiicre Kiiltiirii

RTCA ile Takrolimusun
ED50’sinin Belirlenmesi

3B Baski ile Uretilen Platform
Kalip Tasarimi, Uretimi
ESM Optimizasyonu
Kanal Tasarimi
ESM Biyomekanik Analiz

3B-PT Modeli

3B Mikroakiskan Platformu

Yapisal Fonksiyonel i

immiin Isaretleme | Hiicre Canhligi-WST-1
I\ ) Z0-1, a-Tiibiilin (48. saat, n=9)
(24-48 saat)
ay (n=3)
2B Statik Kiiltiir
(Kontrol-Takrolimus)

Immiin Isaretleme | Hiicre Canliligi-WST-1
Z0-1, a-Tiibiilin (48. saat, n=9)

(24-48 saat) :
(n=3)

J

Albtiminin Geri Alimi

(48. saat, n=4)

Mikroakiskan Platformu i- Bariyer Biitiinltigii
(Kontrol-Takrolimus) N (48. saat, n=6)

Sekil 3.1. Tez calismasinin hedeflerine gére planlanan is akis semast.
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3.1. Gercek Zamanh Olarak Takrolimusun PTEH’deki Submaksimal
Antiproliferatif Etkili Dozunun Belirlenmesi

3.1.1. insan Kaynakh PTEH’in Elde Edilmesi ve Cogaltilmasi

Insan kaynakli PTEH olarak, HPV ile 6liimsiizlestirilmis HK-2 hiicre hatt1 (ATCC,
CRL-2190), literatiirde ilaca bagli nefrotoksisite ¢aligmalarinda yaygin olarak kullanilan
bir hiicre hatti olmasi nedeniyle tercih edilmistir [69, 70]. Hucreler DMEM-F12
(DMEM-12A, Capricorn, Almanya), %10 FBS (FBS-HI-11A, Capricorn, Almanya),
%1 L-glutamin (GLN-B, Capricorn, Almanya), %1 Pen-Strep (03-031-1B, Biological
Industries, Israil) iceren besiyeri ile T25 (833.910.002, Sarstedt, Almanya) ve T75
(833.911.002, Sarstedt, Almanya) hiicre kiiltiir flasklarinda %5 CO2 ve 37°C sicaklik
kosullarindaki inkiibatérde (EC160, Niive, Tiirkiye) kiiltiire edilmistir. Haftada ii¢ kez
besiyeri degistirilip yaklasik %80 yogunluga ulasildiginda pasajlanarak tim is
paketlerinde 9-15 arasindaki pasajlar kullanilmustir.

3.1.2. impedans Temelli Ger¢ek Zamanh Proliferasyon Analizi ile Takrolimusun

Submaksimal Doz Penceresinin Belirlenmesi

Takrolimusun (FK-506 Monohydrate, F4679, Sigma, ABD), HK-2 hicrelerindeki
etkisinin gergek zamanli ve doz bagimli olarak impedans temelli teknik ile
Olciilebilmesi amaciyla tabani altin mikroelektrotlarla kapli 96 kuyucuklu kiiltiir
plakasma (E- Plate, ACEA) her kuyucuga 1x10* hiicre gelecek sekilde besiyeri iginde
eklenmistir. Deney, 37°C sicaklik ve %5 CO2 kosullarinda nemlendirilmis inkiibator
icindeki RTCA SP cihaz1 (xCELLigence, Agilent, ABD) ile hiicrelerin yogunluguna
iliskin veriler her 15 dakikada bir hiicre indeksinin 6lc¢lilmesiyle gercek zamanli olarak
kaydedilmistir. Takrolimus, DMSO i¢inde ¢6ziilmiis ve besiyeri igerisinde seyreltilerek
dozlar ayarlanmistir. Deney; takrolimus verilmeyen kontrol grubu, genis doz araliginda
1x10%, 1, 1x10%, 1x10?%, 1x10® pg/ml konsantrasyonlarda takrolimus ve %10
DMSO’nun verildigi ¢oziicii grubundan olusmaktadir ve her grup 3 tekrarli olacak
sekilde deney planlanmistir. Hiicre indeksinin 1’e ulastig1 goriildiikten sonra 1x107%, 1,
1x10%, 1x10?, 1x10% pg/ml konsantrasyonlarda takrolimus uygulanmistir [121]. flag
uygulamasindan sonra 72 saate kadar hiicre indeksi her 15 dakikada bir kaydedilmis ve
RTCA yazilimi (RTCA Software 2.0) ile degerlendirilerek ED50’si belirlenip

hiicrelerin proliferasyon hizi istatistiksel olarak analiz edilmistir.
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3.2. Ug Boyutlu PT Kiiltiir Platformlarimin Olusturulmasi ve Optimizasyonu
3.2.1. U¢ Boyutlu Baski ile PT Modelinin Tasarim, Uretimi, Optimizasyonu
3.2.1.1. U¢ Boyutlu Baski ile Kalibin Tasarimi ve Uretimi

Biyomuhendislik temelli 3B-PT modeli en dista koruyucu gergeve ile destekli bir
silikon kalip ve i¢indeki kapal1 perfiizyon alani, perfiizyon alaninin igine yerlestirilmis
bir kanal olarak tasarlanmistir. Sistemin bilesenlerinin timii bilgisayar destekli 3B
tasarim programi (3D Builder, Microsoft Corporation, ABD) ile ¢izilmistir. Silikon
kalibin 8x2.9x%2.2 cm boyutlarindaki koruyucu gercevesi perfiizyon alanini ¢evreleyecek
kapal1 bir diizenek olarak planlanmis ve 3B yazic1 (Ultimaker, Ultimaker 2+, Hollanda)
ile polilaktik asit filament (PLA Filament, Color Fabb, Hollanda) kullanilarak
tiretilmistir. Boylece lizeri 76x26x1 mm boyutlarindaki cam lam ile kapatilabilen kapali
bir diizenek elde edilmistir (Sekil 3.2.A). Kalip 3B yazic1 (3D Bioplotter, Envisiontec,
Almanya) ile silikon (Sista, Akvaryum Silikonu, Almanya) kullanilarak tretilmistir
(Sekil 3.2. B). Dokiim yontemi ile kanal tiretimi sematize edilmistir (Sekil 3.2.C).
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* 8 cm " 29cm

Koruyucu Cerceve
\ Silikon Kalip Ue Yollu Musluk

S Sou B

Plastik Boru
Enjektor Girisi Perfiizyon Alan1  Enjektor Cikisi

Mavi Isik

Jelatin Metakrilat /
&

Sekil 3.2. Ug boyutlu yazici ile tretilen platformun iiretim akis semasi. A: 3B yazici ile
iiretimin yapilmasi, B: Uretilen platformun bilesenleri, C: Dokiim yontemi

ile kanal iiretimi sematize edilmistir.
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3.2.1.2. Ekstraseltler Matriksin Optimizasyonu

HK-2 hucrelerini cevreleyecek malzemenin belirlenmesi icin hidrojel yapisinin
optimizasyon caligmalar1 yapilmistir. Jelatin fibrinojen karigimi ig¢in %1 jelatin ve %7.5
jelatin igeren iki formiilasyon kullanilmistir. Bu dogrultuda %1 jelatin igeren malzeme
icin; jelatin (22151, Serva, Almanya), fibrinojen (F8630, Sigma, ABD), transglutaminaz
(TG, RM70, Tegen, Turkiye), kalsiyum klorir (CaCl,, C3881, Sigma, ABD) ve trombin
(SE3640203, Serva, Almanya) kullanilmis olup, agirlikca %1 jelatin, 25 mg/ml
fibrinojen, 2.5 mM CaClz ve agirlikga %0.2 TG karistirilarak hidrojel elde edilmistir
[27]. Ikinci olarak %7.5 jelatin iceren malzeme icin; agirlik¢a %7.5 jelatin, 10 mg/ml
fibrinojen, 2.5 mM CaClz ve agirlikga %0.2 TG karistirilarak hidrojel elde edilmistir
[25]. Jelatin hazirlamak i¢in 0.075 g jelatin 5 ml DPBS icinde 60°C sicakliktaki etiiv
icerisinde manyetik karistirici iizerinde 12 saat siireyle karistirilarak ¢6ziilmiis ve sonra
kabin igerisine alinip 0.22 pm filtreden gecirilerek steril hale getirilmistir. Fibrinojen ve
trombin kabin ig¢inde steril hazirlanmis, TG ve CaCly hazirlandiktan sonra 0.22 pum

filtreden gecirilmistir.

Ekstraseluler matriks olarak degisen konsantrasyonlarda jelatin metakrilat ve jelatin
metakrilat (zerine Matrigel (Corning, ABD), fibronektin (03-090-1-01, Biological
Industries, Israil) yiizey kaplamalari ile optimizasyon calismalar1 gerceklestirilmistir
(Tablo 3.2). Bu kapsamda jelatin metakrilat sentezi icin jelatin %10 w/v
konsantrasyonda 0.25 M karbon tamponu ile ¢oziilmiistiir. Karbon tamponu (0.25 M)
hazirlamak igin %0.795 w/v konsantrasyonunda sodyum karbonat (Na.CO3, 490768,
Sigma, ABD) ve %1.495 w/v konsantrasyonunda sodyum bikarbonat (NaHCO3, S5761,
Sigma, ABD) saf suyun igerisinde ¢oOziindiikkten sonra NaOH ile ¢ozelti pH 9’a
ayarlanmistir. Sentez tepkimesi pH 9 iken ger¢ekleseceginden karbon tamponu
icerisinde ¢oziinen jelatin ¢ozeltisinin pH’1 NaOH ve HCI ile pH 9’ a ayarlanmistir.
Ardindan jelatin ¢ozeltisinin igine her 1 g jelatin icin 0.1 ml konsantrasyonunda
metakrilik anhidrit (276625, Sigma, ABD) eklenmistir. Ug¢ saat sonra reaksiyonu
durdurmak icin NaOH ve HCl ile pH 7.4’¢ ayarlanir ve tepkimeye girmeyen metakrilik
anhidritler ¢ozeltiden uzaklastirmak i¢in diyaliz tiipiine (SnakeSkin diyaliz tiipii, 10.000
MWCO, 68100, ThermoFisher, ABD) alinip ii¢ giin siireyle her giin ortamin suyu
degistirilir. Diyaliz tamamlandiktan sonra diyaliz tiiplerindeki sivi petrilere dokiiliip

once -20°C ve ardindan -80°C sogutuculara kaldirilarak donmasi saglanmistir. Daha
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sonra 5 giin siireyle ¢oziiciiniin kontrollii buharlagmasini saglamak icin liyofilizator
(ScanVac Cool Safe, Danimarka) ile kurutulmustur. Elde edilen jelatin metakrilat -20°C
sicaklikta muhafaza edilmistir. Sentezi tamamlanan jelatin metakrilat ile c¢ozelti
hazirlamak i¢in, konsantrasyona uygun miktarda jelatin metakrilat tartilip 30 dakika
boyunca UV ile sterilize edildikten sonra, %0,01875 v/v konsantrasyonunda
Triethanolamine (90279, Sigma, ABD) ve 0.0125 v/v konsantrasyonunda 1-Vinyl-2-
Pyrolidinane (V3409, Sigma, ABD) igeren saf su i¢inde karistirilip filtre edildikten
sonra manyetik karistirict Gzerinde 50°C sicaklik ve 400 rpm hizda karistirilarak
¢Oziilmistiir. Ardindan 8:2 oraninda 0.5 mM Eosin Y (E4009, Sigma, ABD) eklenmis

ve karigmalart saglanmigtir.

HK-2 hicrelerinin  malzeme iizerinde tutunma ve ¢ogalma dzelliklerini
degerlendirmek amaciyla 2B statik kosullarda 24 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakasina %5,
%7.5, %10, %]16.5 jelatin metakrilat konsantrasyonlar1 fibronektin ve Matrigel,
kaplama gruplar1 iizerinde PTEH’in ekimi gergeklestirilip tutunma ve c¢ogalma
durumlart inverte mikroskop ile takip edilmistir (Tablo 3.2). Deney gruplarina uygun
olarak %S5, %7.5, %10, %16.5 jelatin metakrilat konsantrasyonlart ayr1 ayr1 hazirlanip
ilgili kuyulara 600 pl malzeme eklenmistir. Bes dakika siireyle mavi 151k altinda
bekletilip capraz baglanmalar1 sagladiktan sonra Matrigel ile kaplama igin ilgili
kuyucuklara Matrigel eklenip 1 saat siire ile kabin iginde inkiibasyona birakilmistir.
Fibronektin ile kaplama igin 6nce DPBS ile yikama yapilip ardindan 5 pg/cm?
konsantrasyonda olacak sekilde fibronektin ilgili kuyucuklara eklenmis ve 30 dakika
stireyle 37°C’de inkiibasyona birakildiktan sonra tekrar DPBS ile yikama yapilmistir.
Hiicre ekimi icin her kuyucuk igine 1x10° HK-2 hiicresi igeren siispansiyon jelin
lizerine damlatilip bir saat siireyle 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan

sonra kuyulara besiyeri eklenip her giin takip edilmistir.
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Tablo 3.2. Statik sartlarda PTEH’in optimum kosullarda yasayabilecegi malzemenin

belirlenebilmesi i¢in olusturulan deney gruplari gosterilmistir.

Kontrol Matrigel ile Kaplama Fibronektin ile Kaplama
%5 Jelatin Metakrilat %5 Jelatin Metakrilat %5 Jelatin Metakrilat
Matrigel ile Kaplama Fibronektin ile Kaplama
%7,5 Jelatin Metakrilat %7,5 Jelatin Metakrilat %7,5 Jelatin Metakrilat
Matrigel ile Kaplama Fibronektin ile Kaplama
%10 Jelatin Metakrilat %10 Jelatin Metakrilat % 10 Jelatin Metakrilat
Matrigel ile Kaplama Fibronektin ile Kaplama
%16,5 Jelatin Metakrilat %16,5 Jelatin Metakrilat %16,5 Jelatin Metakrilat
Matrigel ile Kaplama Fibronektin ile Kaplama

3.2.1.3. Perflizyon Kanalimin Optimizasyonu

Uc boyutlu baski yapilacak kanalin modeli silikon kalip igerisinde konumlandirilmis
olup giris ve ¢ikis noktalarinda farkli tasarimlar yapilmistir. Bu tasarimlar arasinda 0.2
mm c¢apinda diiz kanal modeli, 0.2 mm ¢apinda kanal ve 1.5 mm c¢ap ile 3 mm
uzunlugunda silindir baglanti noktas1 ve sol tarafta 0.5 mm sapma uzunlugu birakilan
kanal modeli, 0.2 mm capinda kanal ve 1.5 mm ¢apinda 3 mm uzunlugunda silindir
baglanti noktas1 ve her iki tarafta 0.5 mm sapma uzunlugu birakilan kanal modeli
olusturulmustur. Ayrica proksimal kivrimli tiibiilii modelleyecek bir kanal da

tasarlanmustir.

Ug boyutlu kanal modeli, fizyolojik kosullari saglayacak sekilde alt ESM katmani
tizerine 3B yazici1 (3D Bioplotter, Envisiontec, Almanya) ile c¢ikarilabilir miirekkep
(Pluronic F127, P2443, Sigma, ABD) kullanilarak basilmis ve st ESM katmani
eklenerek  kapatilmistir. Capraz baglanma sonrast  ¢ikarilabilir ~ murekkebin
uzaklastirilmasi i¢in model 4°C'ye sogutulmus ve ¢ikarilabilir miirekkep soguk distile
su akigt ile ¢ikarilmistir. Ardindan sistem perfiizyon pompasina (Cole Parmer,

Masterflex L/S®, ABD) baglanmustir.

Uc boyutlu baski ¢alismalari ile es zamanli olarak dokim yontemi ile kanal olusturmak
icin kalibin igerisinden igne uglari karsilikli olarak birbiri igerisine gececek sekilde
yerlestirilmistir. Ardindan ESM kaliba dokulip capraz baglanmanin gergeklesmesi
saglanmistir. Capraz baglanma tamamlandiktan sonra igne ug¢larinin geri ¢ekilmesi ile

jel 1igerisine gomilii bir kanal olusturulmustur. Daha sonra olusturulan kanalin
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icerisinden besiyeri akis1 baslatmak {izere perflizyon pompasina baglanip 3 rpm hizda

(4.32 ml/dk) akis baslatilmis ve bes giine kadar akis devam ettirilmistir.

3.3.1.4. Secilen Ekstraseltler Matriksin Biyomekanik Analizi

Ekstraseluler matriks icindeki TG [122] ve fibrinojen konsantrasyonlarmin optimal
mekanik stabilite saglayan oranlarmin belirlenmesi igin evrensel test makinesi
(Shimadzu AGS-X, Japonya) ile basma testi uygulanmistir [123, 124]. Bunun igin %1
jelatin ve %7.5 jelatin iceren ESM karisimlar (Tablo 3.3) 24 kuyucuklu kiltir kabina
dokilip jellesmesi icin 37°C’de 1 saat bekletildikten sonra 7.5 mm’lik diskler Gzerinde
50N’luk yik sensorl kullanilarak Imm/dk’lik bir hizla ESM basma testine maruz
birakilmistir. BUttn 6rneklere uygulanan yuk ve gerinim, zamanin bir fonksiyonu olarak

kaydedilerek her grup icin basma gerilimi hesaplanmustir.

Tablo 3.3. Biyomekanik 0Ozellikleri karsilastirilacak olan ESM bilesenlerinin oranlari

goOsterilmistir.
Jelatin (%owt) Fibrinojen (mg/ml) TG (%wt)
%0.2
%1
%7.5 10 mg/ml
%5
%10
%0.2
%1
%1 25 mg/ml
%5
%10

Elde edilen verilerden yararlanarak mihendislik gerilmesi-miihendislik gerinmesi egrisi

(o—¢) elde edilmistir. Miihendislik gerilmesi;

F uygulanan yiki ifade etmektedir, Ao doku iskelesinin kesit alanin ifade etmektedir.
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Miuhendislik gerinmesi;

_li-lo

lo

li doku iskelelerin ilk uzunluklari, lo uzama sonucundaki uzunlugunu ifade etmektedir.

3.2.2. U¢ Boyutlu PT Mikroeakiskan Kiiltiir Platformunda Kanahn Olusturulmasi

Ucg boyutlu PT modeli igin aralikli salmim cihazi ile perfiize edilebilen, formatinda 384
kuyucuk yer alan ve birbirine bagl her 4 kuyucugun bir ¢ipi olusturdugu dolayisiyla
plaka basina 96 ¢ipi olan, jel kanali ve perfiizyon kanali olmak tizere iki ayr1 kanali ve
kanallar1 arasinda faz ayrimi bulunan ticari mikroakiskan platformu (9605-400-B,
Mimetas, Hollanda) kullanilmigtir (Sekil 3.3). Bir ¢ipi olusturan 4 kuyucuktan birinci
kuyucuk jel girisi, ikinci kuyucuk besiyeri girisi, ligiincii kuyucuk gézlem penceresi ve
dordiincti  kuyucuk besiyeri ¢ikisini saglamaktadir. Mikroakiskan platformunda
baslangicta her ¢ipin gozlem penceresine 50 pl PBS eklenmistir ve sonra jel kanalina
1.8 ul ESM (Matrigel, Corning, ABD) yuklenmis ve 30 dakika slreyle 37°C sicaklikta

bekletilerek polimerizasyonu saglanmistir.
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Mikroakigkan platformunun makroskopik ve sematik gorintiileri.

A,B Mikroakigkan platformunun tistten ve alttan goruntiisi, C: Her ¢ipi

olusturan dort kuyucugun sematik ¢izimi, D: Bos ¢ipin mikrokanallari, E:

75° ag1 ile platformun durmasini saglayan aparat, F: Perfiizyonun

saglandigr aralikli salinim cihazi gosterilmektedir. X perfiizyon kanalinin

yatay, Y dikey eksenini gostermektedir.
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3. 3. U¢ Boyutlu PT Modelinde Takrolimus Kaynakli Akut Hasarin Olusturulmasi

ve Degerlendirilmesi

3.3.1. Perfiizyon Kanalina HK-2 Hucrelerinin Ekimi ile 3B-PT Modellerinin

Olusturulmasi

Uc boyutlu bask: ile PT modeli olusturulmas: i¢in kiiltiir kosullarinda uygun sekilde
cogaltilan HK-2 hiicreleri sayilarak yaklasik 1x10° hiicre, olusturulan kanal igerisine
verilip 12 saat sire ile inkibatoérin icinde statik kosulda inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon siiresinin sonunda inverte faz kontrast mikroskobu ile gériintiileme yapilip
perflizyon pompasina baglandiktan sonra kanaldan besiyeri akigi baslatilmistir. Deney

her grupta iki tekrarli olacak sekilde n=6 ornek ile gergeklestirilmistir.

Mikroakiskan platformunda 3B-PT modeli olusturulmas: igin jel polimerizasyonu
gerceklestikten sonra her ¢ipin perfiizyon kanalina 1x10* HK-2 hiicresi iceren 1.8 pl
besiyeri yiiklenmis ve ayni kuyucuga 50 ul besiyeri eklendikten sonra 75° agi ile
durmasini saglayan ozel aparata (Sekil 3.3.E) yerlestirilip 4 saat streyle inklibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon sonunda besiyeri ¢ikist kuyucuklarma 50 ul besiyeri eklenmis
ve mikroakiskan platformu 7° ag1 ve 8 dakika aralikli salinim cihazina (Sekil 3.3.F,
Organoflow, Mimetas, Hollanda) yerlestirilmistir. Bu kosul ile 2 dyne/cm? kayma
gerilimi olusturularak perfiizyon kanalinda akis saglanmustir. Iki giin ara ile giris ve
c¢ikis kuyularindan besiyeri degistirilmis ve kanal i¢indeki hiicre yogunluklar1 inverte
mikroskopta kontrol edilmistir. Deney her grupta bir tekrarli olacak sekilde n=6 6rnek
ile gergeklestirilmistir.

3.3.2. HK-2 Hiicre Kiiltiir Platformlarinda Takrolimus Nefrotoksisite Modelinin

Olusturulmasi

Iki boyutlu ve 3B diizeneklerde karsilastirmali olarak HK-2 hiicrelerindeki takrolimus

toksisitesi degerlendirilmistir.

Statik kosullarda 2B duzenekte nefrotoksisite degerlendirmesi igin, 96 kuyulu plakalara
her kuyuda 1x10* HK-2 hiicresinin ekimi yapilip %70 yogunluga ulastiklarimda ED50
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44.69 pg/ml takrolimus 48 saat siireyle uygulanmistir. Kontrol ve takrolimus verilen

deney gruplar 48 saat siireyle izlenmistir ve her grupta n=6 6rnek bulunmaktadir.

Uc boyutlu baski ile PT modelinde kanal icine 1x10° HK-2 hiicresinin ekimi yapilmis
ve kilture edildikten sonra 44.69 pg/ml takrolimus 48 saat siireyle uygulanmistir.

Deney her grupta bir tekrarli olacak sekilde n=6 6rnek ile gegeklestirilmistir.

Mikroakiskan platformunda 1x10* HK-2 hiicresi perfiizyon kanalina ekilmis ve
hicreler kanali kaplayip sizdirmaz bir bariyer olusturana kadar kulttre edildikten sonra
ED50 44.69 pg/ml takrolimus 48 saat silireyle uygulanmistir. Uygulandiktan sonra
hiicreler 48 saat siireyle izlenmistir. Deney her grupta bir tekrarli olacak sekilde n=3

ornek ile gegeklestirilmistir.

3.3.3. Takrolimus Nefrotoksisitesinin 2B ve 3B Platformlarda Yapisal ve

Fonksiyonel Olarak Degerlendirilmesi
3.3.3.1. Yapisal Degerlendirme

Lateral Siki Baglanti Birimleri (ZO-1) ve Hiicre Iskeleti Bilesenlerinin (Asetillenmis

a tibulin) fmmiin Isaretleme ile Degerlendirilmesi

Takrolimusun HK-2 hiicrelerine verdigi hasarin yapisal etkilerinin incelenmesi i¢in 2B
ve 3B mikroakigskan platformunda lateral siki baglanti birimi ZO-1 ve hiicre iskeleti
bileseni asetillenmis o tiibiilin direkt immiin floresan isaretleme yoOntemi ile
isaretlenmistir. Bu amagla Alexa Fluor 594 (ZO-1, 339194, Invitrogen, ABD) ve FITC
ile konjuge (acetylated a-tubulin, sc-23950, SantaCruz Biotechnology, ABD) antikorlar
ile hiicre cekirdegini gorintiilemek icin DAPI c¢ekirdek boyasi (D9542, Sigma,
Almanya) kullanilmistir. immiin isaretleme icin tiim 6rneklerden besiyeri uzaklastirilip
PBS ile yikama yapilmistir. Ardindan %4 paraformaldehit eklenmis ve oda sicakliginda
10 dakika bekletilerek 6rnekler fikse edilmistir. Permeabilizasyon i¢in 15 dakika siireyle
%0,3 Triton X-100 igeren PBS orneklere eklenmistir. Permeabilizasyon islemi sonrasi
PBS ile yikama yapilmistir. Blokaj icin PBS ile %2 BSA, %0,2 Triton X-100 igeren
blokaj soliisyonu kullanilarak 60 dakika siireyle oda sicakliginda inkiibe edilmistir.
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Ardindan 1/1000 oraninda ZO-1 ve 1/200 oraninda asetillenmis o tiibiilin primer
konjuge antikorlariyla oda sicakliginda karanlikta 60 dakika inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonun ardindan PBS ile yikama islemi yapilmis ve 100 ng/ml konsantrasyonda
DAPI ile oda sicakliginda karanlik kosullarda 5 dakika inkiibe edilmistir. Ardindan 2
kez PBS ile yikama yapilmis ve konfokal mikroskopta goriintiilenmistir. Deney;
kontrol, takrolimus ED50 ve negatif kontrol gruplarinin 24 ve 48. saatteki
degerlendirmesini icermekte olup her grupta n=3 6rnek yer almaktadir. Mikrograflar
lizerinde hiicre sayisi, alan, intensite ve arka plan 6l¢iimleri yapilarak diizeltilmis toplam

floresan yogunlugu hesaplanmis ve analiz edilmistir [125].

DTFY = [Entegre Yogunluk — (Alan x Ortalama Arka Plan Yogunlugu)] / Alandaki Toplam Hiicre Sayis1

3.3.3.2. Fonksiyonel Degerlendirme
HK-2 Hiicre Canliiginin WST-1 Teknigi ile Degerlendirilmesi

Hiicre canliligimin degerlendirilmesi i¢in canli hiicrelerde mitokondriyon kokenli
dehidrogenaz enziminin varliin1 kolorimetrik olarak Olgmeyi saglayan WST-1
(11644807001, Roche, Isvicre) teknigi kullanilmistir. Iki boyutlu modelde, 96 kuyulu
plakalara her kuyucuk igine 1x10* HK-2 hiicresinin ekimi yapilmis ve %70 yogunluga
ulastiginda 48 saat streyle 44.69 pg/ml takrolimus uygulandiktan sonra kuyucuklara
11:1 oraninda WST-1 eklenmis ve 2 saat inkiibasyona birakilmistir. Mikroakiskan
platformunda olusturulan 3B-PT modelinde ise HK-2 hiicreleri kanali kapladiktan sonra
44.69 pg/ml takrolimus verilip 48 saat sonra besiyeri giris ve ¢ikis kuyucuklarina 5 er pl
WST-1 eklenmis ve mikroakiskan platformu aralikli salinim cihazinin Uzerinde iki saat
siireyle inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresinin ardindan WST-1 ajaninin
etkisiyle renk degisimine bagli optik absorbans, kolorimetrik mikroplaka okuyucuda
(VersaMax Microplate Reader, Molecular Device, ABD) 450 nm dalga boyunda
Ol¢iilmiistiir. Deney, kontrol ve takrolimus gruplarini igermekte olup her grupta n=9

ornek yer almaktadir.

Albuminin Geri Aliminin Kolorimetrik Olarak Degerlendirilmesi

Albiimin geri alimmin degerlendirilmesi 3B platform gerektirdiginden mikroakigkan

platfromunda degerlendirme yapilmistir. Ug boyutlu PT yapisinda takrolimus
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nefrotoksisitesinin albiimin geri alimi iizerindeki etkileri HRP konjuge insan serum
albimini (HRP-HSA, ab8032, abcam, Ingiltere) kullanilarak degerlendirilmis olup
nefrotoksisite modeli olusturulduktan sonra besiyeri igerisinde 40 pg/ml HRP-HSA
perfiizyon kanalina verilmistir. Ardindan deney ve kontrol gruplarina ait besiyeri
perfiizatt 1 saat sonunda toplanip kromojen olarak 3,3-Diaminobenzidine
tetrahydrochloride (DAB, D3939, Sigma, ABD) eklenip 5 dakika inkiibe edildikten
sonra perfiizat icindeki isaretli alblimin miktar1 465 nm dalga boyu ile kolorimetrik
mikroplaka okuyucu kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Deney, kontrol ve takrolimus gruplarini

icermekte olup her grupta n=4 6rnek yer almaktadir.

Dekstran Molekiillerinin Gegirgenlik Indeksleri ile Epitel Bariyer Biitiinliigiiniin

Degerlendirilmesi

Epitelin bariyer islevinin farkli boyutlardaki dekstran molekiiliine karsi gegirgenlik
indekslerinin  degerlendirilmesi 3B  platform  gerektirdiginden mikroakiskan
platformunda degerlendirme yapilmistir. Kontrol ve takrolimus verilen deney
gruplarinda TRITC konjuge 155 kDa dekstran ve FITC konjuge 20 kDa dekstran
(T1287 ve FD20S Sigma, ABD) molekilleri kanala verildikten sonra 0, 2, 4, 6, 8 ve 10.
dakikalarda inverte floresan mikroskop araciligi ile uygun dalga boyunda
(Eksitasyon/emisyon; TRITC, 550/573 nm; FITC, 495/517 nm) go6runtileme
yapilmistir. Isaretli molekiiliin hidrojele sizma miktar1 floresan intensitesi ile
degerlendirilmis olup elde edilen sayisal verilerden permeabilite katsayist formuld
(Sekil 3.4) ile epitel bariyerinin permeabilite katsayist hesaplanmigtir (27). Deney,

kontrol ve takrolimus gruplarini igermekte olup her grupta n=6 6rnek yer almaktadir.

P app (CHI/S) = (ACrecehferX K*ecehfer) / (Af X Abarw’erx Cdonor)

Papp: Gecirgenlik indeksi (cm/s)

ACreceiver: Mikrokanallar arasindaki normalize edilmis intensite farks
Vreceiver: Ekstraseliiler matriks mikrokanalimn hacmi

At: Zaman

Abarrier: Mikrokanallarm temas ettifi yiizeyin alam

Cdonor: Dekstran konsantrasyonu

Sekil 3.4. Permeabilite katsayist formuld.
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3.4. Verilerin Istatistiksel Analizi

Elde edilen veriler normal dagilim agisindan Shapiro-Wilk testi ile degerlendirildi.
Normal dagilim gosteren veriler ikili karsilastirma igin t testi, coklu gruplar icin tek
yonlii varyans analizi ile normal dagilim gostermeyen veriler ise ikili karsilagtirma igin
Mann Whitney U testi, ¢oklu gruplarin analizi i¢in Kruskall Wallis testi ile analiz
edilmistir. Tiim is paketlerinde %95 giiven araliginda calisilmistir. Tanimsal istatistikler
parametrik (ortalama + standart hata) ya da parametrik olmayan (ortanca) dagilimlara
gore grafiklerde gosterilmistir. Analiz icin IBM SPSS Statistics 25.0 ve grafikler igin
GraphPad Prism 8 programi kullanilmustir.
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4. SONUCLAR

4.1. Gercek Zamanh Olarak Takrolimusun PTEH’deki Submaksimal

Antiproliferatif Etkili Dozunun Belirlenmesi
4.1.1. Insan Kaynakh PTEH’in Elde Edilmesi ve Cogaltilmasi

Hedeflenen pasajlarda basariyla g¢ogaltilan HK-2 hicreleri inverte faz kontrast
mikroskobunda genellikle birbiriyle tutunan kaldirim tasi goriinimli kiibik ya da
poligonal epitel hiicre topluluklari olarak izlenmistir (Sekil 4.1.A). Kiiltiir plagina
tutunan hicrelerin 6 ila 12. ginde hizla ¢ogalarak alani kapladiklar1 (Sekil 4.1.B).

goriilmiistiir. Hiicreler sonraki is paketlerinde basariyla kullanilmistir.

T= =t . - PO
/7 ) ‘?;A, o ) S ~ @( \‘,

Sekil 4.1. HK-2 hiicrelerine ait mikrograflar. x100 orijinal biyutme

4.1.2. impedans Temelli Gercek Zamanh Proliferasyon Analizi ile Takrolimusun

Submaksimal Doz Penceresinin Belirlenmesi

Takrolimusun HK-2 hiicrelerine uygulandig: tiim dozlarda (1x107, 1, 1x10?, 1x102,

1x10% pg/ml) kontrol grubuna gére cogalmayi azaltict etki gosterdigi saptanmistir (Sekil
4.2.A).

Takrolimus, 12. saatte 1x10° pg/ml dozda uygulandiginda kontrol grubuna ve daha

diisiik dozlara gore doz bagimli maksimum etkiyi gosterdi (sirasiyla p<0.0001,
p<0.0001, p<0.0001, p=0.0002, p=0.0002, Sekil 4.2.B).
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Takrolimus, 24. saatte 1-1x10° pg/ml doz araliginda kontrol grubuna gore (p=0.0019,
p=0.0066, p<0.0001, p<0.0001, p<0.0001) ve 1x10° pug/ml dozu daha diisiik dozlara
gore (p<0.0001, p<0.0004, p=0.0001, p=0.0336, Sckil 4.2.B) hiicre canliligim
azaltmistir. Ayrica 1x10? pg/ml takrolimus dozu 1x107 pg/ml dozuna gére hiicre
canliligini azaltmistir (p<0.0057, Sekil 4.2.B).

Takrolimus, 36. saatte uygulanan tim dozlarda (1x107 -1x10% pug/ml) kontrol grubuna
gore (sirastyla p=0.0002, p<0.0001, p<0.0001, p<0.0001, p<0.0001) ve 1x10° pg/ml
dozu daha diisiik dozlara gore (sirasiyla p<0.0001, p<0.0001, p<0.0001, p<0.0285, Sekil
4.2.B) hiicre canliligini anlamli olarak azaltmistir. Ayrica 1x102 pg/ml takrolimus dozu
1x101-1x10 pug/ml dozlarma gére hiicre canliligim azaltmistir (sirastyla p=0.00086,
p=0.0058, p=0.0033, Sekil 4.2.B).

Takrolimus, 48. saatte uygulanan tiim dozlarda (1x10* -1x102 pug/ml) kontrol grubuna
gore (sirastyla p=0.0043, p=0.0006, p<0.0001, p<0.0001, p<0.0001) ve 1x10° pg/ml
dozu 1x10?-1x10* pug/ml dozlarma gore (sirastyla p<0001, p<0.0001, p=0.0005, Sekil
4.2.B) hiicre canhiligini azaltmistir. Ayrica 1x10% ug/ml takrolimus dozu 1x101-1x10!
ng/ml dozlarina gore hiicre canliligini azaltmistir (sirasiyla p=0.0008, p=0.0059,
p=0.0488, Sckil 4.2.B).

Takrolimus, 60. saatte uygulanan tiim dozlarda (1x10* -1x102 pug/ml) kontrol grubuna
gore (swrastyla p=0.0125, p=0.0019, p=0.0002, p<0.0001, p<0.0001) ve 1x10° ug/ml
dozu 1x101-1x10* ug/ml dozlarina gore (sirastyla p=0.0006, p=0.0039, p=0.0361, Sekil
4.2.B) hiicre canhiligini azaltmistir. Ayrica 1x102 pg/ml takrolimus dozu 1x10 pg/ml
dozuna gore hiicre canliligini azaltmigtir (p=0.0116, Sekil 4.2.B).

Takrolimus, 72. saatte uygulanan tiim dozlarda (1x10* -1x102 pug/ml) kontrol grubuna
gore (sirastyla p=0.0256, p=0.0020, p=0.0003, p<0.0001, p<0.0001) ve 1x10% pg/ml
dozu 1x10? -1 pug/ml dozlarina gore (sirastyla p=0.0013, p=0.0170, Sekil 4.2.B) hiicre
canliligini azaltmistir. Ayrica 1x102 pg/ml takrolimus dozu 1x10? ug/ml dozuna gore
hiicre canliligint azaltmigtir (p=0.0147, Sekil 4.2.B).
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Kontrol grubunda zaman i¢indeki degisim incelendiginde 36. saatte 24. saate gore ve
48. saatte 12 ve 24. saatlere gore hiicre indeksi anlamli olarak artmistir (p=0.0490,
p=0.0134, p=0.0048). Takrolimus dozlarinin zaman igindeki etkisinin degisimi
incelendiginde 1x107?, 1 ve 1x10° pg/ml dozlarmin uygulamasi 12-72 saat arasinda
biiyiime indeksini degistirmemistir. Takrolimusun 1x10!' pg/ml doz uygulamasinin
zaman igindeki etkisine bakildiginda 12-72. saat arasinda (p=0.0204, Sekil 4.2.B),
1x10% pg/ml dozunun ise 12-36, 12-48, 12-60 ve 12-72 saat zaman araliklarinda anlaml
fark bulunmustur (sirasiyla p=0.0484, p=0.0308, p=0.0186, p=0.0113, Sekil 4.2.B).
Takrolimusun 48. saatte HK-2 hcrelerindeki gergek zamanli ED50’si 44.69 pg/ml
olarak saptanmistir (R?=0.98483, Sekil 4.2.C).
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Sekil 4.2. Takrolimusun HK-2 hiicrelerindeki antiproliferatif etkisi gercek zamanl ve

impedans temelli olarak saptanmistir. A: Zaman i¢inde degisen doz cevap
egrisi, B: Zamana kars1 normalize hiicre indeksini her doz i¢in gosteren bar
grafigi (a; kontrole gére anlamli, b; 1x107" pg/ml doza gore anlamli, c; 1
ng/ml doza gore anlamli, d; 1x10' pg/ml doza gére anlamli, e; 1x10% pg/ml
doza gore anlaml , f; 1x10° pug/ml doza gore anlamli, *; 12. saate gore
anlamli, **; 24. saate gore anlamli p<0.05, n=3), C: Logaritmik

konsantrasyon egrisi.
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4.2. Ug Boyutlu PT Kiiltiir Platformlarimin Olusturulmasi ve Optimizasyonu
4.2.1 U¢ Boyutlu Baski ile PT Modelinin Tasarimi, Uretimi, Optimizasyonu
4.2.1.1. U¢ Boyutlu Baski ile Kalibin Tasarimi ve Uretimi

Ug boyutlu yazici ile 8x2.9x2.2 ¢cm boyutlarinda, iizeri 76x26x1 mm boyutlarindaki
cam lam ile kapatilabilen, PLA filamentten olusan koruyucu gergeve ve igine

konumlandirilan silikon kalip tretilmistir (Sekil 4.3).

Sekil 4.3. Uc boyutlu yazici ile Uretilen platform. A: Koruyucu cerceve (gri) ve igine
yerlestirilen silikon kalip (beyaz), B: Uretilen platforma igne uglari, ii¢ yollu

musluk ve peristaltik kablolar eklendikten sonraki hali gosterilmektedir.

4.2.1.2. Ekstraseltler Matriksin Optimizasyonu

Ekstraseliiler matriks olarak kullanilacak uygun malzemenin belirlenmesi i¢in statik
kiiltiirde 24 kuyucuklu plakada %35 jelatin metakrilatin fibronektin ile kaplandigi
orneklerde HK-2 hiicrelerinin 24 saat i¢inde jel yiizeyine tutundugu ve 72. saate kadar
cogaldig1 gozlemlenmistir (Sekil 4.4.F, Sekil 4.5). Fibronektin ile ylzeyi kaplanan
%7.5, %10 ve %16,5 jelatin metakrilat konsantrasyonlariin bulundugu gruplarda HK-2
hicrelerinin 72. saate kadar tutunmadigi gézlemlenmistir (Sekil 4.4. 1, L, O). Bos
kuyucuk icine fibronektin ve matrigel ile kaplama yapilan kontrol gruplarinda HK-2
hicrelerinin 24 saate kadar tutundugu ve 72. saate kadar ¢ogaldigi gozlemlenmistir
(Sekil 4.4. A-C). Yiizey kaplamasi yapilmadan, 24 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakasina
%5 ila %16,5 konsantrasyon araliginda jelatin metakrilatin koyuldugu gruplarda HK-2
hlcrelerinin 72. saate kadar jelin ylzeyine tutunmadigi gozlemlenmistir (Sekil 4.4. D,
G, J, M) Benzer sekilde HK-2 hicrelerinin 72. saate kadar %5 ila %16,5
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konsantrasyonlar: arasinda jelatin metakrilatin matrigel ile kaplandigi gruplarda HK-2

hicrelerinin jelin yiizeyine tutunmadigi izlenmistir (Sekil 4.4. E, H, K, N).

Kaplama Yapilmayan Yiizey Matrigel ile Kaplama Fibronektin ile Kaplama

.v

Kontrol

% 5 Jelatin
Metakrilat

% 7.5 Jelatin

% 10 Jelatin

% 16.5 Jelatin
Metakrilat

Sekil 4.4. Ekstraseliiler matriks tizerine statik kosullarda HK-2 hicrelerinin ekimi.
A,B,C,F’de ylizeye tutunan HK-2 hiicreleri gosterilmektedir. x100 orijinal

blydtme
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Sekil 4.5. HK-2 hiicrelerinin %5 jelatin metakrilatin fibronektin ile kaplandig: statik

kosullarda 48. ve 72. saate ait mikrograflari. X100 orijinal blyUtme

4.2.1.3. Perfiizyon Kanalinin Optimizasyonu

Kanalin ESM iizerindeki 3B baskisinin optimizasyonu igin 0.2 mm ¢apinda diz kanal
modeli (Sekil 4.6.A), tek ve ¢ift yonli sapma uzunlugu birakilan diiz kanal modelleri
(Sekil 4.6. C, E) ve kivrimli kanal modeli (Sekil 4.6.G) tasarimlar1 yapilmis ve ESM
Uzerine 3B baskilari yapildiginda kivrimli kanal modeli ve tek yonde sapma uzunlugu

birakilan diiz kanal modelinde en optimal baskinin elde edildigi belirlenmistir.

A B .

D
Iy 3 A
E F | V.

Sekil 4.6. Perfiizyon kanalinin modeli (A, C, E, G) ve kanalin ESM (Uzerine 3B baskisi
(B, D, F, H).
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4.2.1.4. Secilen Ekstraseltler Matriksin Biyomekanik Analizi

Ekstraselller matriks olarak kullanilan jelatin ve fibrinojen karisimlarinin mekanik
Ozellikleri degerlendirildiginde, jelatin ile enzimatik capraz baglanma saglayan TG
konsantrasyonundaki artisin basma geriliminde artisa neden oldugu tespit edilmistir
(Sekil 4.7). Degisen TG konsantrasyonlarindan bagimsiz olarak %1 jelatin ve 25 mg/ml
fibrinojen igeren ESM’nin %7.5 jelatin ve 10 mg/ml fibrinojen iceren ESM ile mekanik
Ozellikleri karsilastirildiginda fibrinojen konsantrasyonunun artirilmasinin - mekanik
olarak daha stabil bir ESM yapisi olusturdugu gézlemlenmistir. Yiik altinda sekillini
koruyabilme oOzellikleri degerlendirildiginde TG konsantrasyondaki artisinin basma

geriliminde artisa sebep oldugu gozlenmistir (p<0.05, Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Ekstraseltler matriksin biyomekanik analizi. A-D: Evrensel test makinesinde
basma testi uygulamasi, E, G: %7.5 jelatin ve 10 mg/ml fibrinojen iceren jelin
gerinim/gerilim egrisi ve jelin basma gerilimi grafigi, F, H: %1 jelatin ve 25
mg/ml fibrinojen igeren jelin gerinim/gerilim egrisi ve jelin basma gerilimi

grafigi.
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Biyomekanik analizi yapilan ESM karisimlarinda en yiiksek iki TG konsantrasyonunun
jelin berrakligin1 etkilemesi ve %1 TG konsantrasyonu ile daha yuksek iki TG
konsantrasyonunun mekanik dayanimlari arasinda fark bulunmamasi nedeniyle %0.2 ve
%1 TG konsantrasyonlarin statik kosullarda HK-2 hiicrelerinin tutunmasina etkisi
degerlendirilmistir. Statik kosullarda 24 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakasina birakilan %1
jelatin-25 mg/ml fibrinojen ve %7.5 jelatin-10 mg/ml fibrinojen ile %0.2-%1 TG iceren
ESM (izerine HK-2 hiicrelerinin tutunmadig gozlemlenmistir (Sekil 4.8).

% 0.2 TG %1 TG

%1 Jelatin-25 mg/ml Fibrinojen

%?7.5 Jelatin-25 mg/ml Fibrinojen

Sekil 4.8. Degisen konsantrasyonlarda jelatin-fibrinojen karigimlarina statik kosullarda
HK-2 hiicrelerinin ekiminden 24 saat sonraki mikrograflari. X100 orijinal

blyltme

4.2.2. U¢ Boyutlu PT Mikroakiskan Kiiltiir Platformunda Kanalin Olusturulmasi

Ekstraseltler matriksin jel kanalina yiiklemesi yapildiktan sonra mikroskopla gozlem
penceresinden bakildiginda kanal igerisine dogru yiiklendigi, faz ayriminin korundugu

diizgiin bir kanal olusturuldugu gozlemlenmistir (Sekil 4.9.E).
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4.3. Ug Boyutlu PT Modelinde Takrolimus Kaynaklhh Akut Hasarin Olusturulmasi

ve Degerlendirilmesi

4.3.1. Perfiizyon Kanalina HK-2 Hucrelerinin Ekimi ile 3B-PT Modellerinin

Olusturulmasi

Uc boyutlu baski ve dokim ydntemi ile olusturulan kanalin igine ekimi yapilan HK-2
hlcrelerinin perflizyon pompasi (Sekil 4.9.A) ile 3 rpm (4.32 ml/dk) akis baslatildiktan
sonra %5-%16,5 jelatin metakrilat konsantrasyonlari ve jelatin fibrinojen karisimi olan
tim ESM gruplarinda jelin i¢ ylzeyine tutunmadigi ve tglincii glinden sonra ¢ikis
kismindan toplanan ortam perfiizatinda pelletler halinde hiicreler gériilmistiir. Siringa
pompasi (Sekil 4.9.B) ile dakikada 1 pl akis hiz1 saglandiginda 12 saat iginde HK-2
hicrelerinin kanalin ¢ikisina yigilma egilimi gosterip yaklasik 24 saat sonra kanalin
icinden tamamen uzaklastiklar1 goriilmiistiir. Ekstraseluler matriks optimizasyonunda
HK-2 hiicrelerinin tutundugu konsantrasyon olan %35 jelatin metakrilat ile olusturulan
kanalin igerisine fibronektin kaplama islemi sonrasi1 kanaldaki akis devam ettirilememis
ve dolayisiyla ESM  optimizasyonunda statik kosullarda belirlenen o6zellik 3B
platformda saglanamamistir. HK-2 hiicreleri jel ylizeyine tutunmadigi igin (Sekil 4.9.C-

D) 3B baski ile elde edilen platformda ileri deneyler gerceklestirilememistir.

Mikroakiskan platformunda perfiizyon kanalina ekimi yapilan HK-2 hucrelerinin 37°C
sicaklik ve %5 CO; kosullarinda, nemlendirilmis inklbatorin i¢inde 45° ag1 ile dort saat
inkiibasyondan sonra tutunmaya basladigi (Sekil 4.9.E) ve alti giin siireyle aralikli
salinim cihazinin Uzerinde perfiizyon saglandiktan sonra bariyer biitiinliigiinin olustugu

gozlemlenmistir (Sekil 4.9.F).
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Sekil 4.9. Perfuzyon kanalina HK-2 hicrelerinin ekimi ile 3B-PT modellerinin
Olusturulmasi. A: 3B baski ile Uretilen platformlarin perflizyon pompasina
baglandiktan sonra inkiibatoriin igine yerlestirilmesi, B: 3B baski ile
uretilen platformlarin siringa pompast ile inkiibatoriin igine yerlestirilmesi,
C: Kanal icine HK-2 hiicrelerinin ekimi yapildigi sirada kanalin mikrografi
(kanalin bulundugu yer siyah ¢izgilerle gosterilmistir), D: Kanal icindeki
HK-2 hicreleri (siyah oklar), E: Mikroakiskan platformunda HK-2
hiicrelerinin dort saat inkiibe edildikten sonra tutunmaya basladiklar1 (siyah
oklar), F: Mikroakigkan platformunda kiltiiriin 6. glniinde kanalin timun{
kaplayan HK-2 hiicreleri gosterilmistir. X100 orijinal blyutme
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4.3.2. HK-2 Hiicre Kiiltiir Platformlarinda Takrolimus Nefrotoksisite Modelinin

Olusturulmasi

Takrolimus uygulamasi Oncesinde 2B platformda kuyucugun ve 3B mikroakigkan
platformunda kanalin igini karakteristik kaldirim tas1 morfolojisinde kapladigi izlenen
HK-2 hicrelerinin takrolimus uygulamasinin ardindan 24. ve 48. saatlerde bu

gorunimini kaybederek sayica azaldigi izlenmistir (Sekil 4.10, Sekil 4.11).

4.3.3. Takrolimus Nefrotoksisitesinin 2B ve 3B Mikroakiskan Platformunda

Yapisal ve Fonksiyonel Olarak Degerlendirilmesi
4.3.3.1. Yapisal Degerlendirme

Lateral Siki Baglanti Birimleri (Z0-1) ve Hiicre Iskeleti Bilesenlerinin (Asetillenmis

a tiibiilin) Immiin Isaretleme ile Degerlendirilmesi

Statik duzenekte takrolimusun EDS50°de uygulandigi gruplarda 24. saatte HK-2
hiicrelerinin sik1 baglanti birimlerine spesifik ZO-1 DTFY’sinde kontrole gore anlaml
fark bulunmamaktadir. Statik diizenek ve mikroakiskan platformunda takrolimus
verilmeyen kontrol gruplar karsilastirildiginda 24. saatte ZO-1 immiin isaretlenme
siddeti mikroakiskan platformunda anlamli olarak daha yiiksek bulunmustur (p=0.0072,
Sekil 4.10)

Statik dlzenekte takrolimusun ED50’de uygulandig: gruplarda 24. saatte hucre iskeleti
bileseni asetillenmis a tiibiilin i¢in immiin isaretlenme siddetinde kontrole gore anlaml
bir fark bulunmamaktadir. Statik diizenek ve mikroakiskan platformunda takrolimus
verilmeyen kontrol gruplari karsilastirildiginda 24. saatte asetillenmis o tiibiilin
isaretlenmesinde fark yoktur. Statik diizenekte 48. saatte takrolimus uygulanmayan
kontrol gruplarinda hiicreler canliligini yitirdigi i¢in statik kosullarda 48. saatte

istatistiksel degerlendirme yapilmamustir.

Mikroakiskan platformunda takrolimusun ED50’de uygulandigi gruplarda 24. saatte
HK-2 hiicrelerinin siki baglant1 birimlerine spesifik ZO-1 DTFY’si kontrole gore
anlamli olarak artirmis (p=0.045), 48. saatte ise azalmistir (p=0.0047, Sekil 4.11).
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Mikroakiskan platformunda takrolimus ED50’de ZO-1 immiin isaretlenme siddetini 48.
saatte 24. saate gore azaltmistir (p=0.0011, Sekil 4.11). Bu sonuclar takrolimusun 48.
saatte mikroakigkan platformundaki 3B-PT modelinde siki baglanti birimlerine zarar

vererek epitel bariyerini bozdugunu gostermektedir.

Mikroakiskan platformunda takrolimusun ED50°de uygulandigi gruplarda 24. saatte
hiicre iskeleti bileseni asetillenmis a tiibiilinin immiin isaretlenme siddeti anlamli bir
farklilik gostermezken, 48. saatte 6nemli derecede azalmistir (p=0.0022, Sekil 4.11).
Mikroakiskan platformunda takrolimus ED50’de 48. saatte 24. saate gore asetillenmis o
tiibiilin immiin isaretlenme siddetini azaltmistir (p=0.012, Sekil 4.11).
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Sekil 4.10. Statik 2B kiltir platformunda ZO-1 ve asetillenmis o tiibiilin immin

isaretleme sonuglari. A-D: 2B kiiltiir platformunda immiin isaretleme

sonrast mikrograflar (mavi: hiicre c¢ekirdegi, kirmizi: ZO-1, yesil:

asetillenmis o tiibiilin), E: sa¢ilim grafigi (*, p < 0.05, n=3). x400 orijinal

blyltme
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4.11. Mikroakigkan platformunda ZO-1 ve asetillenmis o tiibiilin immiin
isaretleme sonuclari. A-D: Mikroakiskan platformunda immdiin isaretleme
sonrast mikrograflar (mavi: hiicre c¢ekirdegi, kirmizi: ZO-1, yesil:
asetillenmis o tiibiilin), E: sagcilhim grafigi (*, p < 0.05, n=3). x400 orijinal

blyutme
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4.3.3.2. Fonksiyonel Degerlendirme
HK-2 Hiicre Canliliginin WST-1 Teknigi ile Degerlendirilmesi

Statik kosullarda takrolimus ED50’de uygulandiginda kontrol grubuna goére 48. saatte
HK-2 hicrelerinin proliferasyon hizini anlamli olarak diisiirmiistiir (p=0.0138, Sekil
4.12). Mikroakiskan platformunda takrolimus ED50’de uygulandiginda kontrol grubuna
gore HK-2 hicrelerinin proliferasyon hizin1 anlamli olarak diistirmiistiir (p=0.0053,
Sekil 4.12). ki platformdan elde edilen sonuglar birbiri ile kontrol gruplarinda benzerlik
gosterirken takrolimus ED50’de mikroakigkan platformunda statik kosullara gore hiicre

proliferasyon hizinin daha az oldugu gosterilmistir (p=0.0016, Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. WST-1 ile takrolimusun HK-2 hicrelerinin canliligina etkisini gdsteren
sagilim grafigi. Takrolimus kontrol grubuna gére HK-2 hiicre canliligini

2B ve 3B kaltir sistemlerinde anlamli olarak azaltmistir (*, p < 0.05, n=9).
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Albiiminin Geri Aliminin Kolorimetrik Olarak Degerlendirilmesi

Mikroakiskan platformunda perfiizat igine verilen isaretli albiiminin, 1 saat
inkiibasyonun sonunda toplanan perfiizat i¢indeki miktart ED50‘de takrolimus

uygulandiginda kontrol grubuna gore daha yiiksek ¢ikmugtir (p<0.0001, Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Takrolimusun mikroakiskan platformunda HK-2 htcrelerinin albimin geri
alimma etkisi. Takrolimus uygulamasi ile albiimin geri aliminin kontrol

grubuna gore bozuldugu gosterilmektedir (n=4, *; p<0.05).

Dekstran Molekiillerinin Gegirgenlik Indeksleri ile Epitel Bariyer Bltiinliigiiniin

Degerlendirilmesi

Mikroakigkan platformunda ED50’de uygulandiginda takrolimusun 48. saatte 155 kDa
dekstran molekiiliine kars1 gecirgenligi kontrol grubuna gore 2.3 kat arttirdigi gosterilmistir
(p<0.0001, Sekil 4.14). Takrolimusun 20 kDa dekstran molekiiliine karsi gegirgenligi
kontrol grubuna gore 1.4 kat artirdigi gosterilmistir (p=0.0072, Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. Dekstran molekullerinin gegirgenlik indeksleri ile PT epitel bariyer
biitiinliiginiin degerlendirilmesi. A-D: Takrolimus kaynakli PT epitel
hasarinda bariyer biitinliigiiniin degerlendirilmesine iliskin mikrograflar,
E: ortalama * standart hata grafigi (n=6, *; p<0.05). Takrolimus
uygulamasi kontrol grubuna go0re epitelin bariyer biitiinligiini

bozmaktadir.



5. TARTISMA

Bu tez ¢aligmasi kapsaminda; takrolimusun HK-2 hicrelerindeki etkili doz penceresi
12-36 saat araliginda 1x10? pg/ml olarak bulunmustur. Gergek zamanli yari maksimum
antiproliferatif ED50’si 48. saatte 44.69 ug/ml olarak saptanmistir. Biyomuihendislik
yaklasimlartyla 3B baski yontemi ile insan proksimal tiibiiliine ait perfiizyon kanali
tiretilerek akis saglanmistir ancak HK-2 hiicreleri akis saglanan kanala ait ESM’ye 72.
saate kadar tutunmamustir. Bu nedenle 3B baski ile elde edilen PT modelinde ileri
deneyler gergeklestirilememistir. Mikroakiskan platformunda HK-2 hicreleri ile
sizdirmaz epitel bariyerine sahip 3B-PT modeli basariyla olusturulmustur. Submaksimal
dozda takrolimus uygulamasi sonrasi epiteldeki yapisal hasar siki baglanti bileseni ZO-
1 ve hiicre iskeleti bileseni asetillenmis tiibiilin immiin igaretlenmesindeki azalma ile;
fonksiyonel hasar hiicre canliligindaki azalma, albiimin geri aliminin kayb1 ve dekstran
molekiillerine olan gecirgenligin artis1 ile ortaya konmustur. Mikroakiskan
platformunda kultiire edilen HK-2 hiicrelerinin tiibiil hasarina statik diizenekte kiiltiire

edilenlere gore daha duyarli olduklart sonucuna varilmaistir.

1. Arastirma Hedefi: Takrolimusun HK-2 hicrelerindeki etkili doz penceresi 12-36
saat araliginda 1x10? pg/ml olarak bulunmustur. Gergek zamanli yari maksimum

antiproliferatif ED50’si 48. saatte 44.69 pg/ml olarak saptanmustir.

HK-2 hiicrelerine 1x101-1x10* pg/ml dozlarinda takrolimus uygulanmis ve 72 saate
kadar hiicre indeksi takip edildiginde 24. saatten itibaren tiim zaman noktalarinda ve
uygulanan her dozda kontrol grubuna gére hiicre canlihigini azalttigi goriilmiis ve 48.
saatte gergek zamanli ED50’si 44.69 pug/ml olarak bulunmustur. Literatlrde
takrolimusun tek doz uygulamasi ile etkilerini in vitro hiicre canliligi testleriyle
degerlendiren diger ¢aligmalarda HK-2 hucreleri tzerinde 15-60 pg/ml doz araliginda
uygulanmis ve uygulanan doz araliginda sitotoksik etkileri bildirilmistir [69, 70, 72, 73,
75-80, 82, 83]. Bu agidan 48. saatte belirledigimiz ED50 dozu literatiirde hiicre canlilik
testi ile sitotoksik etkinin izlendigi doz araliginda yer almasina karsin bu tez
calismasinda genis bir aralikta ve logaritmik olarak artan dozlarda takrolimus
uygulanmis ve gegek zamanli olarak hiicre indeksleri degerlendirilerek ED50’si

belirlenmistir.
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Literatirde in vitro nefrotoksisiteyi degerlendirmek igin insan PTEH hatti olan
RPTEC/TERT]1 ticari hiicre hatt1 tizerinde takrolimusun etkisini 14 giin streyle gercek
zamanl degerlendiren ¢alisma 100 uM (80 pg/ml) dozda etki gosterdigini bildirmistir
[121]. Bu tez ¢alismasinda ve s6z konusu diger ¢alismada kullanilan hiicrelerin her ikisi
de insan PTEH olmasma karsin Oliimsiizlestirme yollar1 birbirinden farklidir ve
Olimsiizlestirme yollarmin farkliligt PTEH’in ksenobiyotik alim ve salgilanma
mekanizmalarinda degisikliklere yol agmaktadir [126]. Bu yoniiyle sonuglar arasindaki
farkliligin temel sebebi kullanilan hiicre hattindan kaynaklaniyor olabilir. Ote yandan
RPTEC hiicrelerinde tek doz takrolimus uygulamasi sonrasi hiicre canlilig1 testi yapan
diger bir ¢alismada takrolimusun 25 ve 50 pg/ml konsantrasyonlarda sitotoksik etkisi,
hiicrelerin morfolojisinin bozuldugu ve fibrotik belirtegleri indiikledigi bildirmistir [75].
Bu tez calismasinda kullandigimiz ilag arastirmalarinda en sik kullanilan giivenilirligi
yuksek bir yontemdir [127, 128] ve bu agidan takrolimusun HK-2 hiicrelerindeki gercek

zamanli ED50’sini gegerli ve gvenilir bir yontem ile bildirmekteyiz.

Arastirma Hedefi 2: Biyomiihendislik yaklagimlariyla 3B-PT kultlr platformunun
olusturulmasi ve optimizasyonu kapsaminda; 3B baski yontemi ile perfiizyon sisteminin
baglanabildigi bir platform iiretilmis, ESM optimizasyonunda %35 jelatin metakrilatin
fibronektin ile kaplanmasiyla HK-2 hdcrelerinin jel ylzeyine tutundugu belirlenmis,
kanal olusturulmus, perfiizyon saglanmis ancak HK-2 hiicreleri akig saglanan kanala ait
ESM’ye 72. saate kadar tutunmamustir; ticari mikroakiskan platformunda HK-2

hicreleri ile 3B-PT modeli olusturulmustur.

Ug boyutlu baski ile PT modelinin olusturulmasi igin, 3B yazict kullanilarak bir kalip
tasarlanip tiretilmistir. Literatiire uyumlu sekilde jelatin, fibrinojen, TG, kalsiyum Klorur
ve trombinden olusan ESM kullanilmis ve cikarilabilir miirekkep ile kanal baskisi
almmustir [25, 27]. Ust ESM katmani birakildiktan ve ¢apraz baglanma tamamlandiktan
sonra ¢ikarilabilir miirekkep uzaklastirilmis ve perfiizyon saglanmistir. Hlicrelerin ekimi
icin HK-2 hucreleri kanala verildikten sonra kanal i¢indeki durumu her gin kontrol
edilmis olmasina karsin HK-2 hiicreleri kanal igerisinde tutunmamis ve akis ile birlikte
kanaldan uzaklagsmistir. Hiicreler kanal igine tutunmadigi i¢in ESM 24 kuyucuklu hiicre
plakasina dokiilmiis ve statik kosullarda Uzerine HK-2 hucrelerinin ekimi yapilmistir.
Ancak statik kosullarda da HK-2 hicreleri ESM iizerine tutunmamustir. Literatiirde 3B

baski yontemleri ile PT modeli olusturmak i¢in jelatin, fibrinojen, TG, kalsiyum klorGr
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ve trombinden olusan ESM Kkullanilan, aktif perfiizyonun saglandigi caligmalarda
RPTEC hiicre hatt1 kullanilmis olup HK-2 hiicre hatt1 kullanilmamistir [25, 27]. Her iki
hiicre hatt1 da PTEH olmasina karsin farkli 6liimsiizlestirme yollar1 ile tretilmistir. Bu
durum hcrelerin polarizasyonunu ve yiizey tasiyicilarini ifade etme durumlarini
etkilemesi sebebiyle ESM f{izerinde tutunma ve ¢ogalma davraniglari arasinda farklilik
olabilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica jelatin iceren ESM karisimlar: genel itibariyle
hiicrelerin tutundugu biyouyumlulugu yiiksek bir malzeme olmasina karsin ESM’nin
sertligi, esnekligi ve por yapisinin Ozellikleri PTEH’in jel iizerinde tutunmasi ve
canliligini devam ettirebilmesini belirleyen 6nemli parametreler oldugu bildirilmistir
[129, 130]. Ekstraseltler matriksin biyomekanik analizi sonucunda %1 jelatin 25 mg/ml
fibrinojen konsantrasyonu i¢ceren ESM’nin dayanimi daha yiiksek oldugu belirlenmis
ancak statik kosullarda %]l jelatin 25 mg/ml fibrinojen konsantrasyonunda HK-2

hiicreleri tutunmamustir.

Ug boyutlu baski ile iiretilen diizenekte perfiizyonun peristaltik borularin baglandig: bir
peristaltik pompa veya siringa pompasi ile saglanmasi, bir siire sonra akigla birlikte
sistem i¢inde hava kabarciklarinin olusmasi ve bu hava kabarciklarinin kanal igine
girerek kanalda kontrolsiiz bir akis gerg¢eklesmesine neden oldugu goriilmiistiir. Bu
durum kayma gerilimini degistirerek HK-2 hucrelerinin kanalda tutunamamasina yol
agmaktadir. Bununla ilgili ¢aligmalarda dinamik sistemlerde kayma gerilimindeki kiiglik
degisimlerin bile PTEH ’in tutunmasi agisindan oldukc¢a 6nemli bir faktor olusturdugu
ve kayma gerilimindeki artisin PTEH’in canliligin1 olumsuz etkiledigi bildirilmistir
[129]. Hava kabarciklarinin kanal igine kontrolsiiz gegisi standart bir kayma gerilimi
olusturulamamasina neden olmaktadir. Hava kabarciklarinin kontrolsiiz ge¢isini
onlemek i¢in yontem boliimiinde tarif edildigi gibi sisteme 3 yollu musluklarin baglanip
besiyeri ve hiicre ekiminin yapilmasi sirasinda sisteme hava girisi minimuma indirilmis
olmasina karsin bu durumun tamamen Oniine gecilememistir. Bu sorunu 6nlemek igin
peristaltik borular giris ve ¢ikis noktasina yakin bir noktada klempler ile sikistirilabilir

ve hava kabarciklarini toplayan ayr1 bir mekanizma sisteme dahil edilebilir [27].

Yontem boliimiinde tarif edildigi tizere ESM optimizasyonu igin matrigel ve fibronektin

ile yiizey kaplamalarini igeren statik kosullarda hiicre ekimi yapilmis ve %5 jelatin
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metakrilat {izerine fibronektin kaplama yapildiginda HK-2 hicrelerinin tutunup
cogaldigi gozlemlenmistir. Statik kosullarda HK-2 hucrelerinin  tutundugunu
belirledigimiz fibronektin yiizey kaplamasi protokoliine uygun olarak kanalin igi
fibronektin ile kaplanmistir. Ancak fibronektin kaplama yapilmadan 6nce perflizyonun
saglandigi bir kanal olusturulmus olmasina karsin fibronektin ile kaplama sonrasi kanal
yapist bozulmus ve akisin devamliligi saglanamadigi i¢in HK-2 hticrelerinin ekimi
yapilamamustir. Kanal icinin fibronektin ile kaplanabilmesi icin perfiize edilerek ve
fibronektin konsantrasyonu diisiiriilerek kaplama ¢alismalar1 da yapilmis olmasina
karsin kaplama sonrasi kanalda akis elde edilmemistir. Kanal yapisinin fibronektin
kaplama sonrasi bozulmasi, kiigiik bir alan igine verilen fibronektinin kaplama
esnasinda diizensiz bir yapt olusturdugunu ve bu nedenle kanali bozdugunu
diistindiirmektedir. Fibronektin ile jel {izerinde yiizey kaplamasinin HK-2 hiicrelerinin
tutunmas1 i¢in Onemli parametre oldugu belirlendiginden kanal capi genisletilerek

kaplama denenebilir.

Uc boyutlu PT modelinin olusturulmas: icin biyomiihendislik yaklasimlariyla Gretilen
ticari mikroakigkan kultir platformu ile 3B kiltur sisteminde bariyer islevine sahip PT
olusturulmustur. HK-2 hiicrelerinin 3B mikroakiskan platformunda, 37°C sicaklik ve
%5 COz iceren ortamda, 7° ag1 ve 8 dakika aralikli salinim cihazi ile akis saglanirken
altinc1 giinde sizdirmaz bir bariyer yapist olusturdugu belirlenmistir. Literatirde ticari
mikroakigskan plaka ile yapilan 6nceki ¢alismalarda benzer sekilde 7-10 giin arasinda

bariyer yapisi olusturdugu bildirilmistir [21, 22].

Ug boyutlu baski ile iiretilen platformda PT modeli; insandaki yapiya benzer sekilde
kivrimli bir kanal olusturan, tiibiil i¢inden akisin gegirildigi, ticari mikroakiskan
platformlara gore daha az maliyetli ve kolay ulasilabilir bir sistem saglayabilir. Ote
yandan tiibiil i¢inden akis gecirilmesi i¢in peristaltik borular ve pompa sisteminin
varligl, hava kabarciklarinin girisi ile kayma geriliminde standardin olusturulamamasi
uygulamay1 zorlagtiran faktorlerdendir. Ticari mikroakiskan platformu (zerinde
saglanan perfiizyonda ise peristaltik borular ve bir pompa sistemine gerek
duyulmadigindan daha kolay ve optimal bir diizenek saglayarak mikrokanallar i¢inde

standardize bir akis ve kayma gerilimi saglanmaktadir. Akisin tiibiil iginden aktif
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sekilde gecmiyor olmasi bir dezavantaj olusturmasma karsin PTEH’in canliligi ve
morfolojik oOzelliklerini korumasi i¢in kayma geriliminin standardize bir sekilde

saglanmas1 yoniiyle avantaja sahiptir.

Literatlirde ticari mikroakiskan platformunda farkli ajanlarla nefrotoksisite ¢aligmalari
yapilmis [21, 22, 51, 131, 132] olmasina karsin takrolimus kaynakli nefrotoksisite 3B-

PT modelinde ilk kez bu tez ¢alismasinda degerlendirilmistir.

3. Arastirma Hedefi: Ug¢ boyutlu PT modelinde takrolimus kaynakli akut hasar

olusturulmus ve test edilmistir.

Submaksimal dozda takrolimus uygulamasi sonrasi mikroakiskan platformunda
olusturulan 3B-PT modelinde, epiteldeki yapisal hasar siki baglant1 bileseni ZO-1 ve
hiicre iskeleti bileseni asetillenmis tiibiilin immiin isaretlenmesindeki azalma ile;
fonksiyonel hasar hiicre canliligindaki azalma, albiimin geri aliminin kayb1 ve dekstran

molekiillerine olan gecirgenligin artis1 ile ortaya konmustur.

Takrolimus kaynakli hasarm yapisal degerlendirmesinde, 3B mikroakiskan
platformunda takrolimus ED50’sinin lateral siki baglanti birimlerinin ZO-1 ve aktin
filamentlerinin asetillenmis o tiibiilin ile immiin isaretlemesini kontrol grubuna gore
anlamli olarak azalttigi gosterilmistir. Farkli nefrotoksik ajanlarla 3B mikroakigkan
platformunda yapilan hasar modelinde lateral siki baglanti birimleri ZO-1 ile
degerlendirilmis ve ZO-1 DTFY’sini %20-90 oraninda azalttig1 bildirilmistir [117]. Bu
tez caligmasinda mikroakiskan platformunda takrolimus ED50 uygulamasinin 48. saatte
kontrol grubuna gore ZO-1 DTFY’sini %50 azalttigi gosterilmistir ve bu sonug
mikroakigkan platformunda olusturulan 3B-PT modelinin lateral siki baglanti

birimlerini degerlendirmedeki etkinligini géstermektedir.

Hiicre iskeletinin isaretlenmesi ile epitel hiicrelerinin polaritesini gosteren asetillenmis o
tlbdlin isaretlenme yogunlugu 3B-PT modelinde 48. saatte ED50 takrolimus verilen
grupta kontrol grubuna gore %23 azalmistir. Bu sonug takrolimusun HK-2 hiicrelerinde

aktin filamentlerinin yapisin1 bozdugunu gostermektedir.
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Takrolimus nefrotoksisitesinin fonksiyonel degerlendirmesinde HK-2 hicrelerindeki
hiicre canliligina etkisi WST-1 yontemi ile degerlendirilmis olup 2B ve 3B
duzeneklerde 48. saatte ED50 takrolimus kontrol grubuna goére hiicre canliligini
azaltmistir. Iki boyutlu statik kosullarda takrolimusun ¢esitli PTEH’de kontrol grubuna
gore hiicre canliligint anlaml bir sekilde azalttigini bildiren ¢alismalar mevcuttur [69,
71, 73, 78]. Benzer 3B mikroakiskan platformlarinda ilaca bagli nefrotoksisite
calismalarinda farkl ilaglarin PTEH deki antiproliferatif etkileri degerlendirilmistir [23,
107, 110, 133]. Ancak takrolimusun 3B-PT modelindeki antiproliferatif etkilerine
iliskin bir ¢alisma mevcut degildir. Takrolimusun gercek zamanli olarak belirlenen
ED50’sinin 2B ve 3B diizeneklerde HK-2 hiicrelerinin canliligina etkisi karsilastirmali
olarak ilk kez bu tez calismasinda degerlendirilmistir. Takrolimusun hiicre canliligina
etkisinde 2B ve 3B kosullarda elde edilen sonuglar karsilastirildiginda iki duizenekte
kontrol gruplar1 arasinda anlamli bir farklilik bulunamamis olmasina karsin takrolimus
verilen gruplarda ayni1 doz ve siirede 3B platform 2B kosullara gore hiicre canliligini
daha ¢ok azaltmis yani takrolimusa daha duyarl yanit vermistir. Bu bulgumuz ilaglarin
gelistirilmesinde statik in vitro kosullarin ilag toksisitesini degerlendirmek i¢in yetersiz
kaldigin1 destekler niteliktedir. U¢ boyutlu modelin daha duyarli sonu¢ vermesi PT
epitelinin 6zellesmis yapisinin statik 2B kosullarda olusturulamamasi, mikrogevreden
yoksun olmasi, polarite olusturmadigi i¢in ila¢ alim mekanizmalarimin dogru

saglanamamasi ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir.

Takrolimusun 3B-PT modelinde fonksiyonel degerlendirmesi i¢in albiminin geri alimi
kolorimetrik olarak 6l¢iilmiis ve takrolimusun kontrol grubuna goére alblimin geri alim
fonksiyonunu anlamli olarak azalttigi gosterilmistir. Literatirde benzer 3B
mikroakiskan platformlarinda akis hizi degistirilerek olusturulan kayma gerilimindeki
kontrollii artisin PTEH’in albumin geri alim1 fonksiyonu iyilestirdigi bildirilmistir [22].
Literatiirde takrolimus kaynakli hasarin 3B-PT modelinde albliminin geri alim
fonksiyonuna iligskin etkilerini degerlendiren bir ¢aligma bulunmamaktadir. Bu
calismada HRP konjuge insan serum albimini igeren besiyeri 3B-PT modeline
verildikten 1 saat sonra perfiizat iginde kalan albiimin miktarinin belirlenmesi igin
kanaldan toplanan perfiizat HRP kromojeni olan DAB ile karanlikta inkiibe edilmis ve
perfiizatin i¢inde kalan albiimin miktar1 465 nm dalga boyunda kolorimetrik okuma ile

belirlenmistir. Dolayisiyla bu ¢alismada mikroakiskan platformu iizerinde olusturulan
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nefrotoksisite modelleri igin kolorimetrik okuma ile albuminin geri aliminin

degerlendirilebildigi bir yontem tasarlanmis ve optimize edilmistir.

Takrolimusun 3B-PT modelinin bariyer islevine olan etkisini degerlendirmek i¢in diger
ila¢ nefrotoksisitesi ¢aligmalari ile benzer sekilde 20 kDa ve 155 kDa dekstran molekli
kullanilmigtir[21, 51]. Burada kullanilan isaretli dekstran molekiillerinden 20 kDa
dekstran bobregin saglikli fizyolojik kosullarinda glomerul bariyerinden gecen kiiguk
boyutlu molekdlleri, 155 kDa dekstran ise bobrekte hasarin basladigi patolojik
durumlarda glomeriilden sizan biiyiik boyutlu molekilleri temsil etmektedir [134].
Sonucta gecirgenlik indeksleri hesaplandiginda takrolimus ED50’sinin 48. saatte
kontrol grubu ile karsilastirildiginda gecirgenligi 155 kDa dekstran molekiiliine karst 2.3
kat ve 20 kDa dekstran 1.4 kat artirdig1 dolayistyla PT epitel bariyerini anlamli derecede

bozdugu bulgusu elde edilmistir.

Bu tez calismasi1 kapsaminda gergeklestirilen deneylerin bazi sinirlamalari mevcuttur.
Deney kapsaminda elde edilen tiim c¢iktilar ex vivo ortamda tek hiicre hattiyla
olusturulan test diizeneklerinden elde edilmis olup in vivo kosullarda valide
edilmemistir. Diger yandan tasarlanan ex vivo modeller organizmanin mikrogevresi ve
fizyolojik kosullarina uygun olup standart 2B Kkiiltlir kosullarindan daha gercek¢i bir
platform olusturmaktadir. Bu platformlar kisi/hasta temelli olarak viicuda zarar
vermeden terandstik ajanlarin  fonksiyonel degerlendirmesine imkan saglamayi
hedeflemektedir. Boylece deney hayvani kullanilmadan insan viicudunun fizyolojik
mikrogevresi olusturularak insan PTEH ile olusturulan ex vivo platformda deney
tasarlanmis ve takrolimusun yapisal ve fonksiyonel etkileri degerlendirilmistir. ilag

gelistirme ¢alismalarinda bu tiir platformlarin gerekliligi vurgulanmaktadir [18].

Bu calismada elde edilen bulgular standardize ancak tek insan PTEH hatti (HK-2)
kapsaminda gegerlilik tasimaktadir. Test platformlarinin gelistirilerek hastalara ait
primer hiicre Orneklerinde test edilerek kisisellestirilmis tedavi protokollerinin
gelistirilmesi ve nefrotoksisitenin hasta temelli 6ngoriilmesi miimkiin olabilecektir [18].
Calismada kullanilan HK-2, literatiirde siklikla tercih edilen bir hiicre hatti olmasina

karsin son yillarda nefrotoksisite modellemeleri i¢in organik anyon ve katyon tasiyici
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ifade eden diger ticari hiicre hatlar1 da tercih edilebilmektedir [75, 117]. Ug boyutlu PT
modelinde perfiizyonun saglanmasi ile birlikte kayma geriliminin olusmasi PTEH’in
polarizasyonunu etkileyerek hiicre zarma yerlesik tasiyici proteinlerin ifadesini
degistiriyor olabilir. HK-2 hiicreleri laboratuvarimizda basarili olarak kullanilmakta
olup bu calismada takrolimusun genis logaritmik doz aralig1 igin iyi bir test platformu
olusturmustur. HK-2 hiicrelerinin 3B baski ile gelistirilen ve perfuze edilebilen 3B-PT
modelinde ESM’nin i¢ ylizeyine tutunmamasi ise ¢alismanin en énemli sinirlamasidir.

Ug boyutlu baski PT platformunda diger PTEH ile tekrar edilmesi gerekmektedir.

Calismanin ana sinirliligini olusturan 3B bask: sisteminin ileri gotirilememesi birkag
nedeni igerebilir. Ug boyutlu baski calismalarinda peristaltik pompa kullanarak devamli
akis saglanan sistemlerde RPTEC hiicreleri ile basarili PT modeli olusturan ¢aligsmalar
olmasina karsin, literatiirde bu sistemler {izerinde HK-2 hiicreleri ile ¢alisiilmamistir. Bu
tez ¢alismasinda 3B baski ile olusturulan platformda kanal iginde HK-2 hticrelerinin
tutunmamasi kullandigimiz hiicre hatt1 ile ilgili bir diger sinirlamadir. Ancak kullanilan
hiicre hatt1 ¢esitlerinden bagimsiz olarak genel itibariyle PTEH’in kayma gerilimindeki
artigtan biiyiik Olclide etkilendigi bildirilmistir [129]. Dolayisiyla burada kullanilan
hiicre hattindan ¢ok perfiizyonun saglandigi sistemlerde kayma geriliminin roli 6ne
cikmaktadir. Ticari mikroakiskan platformunda peristaltik pompa kullanimi olmaksizin
aralikli salinim cihazi ile saglanan perfiizyonun olusturdugu standardize kayma gerilimi
HK-2 hiicrelerini olumsuz etkilemeden epitelizasyonun saglanmasina olanak tanimistir
ve takrolimusun 3B-PT modelindeki etkilerinin degerlendirilmesi i¢in uygun bir

platform olusturmustur.

Klinikte organ transplantasyonu sonrast uygulanan tedavi rejiminin en 6nemli bileseni
olan takrolimusun dar terap0tik penceresi ve toksik etkileri nedeniyle uzun dénem
maruziyeti azaltmak icin kombine tedaviler veya uzun saliml ilag formiilleri {izerine
klinik aragtirmalar devam etmektedir [62, 135, 136]. Bu nedenle takrolimusun tedavi
rejiminin ex Vvivo kosullarda Ongoriilmesi ve kisisellestirilmis  yaklasimlarla
diizenlenmesi, organ transplantasyonu sonrast allogreft reddinin O6nlenmesindeki

basariy1 artirabilir.
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Uc boyutlu ex vivo model, takrolimusun 3B-PT (zerindeki yapisal ve fonksiyonel
etkilerini gostermistir. Bu dogrultuda 3B ex vivo sistem Kklinikte hastaya oOzel
kisisellestirilmis doz-yanit iliskisinin 6ngdriilmesini ve bu dogrultuda tedavi rejiminin

duzenlenmesini saglayabilecek bir platform olusturabilir.
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6. SONUC

1. Takrolimusun insan PTEH Uzerindeki etkili doz penceresi 12 - 36 saat araliginda
1x10% pg/ml olarak bulunmustur. Ger¢ek zamanli yart maksimum antiproliferatif

ED50’si 48. saatte 44.69 pug/ml olarak saptanmustir.

2. Biyomiihendislik yaklasimlariyla 3B-PT kiiltiir platformunun olusturulmasi ve
optimizasyonu kapsaminda; 3B baski yontemi ile perflizyon sisteminin baglanabildigi
bir platform iiretilmis, ESM optimizasyonunda %5 jelatin metakrilatin fibronektin ile
kaplanmasityla HK-2 hiicrelerinin jel ylizeyine tutundugu belirlenmis, kanal
olusturulmus, perflizyon saglanmis ancak HK-2 hiicreleri akis saglanan kanala ait
ESM’ye 72. Saate kadar tutunmamustir; ticari mikroakiskan platformunda HK-2

hiicreleri ile sizdirmaz epitel bariyerine sahip 3B-PT modeli olusturulmustur.

3. Takrolimusun PT epiteli tizerindeki yapisal etkileri lateral siki baglant1 birimlerinin
ve hiicre polarizasyonunun bozulmasi, fonksiyonel etkileri ise hiicre canliliginin
azalmasi, alblimin geri aliminin bozulmasi ve dekstran molekiillerine kars1 gecirgenligin

artmastyla belirlenmistir.
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