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ABSTRACT

Cell culture models are critical tools in basic and applied biomedical research. While traditional 2B cell culture systems
have been widely used due to their simplicity and ease of application, they fall short in mimicking the natural
microenvironment of cells. To overcome these limitations, 3D cell culture models have been developed to better
replicate cell-cell and cell-matrix interactions, enabling more accurate modeling of biological processes. In particular,
microfluidic-based systems, organoids, and biomaterial-enriched 3D platforms have paved the way for innovative
applications ranging from cancer research to tissue engineering. This review explores the historical development,
advantages, disadvantages, and current applications of 2D and 3D cell culture models, along with their potential in
biomedical research. Additionally, the impact of advanced technologies such as dynamic and magnetic cell culture on
3D models is discussed, offering a perspective on innovative approaches in this field.
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OZET

Hicre kiltir modelleri, temel ve uygulamali biyomedikal arastirmalarda kritik bir ara¢ olarak kullanilmaktadir.
Gelencksel 2-boyutlu (2B) hiicre kaltiir sistemleri, basitlikleri ve kolay uygulanabilirlikleri nedeniyle uzun yillardir tercih
edilmekle birlikte, hiicrelerin dogal mikrogevrelerini yeterince taklit edememesi nedeniyle bazi sinirlamalara sahiptir. Bu
eksikliklerin giderilmesi amactyla gelistirilen 3-boyutlu (3B) hiicre kultir modelleri, hiicre-hticre ve hiicre-matriks
etkilesimlerini daha iyi yansitarak biyolojik stireclerin daha dogru bir sekilde modellenmesine olanak saglamaktadir.
Ozellikle mikroakiskan tabanh sistemler, organoidler ve biyomalzemelerle zenginlestirilmis 3B platformlar, kanser
arastirmalarindan doku mihendisligine kadar genis bir yelpazede yenilik¢i uygulamalara kapt aralamistir. Bu derleme,
2B ve 3B hiicre kiiltiir modellerinin tarihsel gelisimini, avantaj ve dezavantajlarini, giincel uygulamalarini ve biyomedikal
arastirmalardaki gelecekteki potansiyellerini ele almaktadir. Ayrica, dinamik ve manyetik hiicre kiltari gibi ileri
teknolojilerin 3B modeller tzerindeki etkileri tartistlarak, bu alandaki yenilik¢i yaklagimlar i¢in bir perspektif
sunulmaktadir.

Anahtar kelimeler: Doku mithendisligi, organoidler, mikroakiskan sistemleri, manyetik hiicre kiltiiri

Giris
Son yillarda, spesifik hastalik tiplerinde ilag ve as1 etkinliginin belirlenmest ile toksisite analizlerinin yapilmast
hem bireysel hem de toplum sagligt acisindan kritik bir 6neme sahip olmustur. Bu siiregler ayni zamanda
saglik hizmetlerinin maliyetlerini azaltma ve etkinligini artirma hedefleri dogrultusunda buyiik bir gereklilik
haline gelmistir!3. Ornegin, devlet kurumlarina ve endiistriye gére, kanser hastaliginda son altmis yilda katt
timorler icin gelistirilmis yaklagimlarin %90(%5) oraninda basarisizlik ile sonuglandigt raporlanmistir3. Bu

basarisizligin baslica bilimsel nedeni, katt timérlerin kaotik molekiiler yapist ve sayisiz genetik mutasyon
icermesi olarak gosterilmektediro.

Spesifik (kanser, KOVID-19, grip vb. gibi) hastaliklarda farkli genetik mutasyonlarin tespiti, hedefe yonelik
tedavilerin gelistirilmesi ve 6nleyici ast calismalari, bilim dinyasinda 6ncelikli bir arastirma alani haline
gelmistir. Bu dogrultuda, bilimsel ¢alismalar kisisellestirilmis ve rejeneratif tip yaklasimlarina odaklanmustir.
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120 Yeni nesil hiicre kiiltiit modelleri

Kisisellegtirilmis ve rejeneratif tip, genotip ile fenotip arasindaki iliskiyi inceleyen tani testlerinin
gelistirilmesini, ila¢ ve agilarin giivenlik ve etkinligini artirmayi, ayni zamanda tedaviye erisimi kolaylastirmak
ve yaygin kullanim saglamak amaciyla maliyetleri azaltmay1 hedeflemektedir. Bu hedeflere ulasmak, yeni nesil
hticre kiltiir modellerinin gelistirilmesini ve kullanimin 6n plana ¢itkmaktadir.

Hiicre bazli analizler, hiicre biyolojisini ve davranist anlamak i¢in biyomedikal, farmasétik ve biyoteknolojik
arastirmalarda tartismasiz degerli temel bir aractir”. Cogunlukla teshis/tani yontemlerinin gelistirilmesinde,
ilag kesti ve taramasinda, hastalik model calismalarinda, doku mithendisliginde ve rejeneratif tpta
hiicre/doku kiiltiri yontemleri ile hiicre bazli analizler gerceklestirilmektedirs?. Tyi tasarlanmis hiicre kiiltiiri
modelleri, vicut icinde (#z-vivo) karsilasabilecek bircok degisken gbz 6ntinde bulundurarak laboratuvar
kosullarinda kontrollii bir sekilde bu degiskenleri taklit etmeyi amaglar. Boylece viicut disinda (cam tstlinde
in-vitro) hiicrelere gerekli besinlerin ve mikro ortam kosullarinin saglandigt bir calisma platformu
olusturulur!®l1,

Hiicre kiltiirt tabanli caligmalar, arastirmacilara homojen ve iyi karakterize edilmis hiicre popiilasyonlar
kullanma, hiicrelerin fizikokimyasal ve fizyolojik kosullarini kontrol etme, sinir kosullarini inceleme ve
hayvan modellerine olan bagimliligi azaltma gibi 6nemli avantajlar sunmaktadir. Bu sayede, etik kaygilar
azalmakta, maliyetler dismekte ve sonuglarin tekrarlanabilirligi artmaktadir!®12,

Bu derleme, 2B ve 3B hiicre kiiltiir modellerinin gelisimini, avantajlarini ve dezavantajlarini, giincel uygulama
alanlarin1 ve biyomedikal arastirmalardaki gelecek potansiyellerini kapsamli bir sekilde incelemektedir.
Ayrica, dinamik ve manyetik hicre kaltiri gibi ileri teknolojilerin 3B modeller tzerindeki etkileri
degerlendirilerek, bu alandaki yenilik¢i yaklasimlar icin 6nemli bir bakis acist sunulmaktadir.

2-boyutlu (2B) hiicre kiiltiirii

Hiicre bazh analizlerin buyiik bir kismi, disik maliyet, tekrarlanabilirlik ve kullanim kolayligi gibi avantajlar
g6z 6nine alindiginda, glintimiizde hala yaygin olarak tek katmanli (monolayer) ya da iki boyutlu (2B) hiicre
kiiltiir modellerine dayanmaktadir'3. Ornegin ila¢ gelistirme icin standart siireg, ilacin bir 2B hiicre kiiltiir
modelinde test edilmesiyle baslar, ardindan hayvan modellerinde preklinik testlerin gergeklestirilmesi ve son
asamada klinik denemelere gecilmesi ile devam eder'.

Bu hiicre kiltiirti modelinde (Sekil 1), hiicreler plastik veya camdan yapilmus kiltiir kaplarinin diiz yiizeyinde
vicut icindeki (7 viwo) kosullart taklit edecek sekilde tasarlanmis besin maddelerinin, biyiime faktSrlerinin
ve sitokinlerin buldugu bir ortamda biytir!5. 1900’lerin baginda beri kullanilan kékli ge¢mise sahip 2B hiicre
kiltirt yaklasimi!3-16) basitligi, ilag kesfinde yiiksek hacimli tarama i¢in maliyet-etkin ve glivenilir bir platform
olusturmustur. Ancak yeni ilaclarin test edilmesinde, insan viicudundaki dogal mikrogevrenin karmasik
yapisint dogru bir sekilde temsil etme ve yeni molekiillere karst insan biyolojisinin tepkilerini tahmin etme
konusunda her zaman bagarili sonuglar verememektedir!”1°. Bu sebeple preklinik ¢alismalarda 2B hiicre
kiltir modelleri ile elde edilen yeni ilaglarin etkinlik tahminleri, yaklasik %90 oraninda klinik denemelerde
basarisizlikla sonu¢lanmaktadir2’.

Tablo 1’de karakteristik Ozellikleri verilen 2B hiicre kiltir modelinde olusan kisitlamalarin istesinden
gelmek icin, son yillarda hiicre kiltird modelleme siirecinde anlamli ilerlemeler kaydedilmigtir!s.

2B hiicre kiltirindeki sinirlamalar, dogal doku ortamint daha iyi taklit etmeyi amaglayan 3B hiicre kiltiri
sistemlerinin gelistirilmesine yol agmustir. Buna ragmen, 2B kiltiirler, basitlikleri ve tekrarlanabilirlikleri
sayesinde, baslangic asamasindaki ilag testleri, gen ekspresyonu calismalart ve temel hiicresel arastirmalar icin
onemli bir ara¢ olmaya devam etmektedir?!-22,
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Tablo 1. 2B ve 3B hiicre kiltiir modellerinin karakteristik 6zelliklerinin kargilagtirmasi
Karakteristik 6zellikleri | 2B Hiicre Kiiltiirii 3B Hiicre Kultiirii Ref
Kiltir olusturma siiresi Dakikalardan birkag saate Birkag saatten birkag giine 15,24
. . Diiz ve uzamis, sadece tek tabaka halinde Dogal hiicre §ekh" ve hiicre bliylimesi,
Hiicre sekli g R, . s birden ¢ok  hicre katmani, 3B | 264142
iki-boyutlu biytiyebilir ve genisleyebilir .. .
/ / kiimeler/sferoidler
Ortamdan biitin hiicrelere ayni miktarda | Her hiicre, kiltiir ortamindan besin ve
besin, oksijen, sinyal molekilleri i¢in zz- | diger molekiillere degisken erisim saglama,
Hicre-kultir ortamit | zivo sartlarin  aksine sinirsiz  erisim | Cekirdek hiicrelerde daha az oksijen ve | .
etkilesimi saglama, diger molekillere erisim, kanser timor
Kultirdeki  ¢ogu  hiicrenin  hiicre | hicre yapisint n-vivo kosullart gibi taklit
déngiisiiniin ayni asamada olmasi imkant
Hiicre-hiicre etkilesimi Hu'cre' baglantilar1 az ve birbirleri ile H“ucre l')ag.la'ntlla.rl' yaygin ve hiicreden | ,,;
’ ctkilesimden yoksun, hiicreye iletisime izin verir,
Gen ve protein ekspresyon seviyeleri, | Gen ve protein ekspresyon seviyeleri, | ,; ¢
Molekiiler mekanizma biyokimyasal ~ degisiklikler 7z wio | biyokimyasal degisiklikler iz vivo hiicrelerde
modellere kiyasla genellikle ¢ok farklt bulunan seviyelere benzer
Hiicre farkllasmasi Deg1§en mprfolo]l ve bolinme  sekli; Ko'ru'nrnqu 'morfolojl ve bélinme sekli, | ;4
cesitli fenotip ve polarite kaybt cesitli fenotip ve polarite
Kultur olusturma suresi Dakikalardan birkag saate Birkag saatten birkag giine 15,24
. . Dokunun veya tumor Kiidlesinin dogal Doku ve organlar1 3B viicut ici kogulart 5
In vivo taklit etme yapisini taklit etmede, . 25,4247
Lo . . temsile yakin
Vicut ici sartlart temsil etmede yetersiz
Tlaglar iyi metabolize olmaz, hiicreler ilaca | Tlaclart cok daha iyi metabolize etme,
flac duyarlilsgy kaf§1 cok daha az dlrf?n(; g0steri, 4 bucteler.e 11?1c.a karst dahavdmen(:;hdu | 258
’ Hiicrelere uygulana ilaglarin bagarilt bir | Ilag etkilerinin daha dogru bir temsilini
tedavi oldugu izlenimi verir g0sterir
Apoptozis (Programlt -Ilaglar hiiqelerde kolayca apoptozu Ilacg bagh apoptoz i¢in daha yiiksek direng | .,
6lim) indiikleyebilir sahiptir
Hiicreler, iki boyuta genisleyebildikleri Hucre!erA mekaglk .. u}iaran}ara ve
icin yercekimini ve mekanik uyarilar ayni yercekimine maruziyetini viicut i¢i ortama
Uyarilara yanit cnye Y Y yakin daha dogru bir sekilde temsil | 451
K deneyimler . S
. edilmesi saglar.
Sadece tek katmanda yanit Gretitler . L
Cok katmanli hiicre yant1 tretitler
Yuksek" p‘erf(?.rrr'l.ans, tekrarlanabilirik, Deneylerin tekrarlanabilirligi ve elde edilen
- . uzun sireli kiltir, yorumlamast kolay, o
Kaltir kullanimi, analiz ve e S ’ verilerin yorumlanmast zor
e o kiiltiiriin basitligi ’ U Ik
kultir maliyeti L. Daha pahali, daha fazla zaman alan, ticari
K Ticari olarak bulunan ucuz testler ve
. olarak bulunan daha az bulunan testler
kiltir ortamlart

3-boyutlu (3B) hiicre kiiltiirii

3B hiicre/doku kilttir kavrami (Sekil 1), 20. ylzyilin ortalarina kadar uzanmakta olup, hiicrelerin stispansiyon
icinde yetistitilmesi veya jel icinde yetlestitilmesi gibi erken cabalarla baslamustir?!. Ancak, 1990'lara
gelindiginde 3B doku kiltiiri konusunda gelisen malzeme teknolojileri ile 6nemli ilerlemeler kaydedilmistir.
Yapilan calismalarda, hiicrelerin 3B ortamda kiiltiirlendiginde doku mimarisi, gen ekspresyonu ve hticresel
davranislart daha dogru bir sekilde yansittigini gdstermistir?>. Bu durum, biyomedikal arastirmalar ve ilag
kesfi icin daha fizyolojik olarak gecerli modellere dogru bir gegisi isaret etmistir.

2000 yillarin bagindan itibaren, Matrigel ve fibronektin gibi hiicre digt matris (ECM) bilesenlerinin ticari
kullaniminin yayginlagsmasi, 3B kiltlr teknolojilerinin gelisimini hizlandiran 6nemli bir adim olmustur.
Ayrica, mikro-fabrikasyon ve biyo-baskilama gibi ileri teknolojilerin gelistirilmesi, daha karmasik ve yeniden
tretilebilir 3B kiltir modellerinin olusturulmasint miimkiin kidmistir. Bu teknolojik yenilikler, ila¢ gelistirme,
kanser aragtirmalari ve hastalik modellemesi gibi kritik biyomedikal alanlarda 3B kiltiir modellerinin
kullanimint artirmis ve bu sistemlerin modern arastirmalardaki 6nemini daha da pekistirmistir. Ozellikle ilag
testleri ve kanser ¢aligmalari gibi uygulamalardaki etkileri, 3B kilttr teknolojilerinin biyomedikal bilimler i¢in
vazgecilmez bir ara¢ haline gelmesine olanak saglamistir.
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122 Yeni nesil hiicre kiiltiit modelleri

Ginimizde 3B htcre kiltir modelleri farkli mikro-mimari teknikleri ile gelistitilmektedir (Sekil 2). Bu
teknikler (i) iskele ve/veya jel destekli (biyolojik ve/veya sentetik hidrojeller, cesitli biyo-polimerik yapi
iskeleleri) 3B kiltutler (ii) iskeleden bagimsiz (asili-damla kiltiirleri, ultra-disiik-baglanma gosteren kiltiir
plakalari, hiicre tabakalart olusturma) 3B kilttrler (iii) 6zellesmis 3B hiicre kiltiir platformlart (dénen
rotasyonlu kiltitler biyoreaktStler, mikro-desenli hiicre kiiltiir plakalari, biyo-baskilama, mikroakiskan
cihazlar, manyetik hiicre kiltiitleri) olarak hiicre kiltlirti ve uygulamalari icin glintimiizde kullanilmaktadir?4.

2-Boyutlu tek tabaka hucre kultur modeli 3-Boyutlu hicre kultir modeli
(2D Monolayer Cell Culture Model) (3D Cell Culture Model)

Hiicre ve kiltir P e
ortami etkilesim  Hucreve hucre . iy
yizeyi \ etkilesim ylzeyi ) : ) -

.‘
B 'J }?'

/ Hucre ve hucre , ~“Hucre ve kultur
etkilesim yuzeyi y ortami etkilesim
Hucre ve kiltir kabi i b y
yuzeyi

etkilesim yUzeyi

Sekil 1. 2-boyutlu ve 3-boyutlu hiicre kiltiirlerinin sematik gésterimi.

Iskele destekli 3B hiicre kiltiitleri

Bu 3B htcre kiltir modelinde iskele kullanimdaki temel amag hiicreye hiicre dist matrikse (ECM) benzer
bir mikro-gevre saglayarak biyime ve farkldasmay: desteklemektir?>. Bu amagla, hidrojeller ve polimerik
yapilar gibi destek malzemeleri siklikla tercih edilmektedir. Hidrojel destekli 3B hiicre kiltiirl sistemlerinde,
hiicreler agaroz tabakalar arasinda veya Matrigel gibi farklt hidrojel ortamlarinda kiiltire edilmektedir.
Genellikle 7 gunlik kiltir stirecinin ardindan 3B hiicresel yapilar gézlemlenmektedir (Sekil 2A)26. Bu
yontemde, iki katmanli agar/hidrojel hazitliginin zahmetli ve zaman alict olmast, uzun sureli kaltir gerekliligi,
salgilanan hiicresel iriinlerin 6rneklenmesindeki zorluklar, hiicrelerin destek malzemesinden uzaklastirilmasi
ve immunofloresans boyama stireclerindeki gugcliikler, deneysel sonuglarin tekrarlanabilirligini olumsuz
yonde etkileyebilmektedir. Yapisinda endojen buylime faktorleri ve sitokinler barindirabilir. Bu biyolojik
molekiiller, hticrelerin fizyolojik davraniglarint degistirebilir ve deneysel sonuclarin giivenilirligini etkileyerek
yaniltict sonuglara yol agma potansiyeli tagir?’.

Polimerik yapt iskelesi destekli 3B kiiltiirlerde ise hiicreler, ipek, kolajen, laminin veya aljinat gibi biyolojik
olarak parcalanabilir malzemelerden tretilmis lif ya da partikill formundaki yapi iskelelerine tutunmakta, bu
iskelelerin arasindaki bogluklara gé¢ ederek biiyiime ve bélinmelerini stirdirmektedir?s. Bu yontem,
hidrojellerde stk¢a karsilasilan hiicreleri ortamdan uzaklastirma problemini ortadan kaldirmakla birlikte,
kiltiir kosullarinda hiicrelerin yapi iskelelerine yapisip diizlesmesine ve yayilmasina yol acabilmektedir.
Kullanilan iskelelerin boyutu, malzeme tiirti ve yiizey topografyasi, hiicrelerin yapisma, bilyime ve
davranislarint dogrudan etkileyebilmektedir?#?. Ayrica, bu teknik bazt analizler i¢in hiicre gbzlemi ve hiicre
ekstraksiyonu agisindan kisitlayict olabilmektedir?.
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Iskeleden bagimsiz 3B hiicre kiiltiirleri

Bu 3B hiicre kiltiir modelinin temel amact, hiicrelerin dis etkilerden bagimsiz olarak yapisabilecek bir ylizey
bulamamast ve bu sayede bir araya gelerek hiicre kiimeleri olusturmasint saglamaktir30. Bu amagla, hiicre-
tabaka (cell-sheet), asili-damla (hanging-drop) kiltir ve ultra-disiik baglanma ylizeyine sahip plaka (ultra-
low-attachment plate) gibi teknikler yaygin olarak kullanilmaktadir.

Hiicre tabakast (cell sheet) teknigi, sicaklik farkina baglt ylzey hidrofobikligini kontrol ederek hiicre
yapismasina ve ayrilmasina izin veren termal-duyatl plaka kullanimina dayanir®. Bu teknik, hiicre-hiicre ve
hiicre-matriks etkilesimlerini koruyarak kornea, miyokard, karaciger, kalp ve bébrek gibi dokular icin 7 vivo
ortamu taklit eden sinyaller elde edilmesinde umut verici sonuglar sunmaktadir. Ancak, hastadan tiretilen
her bir hiicre tabakasinin tiretimi olduk¢a maliyetli olup, kalin hiicre tabakalarinin hipoksik (oksijen eksikligi)
mikro gevrelerin olusmasina yol acarak hiicre canliligint olumsuz etkiledigi bildirilmistir3.

Asili-damla  kiltiirth tekniginde, hiicreler yiizey gerilimi nedeniyle hiicre stspansiyonu olusturdugu
damlaciklar icerisinde askida kalir ve yergekimi ile kendiliginden kiimelenir (Sekil 2B)3!. Uygulama zorlugu
ve deneylerin tekrarlanabilirligi teknigin dezavantajlaridir32. Uzmanlasmus kisiler tarafindan yapilan bile bir
hiicre kiltiir modelidir.

Ticari olarak satilan ultra-distik-baglanma yiizeyine sahip plakalar ile 3B hiicre kiimeleri yaklagik 3 giinlik
bir kiltir stiresince elde edilmektedir. Ancak 6zellesmis ylzeyli kiltiir plakalart olduk¢a maliyetli oldugu,
gorintileme analizinde hiicre kiimelerinin  kuyucuklardaki tespitinin zorlugu, taze kiltir ortamin
kuyucuklara eklemenin yogun emek ve dikkat gerektirdigi bu teknigin dezavantajlart olarak bilinmektedir3,

Bahsi gecen tekniklerin 6énemli bir avantaji, iskele kullanimina gerek duyulmamast nedeniyle olusan hiicre
kiimelerinin 1stk mikroskobu, floresan mikroskobu ve konfokal mikroskop gibi yontemlerle kolaylikla
gorsellestirilebilmesidir.  Ayrica, iskele materyalinden kaynaklanabilecek potansiyel toksik —etkilerin
bulunmamast ve iskele malzemesinin uzaklastirilmast ya da saflastirilmasi gibi ek islemlere ihtiyag
duyulmamast, bu yontemlerin tercih edilitligini artirmaktadir.

Ozellesmis 3B hiicre kiiltiir platformlari

Bu platformlarin temel amaci, farklt mthendislik tekniklerini kullanarak yiksek performansh ve belitli
Ozelliklere sahip hiicre kiimelerinin olusturulmasint saglamaktir. Bu ama¢ dogrultusunda, déner rotasyonlu
biyoreaktérler, mikro-desenli hiicre kilttr plakalart, biyo-baskilama (bioprinting) teknikleri ve mikroakiskan
cihazlar kullanilmaktadur.

Déner rotasyonlu biyoreaktérler

Déner rotasyonlu biyoreaktorlerde ve biyoreaktdrlerde, siispansiyon kultirleri temel alinarak hiicreler
sispansiyon ortaminda hafif ajitasyon veya calkalama ile karistirilir. Bu yontem, hiicrelerin kap duvarlarina
yapismasini Onlerken, hiicre-hiicre etkilesimini artirarak hiicre kiimelerinin olusumunu saglar (Sekil 2C)3.
Bu sistemlerde hiicre kiltiir ortaminin nispet daha kolay degistirilmesi, ortama oksijen ve besi yerinin
saglanmasi yiksek verimde hiicre kiimeleri elde etmede avantaj saglarken, hareketten kaynaklanan kesme
kuvveti, hiicresel fizyolojilerini degistirebilir. Elde edilen hiicre kiimelerinin farkli boyutlarda olmast
kontrolli biiyiime saglanamamast ilag tarama tahlillerinde dezavantaj olusturmaktadir.

Diisiik baglanma gosteren hiicre kiiltiir plakalari

Hiicre kiimelerini bir hiicre ekiminde hem ¢ok sayida hem de es boyutta elde etmek amaciyla kuyucuklar
farkli modifikasyonlar icerecek sekilde (6rnegin AggreWell™ microwell plate, veya Corning Elplasia plate)
(Sekil 2B) tasarlanmustir34,
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124 Yeni nesil hiicre kiiltiit modelleri

Mikro-desenli hiicre plakalar:

Mikro-desenli hucre plakalari bircok hiicre tipiyle uyumludur ve yuksek verimli tarama, kanser/timor
biyolojisi, k6k hiicre biyolojisi, hiicre tedavisi arastirmast ve 3B doku muhendisligi dahil olmak tizere ilag
taramast gibi bircok uygulamada kullanilabilir. Her ne kadar bir¢cok hiicre tipi i¢in uygun bulunsa da hiicre
kiltir protokoliiniin optimizasyonu icin birkac tane plaka zaiyatt verilmektedir. Mikro-desenli plakalar ¢cok
yiksek maliyetli olduklart icin arastirma laboratuvarlarinda veya kisith butceli arastirmalarda tercih
edilmemektedir. Bunun yami sira hiicre kiltirii ortam degisimi esnasinda 3 boyutlu hiicre kiimelerinin
kuyucuklarda yerlerinin degismesi ve bir kisminin pipetleme sonrast kayba ugramasi kiltiir sonrast analizler
i¢in bu plakalarin dezavantajt olarak gosterilebilir.

Biyo-baskilama

Biyo-baskilama teknigi, hiicrelerin biyolojik veya biyokimyasal materyaller tizerine hassas bir sekilde
konumlandirilarak katman katman 3B hiicre kiimeleri olusturulmast prensibine dayanir (Sekil 2E)3%. Bu
teknik ile farklt biyo-miurekkepler (bioink) kullanarak tim&r mikro ¢evresini sitokinler, hiicre dist matriks ve
hicrelerle taklit etmek mimkundir. Ancak maliyet, hiicre canliligy, hiicre yogunlugu ve hiicrelere uygun
islevlerde en iyi destegi verecek yeni malzemelerin (biopaper) gelistirilme ihtiyaci bu sistemin dezavantajlarin
olusturmaktadir®.

Mikroakigkan cihazlar veya platformlar

Mikroakiskan cihazlar veya platformlar ile 3B hiicre kiltirleri yonetimi biiyime faktorlerinin veya besin
maddelerinin siirekli olarak salinmasina izin vererek hiicresel mikro ortamin dogru kontrolini saglar (Sekil
2F)36. Mikroakigkan sistemler genellikle PDMS (polidimetilsiloksan) yapida olup akis sisteminde htcreleri
devamli besleme ile viicut benzeri bir ortam saglar. Erken dénem ¢alismalarda, mikroakiskan ¢ipler tizerinde
2B kiiltiirler kullanilarak canlilik, toksisite ve ila¢ tasima analizleri yapilmistirr”. Ornegin Gékduman ve
arkadaslarinin calismasinda, mikroakiskan ¢ipin cam yiizeyini fibronektin kaplayarak tizerinde 2B karaciger
hiicrelerini kiiltire etmis ve 3B akis ortaminda manyetik nanoparcacik toksisite analizleri yapilmistir.
Tlerleyen calismalarda, cip icerisinde sferoid ve organoid denilen 3B hiicre kiimelerinin kiiltiirleri ile ¢ip-tistii-
organ (organ-on-chip) sistemleri gelistirilmigtir3.

A. Iskele tabanl hiicre kiltir modeli . D. Ultra-disik-baglama ile hicre kiltir modeli
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Sekil 2. 3B hiicre kiiltiirlerinde farkli mikro-mimari tekniklerinden birkaginin agiklamali temsili gorsel
gosterimi (a) iskele tabanli hiicre kiiltiir modelli, (b) asili damla kiiltiir modeli, (c) siispansiyon hiicre kiiltiir
modeli, (d) ultra-digiik-baglanma ile hiicre kiltiir modeli, (e) biyo-baskilama hiicre kiiltiir modeli, (f)
mikroakigkan hiicre kiiltiir modeli.
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Sferoidler, hiicre kiltiir aragtirmalarinda kullanilan birincil kaynaklardan veya hiicre hatlarindan elde edilen
kiiremsi hiicre tiirdi belli kiimeleridir. Genellikle, biyopsi veya dokulardan tiiretilen aragtirmada incelenecek
organin kaynagina benzer bazi fizyolojik islevleri 6zetleme yetenegine sahip cok hiicre ¢esidi olan karmagik
yapili sferoidlerde, organoid olarak bilinmektedir.

Mikroakiskan sistemler, ¢ip tzerinde organoid ve sferoid olusumu ile hicre kiltird icin farkll ¢ip
geometrileri ve platformlarla kontrollii bir ¢alisma ortamu sunmaktadir. Bu sistemler sayesinde ¢ip-iisti-
akciger ve ¢ip-ustii-karaciger modelleri gibi organ spesifik platformlarin yani sira, kanser modelleri ile
Alzheimer ve Parkinson gibi hastaliklar icin kok hiicre kaynakli néronal modeller de gelistirilmigtir3s.
Mikroakiskan sistemlerde, hticrelerin akis sirasinda ¢ip icerisinde stabil bir sekilde tutulmasi, 3B gériintilleme
olanaklarinin gelistirilmesi ve sferoid veya organoid yapilarin homojen besin ve oksijen dagilimini saglayacak
sekilde desteklenmesi, bu teknolojilere 6zgii baslica zorluklar arasinda yer almaktadir. Bu konular, halen
yogun arastirmalarin yiiriitiildiigii ve yenilik¢i mithendislik ¢6ztimleri gerektiren alanlardur.

Manyetik 3 boyutlu hiicre kiltiirii (m3B)

Manyetik 3 boyutlu hiicre kiltirih (m3B), manyetik kuvvetler kullanilarak 3B hiicre kiimelerinin
olusturulmasint saglayan ve mikro-doku mimarisi gelistirme agisindan umut vadeden en yeni yoéntemlerden
biri olarak kabul edilmektedir®. Manyetik 3B hiicre kimelerini, hiicrelerin nanopargaciklar ile
manyetizasyonu veya manyetik alanin kullanimi ile hiicrelerin (havaya kaldirma: levitasyon veya biyo-
baskilama: bioprinting yoéntemleriyle) bir araya gelmesi saglanir (Sekil 3). Bu asamada 6nemli olan kullanilan
manyetik alanin veya manyetik nanoparcaciklarin hiicre tizerinde toksisite yaratmamasi, hiicrenin metabolik,
fonksiyonel ve bolinme gibi 6zelliklerini etkilememesi gereklidir. Yapilan ¢alismalar sonucunda uygun
manyetik alan ve manyetik nanoparcaciklar icin uygun konsantrasyon ayarlandiginda istenilen 6zelliklere
ulasabildigi gosterilmistir®. Hiicrelerin manyetik parcaciklarla isaretlenmesi, hiicre kiimelerinin manyetik
manipiilasyonunu kolaylastirmakla birlikte, hiicre gériintilleme siireglerinde bazt zorluklara yol agmaktadir.
Ayrica, hiicre membranina yapisan veya hiicre icine giren nanopargaciklarin hiicrelerin metabolik
6zelliklerini etkiledigi bilinmektedir.

A. Hicre Manyetizasyonu B. Manyetik 3D Hicre Kilturd
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Sekil 3. m3B hiicre kiiltiirii metodolojisinin gematik gdésterimi A. Hiicre manyetizasyonu: Hiicreler
istenilen sayiya kadar 2B ¢ogaltilir ve manyetik nanopargaciklar ile manyetize edilir. B. Miknatislanmig
hiicreler, dogal (neodimyum gibi) magnet konumlandirilmasi ile diigiik baglanma yiizeyine sahip plakalar
kullanilarak sferoidler veya hiicre kiimeleri elde edilir. Magnet hiicre kualtiir plakasinin {izerine
konumlandirarak hiicre kiimeleri havaya (levitation) kaldirilabilir ve hava-sivi yiizey arasi kiltiire
edilebilir. Magnet hiicre kiiltiir plakasi altina konumlandirilarak hiicreleri plaka altinda kiimelenmesi
saglanabilir biyo-baskilama (bioprinting) yapilabilir. Magnet farkli gsekillerde yerlestirilerek halka veya
farkli geometrilerde hiicre kiimeleri olugturulabilinir.
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Manyetik levitasyon

Manyetik levitasyon yontemiyle hiicre kiimeleri, hiicrelerin manyetik nanoparcaciklarla isaretlenmesi yoluyla
olusturulabilecegi gibi, hiicrelerin nanoparcaciklarla isaretlenmesine gerek kalmadan belirli kosullarda
manyetik alan uygulanarak da elde edilebilmektedir. Inevi ve ¢alisma arkadaslari, farkli konsantrasyonlarda
Gd** ve cesitli boyutlarda polimerik parcacik iceren bir hiicre kiiltiir ortamint mikro-kapiller bir kanala
yetlestirerek, bu ortami halka seklindeki bir miknatisin arasina konumlandirmig ve hicre kimeleri
olusturmayt basarmustirr®). Hicrelere etki eden yercekimi kuvvetini ve dolayistyla manyetik levitasyonu
saglamak icin gereken manyetik duyarliligr azaltmak amactyla, ortamin yogunlugu Ficoll® PM 400 (hucte
kiltir ortamina eklenen hidrofilik, seker bazli bir polimer) ile artirtlmistir. Bu kosullar altinda, hiicreler
paramanyetik kiltir ortaminda kendiliginden kiimelenerek sferoidler olusturmustur®. Gelistirilen bu sistem,
hiicre membraninin manyetik nanoparcaciklarla isaretlenmesinden kaynaklanabilecek dezavantajlari ortadan
kaldirmaktadir. Ancak, eppendorf tiip igerisinde kiltiir ortami degisimi sirasinda sferoidin pipetlenmeden
mevcut kiltir ortaminin uzaklagtirilmast ve yenisinin eklenmesi, teknik bir beceri gerektirmektedir. Ayrica,
bu sistemde kullanilan hiicre kiltiir ortamlarinda yer alan katki maddelerinin ve paramanyetik iyonik
konsantrasyonlarin  hiicreler tlzerindeki metabolik veya toksik etkileri hentiz aymntli bir sekilde
incelenmemistir. Yitksek verimli ilag testleri ve toksisite analizleti i¢in bu yéntemin uygulanabilirligi, nadir
toprak elementi olan Gd*" iyonunun kullanimi nedeniyle ekonomik agidan siitrlayict olabilmektedir.
Manyetik levitasyon yontemiyle sifir yer¢ekimi etkisi altinda gergeklestirilen bu yenilikei statik hiicre kiiltir
teknigi, birden fazla sferoid tzerinde ayni anda ¢alismayi gerektiren ylksek verimli ila¢ tarama deneylerinde
pratiklik ve maliyet agisindan gelistirilmesi gerekmektedir.

Sonug

Hicre kaltir modelleri, 6zellikle ila¢ gelistirme ve hastalilk modellemesi alanlarinda biyomedikal
arastirmalarin temel araglarindan biri olarak 6nemli bir rol oynamaktadir. Geleneksel olarak yaygin kullanilan
iki boyutlu (2B) hticre kiltiirleri, basitlik ve maliyet etkinligi gibi avantajlar sunsa da insan biyolojisini dogru
sekilde simtle edemedikleri icin ilag testlerinde yiiksek basarisizlik oranlarina yol agmaktadir. Bu sinirlamalati
asabilmek amactyla, ti¢ boyutlu (3B) hiicre kiiltirlerinin gelistirilmesi gereksinimi ortaya ¢tkmistir.

3B htcre kiltiirleri, hiicrelerin dogal mikrogevrelerini daha etkin bir sekilde taklit ederek, daha fizyolojik ve
dogru sonuglar elde edilmesini saglamaktadir. 1990'lt yillarda teknolojik gelismelerin hiz kazanmasiyla, hiicre
dist matris bilesenlerinin kullanimi yayginlasmis ve mikro-fabrikasyon, biyobaskilama gibi ileri diizey
teknolojiler sayesinde 3B hiicre kiltiir modelleri giderek daha karmagik hale gelmistir. Farkli 3B kilttr
teknikleri, iskele destekli, iskeleden bagimsiz ve 6zellesmis platformlar gibi gesitli yaklasimlar sunmakta olup,
her birinin biyomedikal arastirmalarin ézel ihtiyaclarina gére ézellestirilmesi miimkiin olmustur. Ornegin,
doner biyoreaktorler, mikro-desenli plakalar ve mikroakiskan cihazlar gibi teknolojiler, hiicre kiimelerinin
daha verimli bir sekilde bliylimesini saglamakta ve biyolojik testlerin dogrulugunu artirmaktadir.

Sonug olarak, 3B hiicre kiltiirleri, 2B hiicre kiiltiirlerinin eksikliklerini gidermeye yonelik gliclii bir alternatif
sunmakta ve ila¢ arastirmalari, kanser tedavisi ve hastalik modellemesi gibi alanlarda 6nemli uygulama
potansiyeline sahiptir. Bu teknolojilerin ilerlemesiyle birlikte, biyomedikal arastirmalarin daha dogru,
givenilir ve verimli hale gelmesi beklenmektedir.

3B hiicre kiltir modelleri, 6zellikle sferoidler ve organoidler araciligiyla, 2B kiiltiirlerin sinirlamalarint agma
potansiyeli tasimakta ve mevcut ile yeni gelistirilen terapdtik ajanlarin taranmasinda temel bilim ve klinik
uygulamalarda umut vadeden perspektifler sunmaktadir. Bu gelismis mikro ve makro 6lgekli 3B platformlar,
hastalik modellemesi, kanser ve COVID-19 gibi spesifik hastaliklara yonelik giicli ilaglarin kesfi ve ilag
tarama sureclerinde 6nemli bir potansiyel tasimaktadir.

Kaynaklar

1. Ramezankhani, R. et al. Organoid and microfluidics-based platforms for drug screening in COVID-19. Drug Discovery Today.
2022;27:1062-76.

2. Deb, B., H. Shah, and S. Goel, Current global vaccine and drug efforts against COVID-19: Pros and cons of bypassing animal
trials. Journal of biosciences. 2020;45:1-10.

Arsiv Kaynak Tarama Dergisi . Archives Medical Review Journal



Kibar 127

10.
11.
12.
13.
14,
15.
16.
17.

18.
19.

20.

21.
22.

23.
24.
25.
26.

27.
28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.
38.

Maeda, H. and M. Khatami, Analyses of repeated failures in cancer therapy for solid tumors: poor tumor-selective drug delivery,
low therapeutic efficacy and unsustainable costs. Clinical and translational medicine. 2018;7:1-20.

Shaverdian, N et al., Effects of tumor mutational burden and gene alterations associated with radiation response on outcomes
of postoperative radiation therapy in non-small cell lung cancer. International Journal of Radiation Oncology* Biology*
Physics. 2022;113:335-44.

Mirfakhraie, R. et al. Treatment failure in acute myeloid leukemia: focus on the role of extracellular vesicles. Leukemia Research.
2022;112: 106751.

Di Federico A. et al. Immunotherapy in pancreatic cancer: why do we keep failing? A focus on tumor immune
microenvironment, predictive biomarkers and treatment outcomes. Cancers. 2022;14:2429.

Hudu, S.A. et al. Cell culture, technology: enhancing the culture of diagnosing human diseases. Journal of clinical and diagnostic
research: JCDR. 2016;10:DEO1.

Huang, D. et al. Liver spheroids on chips as emerging platforms for drug screening. Engineered Regeneration. 2022.
Barbosa, M.A. et al. 3B cell culture models as recapitulators of the tumor microenvironment for the screening of anti-cancer
drugs. Cancers, 2022;14:190.

Marchini, A. and F. Gelain, Synthetic scaffolds for 3B cell cultures and organoids: applications in regenerative medicine. Critical
reviews in biotechnology. 2022;42:468-86.

Fontoura, J.C. et al. Comparison of 2B and 3B cell culture models for cell growth, gene expression and drug resistance.
Materials Science and Engineering: C. 2020;107:110264.

Namekawa, T., et al., Application of prostate cancer models for preclinical study: advantages and limitations of cell lines,
patient-derived xenografts, and three-dimensional culture of patient-derived cells. Cells. 2019;8:74.

Kapalczyniska, M., et al., 2B and 3B cell cultures—a comparison of different types of cancer cell cultures. Archives of Medical
Science. 2018;14:910-19.

Mittal, R. et al. Organ-on-chip models: implications in drug discovery and clinical applications. Journal of cellular physiology.
2019:234:8352-80.

Duval, K. et al. Modeling physiological events in 2B vs. 3B cell culture. Physiology, 2017;32:266-77.

Harrison, R. Biology and medicine. Observations on the living developing nerve fiber. in Sci. Proc. 1907.

LaBarbera, D.V., B.G. Reid, and B.H. Yoo, The multicellular tumor spheroid model for high-throughput cancer drug
discovery. Expert opinion on drug discovery. 2012;7:819-30.

Brancato, V. et al., Could 3B models of cancer enhance drug screening? Biomaterials. 2020;232:119744.

Godugu, C.et al., AlgiMatrix™ based 3B cell culture system as an in-vitro tumor model for anticancer studies. PloS one.
2013;8:¢53708.

Marques, I.A., et al. Magnetic-Based Human Tissue 3B Cell Culture: A Systematic Review. International Journal of Molecular
Sciences. 2022;23:12681.

Moro, L.G. et al. A Brief Review on the Cell Culture History: From Harrison to Organs-on-a-Chip. 2024.

Kibar, G., et al. Evaluation of drug carrier hepatotoxicity using primary cell culture models. Nanomedicine: Nanotechnology.
Biology and Medicine. 2023;48:102651.

Bissell, M.J. and W.C. Hines, Why don't we get more cancer? A proposed role of the microenvironment in restraining cancer
progression. Nature medicine. 2011;17:320-29.

Jensen, C. and Y. Teng, Is it time to start transitioning from 2B to 3B cell culture? Frontiers in molecular biosciences. 2020;7:33.
Ravi, M., et al. 3B cell culture systems: advantages and applications. Journal of cellular physiology. 2015;230: 16-26.

Luckert, C. et al. Comparative analysis of 3B culture methods on human HepG2 cells. Archives of toxicology. 2017;91:393-
400.

Aisenbrey, E.A. and W.L. Murphy, Synthetic alternatives to Matrigel. Nature Reviews Materials. 2020;5:539-51.

Catletti, E., A. Motta, and C. Migliaresi, Scaffolds for tissue engineering and 3B cell culture. 3B Cell Culture: Methods and
Protocols. 2011;17-39.

Hoarau-Véchot, J. et al. Halfway between 2B and animal models: are 3B cultures the ideal tool to study cancer-
microenvironment interactions? International journal of molecular sciences. 2018;19:181.

Alghuwainem, A., A.T. Alshareeda, and B. Alsowayan, Scaffold-free 3-D cell sheet technique bridges the gap between 2-D cell
culture and animal models. International journal of molecular sciences. 2019;20:4926.

Timmins, N.E. and LK. Nielsen, Generation of multicellular tumor spheroids by the hanging-drop method. Tissue
engineering. 2007;141-51.

Amaral, R L. et al. Comparative analysis of 3B bladder tumor spheroids obtained by forced floating and hanging drop methods
for drug screening. Frontiers in physiology. 2017;8: 605.

Barrila, J. et al. Organotypic 3B cell culture models: using the rotating wall vessel to study host—pathogen interactions. Nature
Reviews Microbiology. 2010;8:791-801.

Basu, A, et al. Ready to go 3B? A semi-automated protocol for microwell spheroid arrays to increase scalability and throughput
of 3B cell culture testing. Toxicology Mechanisms and Methods. 2020;30:590-604.

Jorgensen, C. and M. Simon, In vitro human joint models combining advanced 3B cell culture and cutting-edge 3B bioprinting
technologies. Cells. 2021;10:596.

Russo, M., C.M. Cejas, and G. Pitingolo, Advances in microfluidic 3B cell culture for preclinical drug development. Progress
in Molecular Biology and Translational Science. 2022;187:163-204.

Li, L., et al. A microfluidic 3B hepatocyte chip for hepatotoxicity testing of nanoparticles. Nanomedicine. 2019;14: 2209-26.
Van Duinen, V. et al. Microfluidic 3B cell culture: from tools to tissue models. Current opinion in biotechnology. 2015;35:118-
26.

Arsiv Kaynak Tarama Dergisi . Archives Medical Review Journal



128

Yeni nesil hiicre kiiltiit modelleri

39.
40.

41.

42.

43

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

Caleffi, J.T. et al. Magnetic 3B cell culture: State of the art and current advances. Life Sciences. 2021;.286:120028.

Anil-Inevi, M. et al. Magnetic levitation assisted biofabrication, culture, and manipulation of 3B cellular structures using a ring
magnet based setup. Biotechnology and Bioengineering. 2021;118:4771-85.

Bonnier, F. et al. Cell viability assessment using the Alamar blue assay: a comparison of 2B and 3B cell culture models.
Toxicology in vitro, 2015;29:124-31.

Soares, C.P. et al. 2B and 3B-organized cardiac cells shows differences in cellular morphology, adhesion junctions, presence of
myofibrils and protein expression. PloS one. 2012;7: ¢38147.

Rodtiguez-Herndndez, M.A. et al. Differential effectiveness of tyrosine kinase inhibitors in 2B/3B cultute according to cell
differentiation, p53 status and mitochondrial respiration in liver cancer cells. Cell Death & Disease. 2020;11:339.

Luca, A.C., et al. Impact of the 3B microenvironment on phenotype, gene expression, and EGFR inhibition of colorectal
cancer cell lines. PloS one. 2013;8:¢59689.

Liu, H.,]J. Lin, and K. Roy, Effect of 3B scaffold and dynamic culture condition on the global gene expression profile of mouse
embryonic stem cells. Biomaterials. 2006;27:5978-89.

Baharvand, H., et al. Differentiation of human embryonic stem cells into hepatocytes in 2B and 3B culture systems in vitro.
International journal of developmental biology. 2004;50:645-52.

Padmalayam, I. and M.]. Suto, 3B cell cultures: Mimicking in vivo tissues for improved predictability in drug discovery. Annual
reports in medicinal chemistry. 2012;47:367-78.

Breslin, S. and L. O'Driscoll, The relevance of using 3B cell cultures, in addition to 2B monolayer cultutres, when evaluating
breast cancer drug sensitivity and resistance. Oncotarget. 2016;7:45745-56.

Souza, A.G. et al. Comparative assay of 2B and 3B cell culture models: proliferation, gene expression and anticancer drug
response. Cutrent pharmaceutical design. 2018;24:1689-94.

Imamura, Y., et al. Comparison of 2B-and 3B-culture models as drug-testing platforms in breast cancer. Oncology repotts.
2015;33:1837-43.

Melissaridou, S. et al. The effect of 2B and 3B cell cultures on treatment response, EMT profile and stem cell features in head
and neck cancer. Cancer cell international. 2019;19:1-10.

Wendt, D. et al. Potential and bottlenecks of bioreactors in 3B cell culture and tissue manufacturing. Advanced materials.
2009;21:3352-67.

Correspondence Address / Yazigma Adresi  Gelis tarihi/ Received: 25.12.2024

G

tines Kibar Kabul tarihi/Accepted: 04.06.2025

Adana Bilim ve Teknoloji Universitesi
Adana, Turkiye
e-mail: gkibar@atu.edu.tr

Bu calisma, Tirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu (TUBITAK) tarafindan 123M943 tarafindan desteklenen proje

ile

desteklenmistir. Projeye verdigi destekten dolayt TUBITAK'a tesekkiirlerimizi sunariz.

Arsiv Kaynak Tarama Dergisi . Archives Medical Review Journal


https://dergipark.org.tr/en/pub/@gunes-kibar
mailto:gkibar@atu.edu.tr

