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Amac: Son zamanlarda i vive ve klinik ¢aliymalara uyarlanmasmin daha kolay olmasi nedeniyle tg
boyutlu kiiltiir olusturulmast oldukca 6nem kazanmistir. Ug boyutlu kiiltiir ¢alismalari agisindan hem
maliyeti hem de farkh hiicrelerde uygulanabilmesi nedeniyle kitosan materyali 6n plana ¢ikmaktadur.
Projemizde hiicreler arast matriks elemanlarimm kitosan ytzeylere kaplanmasimim, hiicresel sferoid
olusumuna ve Hiicrelerarast Matriks Elemenlar: (HME) salimmina olan etkileri aragtirilmugtir.

Gerec¢ ve Yontemler: Bu calijmada, HEK293 insan embriyonik bébrek hiicre hatlarinda farkh
hticreler arast matriks elemanlar ile kaplanmug kitosan yiizeylerde olusturduklan sferoid yapilart mik-
roskop altinda incelenmigtir. Ayrica HEK293 hiicrelerinin ortama salgiladiklar: kollajen miktarlar:
ELISA yontemi ile tespit edilmistir.

Bulgular: Farkl hticreler aras: matriks elemanlari ve onlarin konsantrasyonlarinin HEK293 hiicre-
lerinin sferoid olugumlarim farkh etkiledigi tespit edilmistir. HEK293 huicreleri yaygin olmayan ama
biiyiik sferoid odaklar: olustururken, ortamda sadece kollajen tip 1 ve jelatinin varhgida daha yaygin
ve biitiin ylizeye yayilim gosteren sferoidler olugturmaktadir. Vitronektin ise sferoid olusumunu nega-
tif yonde etkilemektedir. Ayrica hticreler arast matriks elemanlarimin farkh dozlari ve kombinasyonlar:
ortama salman kollajen tip 1 ve kollajen tip 4 miktarin etkiledigi saptanmuistir.

Sonug: Degisen hticreler arast matriks elemanlar: ve konsantrasyonu 3 Boyutlu (3B) kiltiir olusumu-
nu etkilemektedir. Hicrelerin sferoid olusumunun artigmi saglayan kosullarin, hiicrelerden ortama
salgilanan kollajen miktarim degistirdigi de gosterilmistir.

Anahtar Sézciikler: 3 Boyutlu Kiiltiir, Kitosan, Kollajen, Vitronektin, Jelatin

ABSTRACT

Objective: Recently, it has become very important to create a three-dimensional culture as it is
easier to adapt to i viwo and clinical studies. In terms of three-dimensional culture studies, chitosan
material comes to the fore because of'its cost and its use in different cells. The effects of chitosan surfa-
ces coated with extracellular matrix elements (ECM) on cellular spheroid formation and cellular ECM
release were investigated in this study.

Material and Methods: Spheroid structures formed by human embryonic kidney cell lines
(HEK?293) on different ECM-coated chitosan surfaces were examined under a microscope. In additi-
on, the amount of collagen released by HEK293 cells was determined by the ELISA method.

Results: It was determined that the different extracellular matrix elements and their concentrations
affect the spheroid formation of HEK293 cells on chitosan surfaces. While HEK293 cells form large
spheroid structures with fewer foci on chitosan surfaces, they create larger spheroids in the presence of
only collagen type 1 or gelatin on chitosan surfaces. Vitronectin negatively affects spheroid formation.
In addition, different doses and combinations of extracellular matrix elements have been found to
affect the amount of collagen type-1 and collagen type-4 released into the micro-environment.

Conclusion: Changing extracellular matrix elements and their concentrations used with a chitosan
surface affects 3D culture formation. It has also been shown that the conditions that increase the sphe-
roid formation of cells change the amount of collagen secreted from cells to the micro-environment.

Keywords: 3D Culture, Chitosan, Collagen, Vitronectin, Gelatin
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GIRIS
Hiicre kiltiirt deneyleri biyolojik bilimlerin temelini olug-

turmakta ve 6nemli buluglarin olugturulmasinda énem arz
etmektedir.

Hucre kiltara tibbi bilimlerin en 6nemli basamaklarmdan
biri olsa da hiicrelerin sadece yatay ortamda biiytimesine
(2-boyutlu) izin vermesi nedeniyle baz1 kisitlamalara sahip-
tir. 2B (2-boyutlu) hiicre kiltiirtinde hiicrelerin btytime-
sinde meydana gelen kontak inhibisyon, biitiin hiicrelerin
bir organizasyon gostermeden kendi kaderini yaratmasi
nedeniyle gercek bilimsel verilerin elde edilmesinde bazi
problemlere ve yanilsamalara neden olacag asikardir.
Ayrica su bir gercektir ki; 2 vivo dokulardaki hticreler, plas-
tik bir tabak tizerine kaplanmug tipik kiltiirlenmis hiicre-
lerden cok farkli bir mikro ¢evreye maruz kalmaktadur (1).

Son zamanlarda bu hucre kiltirtindeki kisitltamalarin
oniine gecilmest icin in vitro ortamda 3 boyutlu (3B) hiicre
kiltirii ¢alismalarnn hiz kazanmaktadir. Bu hizlanmanin
nedeni, 3B model olarak kiiltiirlenen hiicrelerin kompleks
in vivo kogullara daha yakin 6zellikler sergilemesidir (2). 3B
kiiltiir modellerinin i viwvo uygulamalara adapte edilmesinin
daha gercekei ve kolay oldugu kamtlanmigtir. Iki boyutlu
hiicre kiltiirt bize mitkemmel homojen bir ¢calisma mater-
yali saglarken, 3B hiicre kiilturii hiicreleri dogal kogullara bir
adim daha yaklagacak sekilde davranmaya iter. Bu neden-
lerle 3B kiltiir modelleri in vivo uygulamalar i¢in ¢aliyma
bulgularini ¢evirmede daha gercekgi bir yontemdir (3).

Optimum 3B kogulu gerekliliklerinin hiicre tipleri arasinda
degistigi ve 3B kiltiirlerindeki kullanilan yéntemlere gore
degistigi de bilinmektedir (3). 3B kiilttr olugturulmasinda
altt ana grup igerisinde smiflandirilmig materyalin litera-

tirde kullandig1 bilinmektedir (3). Bu gruplar;

Hicreler aras1 Matriks (Dogal)
Hucreler aras1 Matriks (Sentetik)
Biyolojik ve Sentetik hibritler
Metaller

Seramik ve biyoaktif camlar
Karbon nanotiipler’dir.

SEER AN e

Bu gruplarda bulunan materyaller ile olusturulan her tg
boyutlu hiicre kiiltiir metodunun birbirine karg farkl avan-
tajlar1 bulunmaktadir. Ama her laboratuvarda kullanilabi-
linecek basitlikte ve de maliyette olmasi nedeniyle genelde
dogal hiicreler arasi matriks elemanlar1 daha ¢ok tercih
edilmektedir. Bunlar arasinda en sik kullanilanlar ise kito-
san, kollajen, vitronektin ve jelatindir.

Kitosan, beta-(1->4)-bagh  N-asetil-D-glukosamin  ve
D-glukozamin birimlerinin bir kopolimerdir ve kitinin
deasetilasyonu ile elde edilir, eklem bacakli ekzostonlarda
bulunur. Glikosaminoglikanlar (GAG) ve hiyalironik asit
ile bazi 6zellikleri paylastigindan, cesitli doku mithendisligi
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uygulamalarinda kullanilir (4). Ek olarak kitosanin biyobo-
zunur, biyouyumlu, antijenik olmayan, toksik olmayan ve
iki yonlii 6zellikleri, bu polimeri yara sargilar: ve ilag tagima
sistemi (5) acisindan uygun bir malzeme haline getirir.
Kitosanin hiicre baglanmasi ve ¢cogalmasinda rol oynadigi
bilinmektedir (6).

Hicreler arast matriks yapisinda en sik bulunan kollajen,
Amerika Birlesik Devletler1 Gida ve ila(; Dairesi (FDA)
tarafindan yara sargilari ve suni deri dahil olmak iizere
bir¢ok tibbi uygulama icin onaylanmustir (7, 8). Kollajen,
RGD gibi hiicre yapisma alani sekanslari icerir ve béylece
fenotip ve ¢esitli hiicrelerin fonksiyonlarimin korunmasina
yardimci olur.

Vitronektin (VN), hiicreler ve ECM arasinda integrin-
ler, plazminojen aktivator inhibitéri-1 (PAI-1) ve troki-
naz plazminojen aktivatér reseptoric (uPAR) gibi cesitli
ligandlar aracihigiyla bir baglanti gorevi goéren yapiskan
bir glikoproteindir. Plazmada monomerik veya dimerik bir
yapi (katlanmig veya dogal form) olarak ve birkag dokunun
hiicreler arast matriksinde multimerik bir olusum (katlan-
mamis veya aktif form) olarak bulunur (9, 10).

Jelatin, kollajenin kismi denatiirasyonu ile elde edilen dogal
bir proteindir. Hiicre yapigmast icin uygun fonksiyonel
gruplart korur ve biyolojik olarak bozunabilir, biyouyumlu
ve immiinojenik olmayan yapist jelatini uygun bir malzeme
haline getirmektedir (11, 12).

Literatiirde bu materyallerin tek baglarma kullanim-
lar1 mevcuttur. Bunlara ek olarak yapilan caliymalarda
kitosan’a kollajen veya jelatin kombine edilmesiyle olustu-
rulmug ti¢ boyutlu kultiir calismalar da literatiirde yaygin
olarak kullanilmaktadir (13-17). Fakat bu materyallerin
birden farkli kombinasyonlarmin hiicresel sferoid olusu-
muna etkileri daha 6nce literatiirde kargilagtirlmamigtir.
Aymi sekilde farkli kombinasyonlarin, hiicrelerin bulunduk-
lar1 ortama (mikrogevreye) hiicreler arasi matriks eleman-
larin1 salgilama potansiyelleri tizerine olan etkileri de daha
once aragtirilmamustir.

Calismamizda bu elemanlarin birden farkli kombinasyon-
larinin, hiicresel biyoloji ve biyoteknoloji aragtirilmalarinda
en sik kullanilan hiicre hatlarindan biri olan HEKZ293
insan embriyonik bobrek htcrelerinde (18) tic boyutlu
kiltir olusumuna olan etkileri ve de hiicreler tarafindan
bulunduklar1 ortama hiicreler arast matriks elemanlarim
salgilama potansiyelleri tizerine olan etkilerinin aragtiril-
mast hedeflenmistir. Hiicrelerin 3B olusumlar: mikroskop
altinda analiz edilmig olup, salinim gésteren hiicreler arasi
matriks elemanlarinin miktar1 ELISA yontemi ile tespit
edilmigtir. ELISA y6ntemi ile tespit edilen matriks eleman-
lar1 Kollajen tip 1 ve Kollajen tip 4°dtr. Kollajen tip 1
en genel hiicreler arasi matriks elemani iken; kollajen tip
4 bobrek yapisinda bulunan en sik hiicreler arasi matriks
elemanlarindan biridir. Caliymamizda embriyonik bobrek
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hatti kullanmamiz nedeniyle Kollajen tip 4 salinimui projeye
dahil edilmigtir.

GEREC ve YONTEMLER

Kitosan kaplamanin olusturulmasi

%1’lik kitosan soliisyonu olugturmak icin; toz kitosan
(Sigma, Cat:# 448869-250G) 50 mM glasiyel asetik asit
iceren deiyonize H,O igerisinde tamamen eriyene kadar
manyetik bir kangtirict tzerinde kangtinldi. Cozilme-
misg partikiillerin uzaklagtirilmas: i¢in hazirlanan soliisyon
5.000 rpm’de 1 saat oda sicakliginda santrifiij islemine
tabi tutuldu. Toplam santimetre kare bagina 0.1 ml kito-
san ¢ozeltisi gelecek sekilde hiicre platelerine dokildii ve
gece boyunca 37 °C’de bir inkiibatérde kurutuldu (Deney-
ler 6,12 ve 24 kuyulu plate’de gergeklestirildi.). Daha sonra
plate tabanmda olusan kitosan zarlari, 0.1 M NaOH ile
nétralize edildi, %70 etanol ile ve ardindan UV 1181 altinda
sterilize edildi.

Kollajen, Vitronektin ve Jelatin kaplama

Ticari olarak alinan Kollajen tip 1 (Sigma, Cat No#
08-115), Vitronektin (Sigma, Cat No# SRP3186) ve Jela-
tin (StemCell Cat No# 07903, Sigma, Cat No#G9391)
kullamim belgelerine gére sulandirildi (1xPBS ve distile su)
ve ana stok olusturuldu. Daha 6nce literatiirde belirtildigi
tizere bu htcreler arast matriks elemanlarinin tek tek veya
kombinasyonlarmin kullanimi ile hticre kiltiria petriler:
kapland1 (19-22). Her kuyuya deneyde belirtilen konsant-
rasyonlarda soliisyon eklendi. Kuyu yiizeyini kaplayacak
olan solisyonun konsantrasyonu ilk deneyde her bir hiicre-
ler arast eleman i¢in 4 pg/mL olarak kullanildi. Sabit bir
eleman varhiginda degisken hiicreler arasi matrik eleman-
lar1 deneyinde ise kaplamak i¢in kullanilan soltisyonun final
konsantrasyonu sabit hticreler arast matriks elemani i¢in 1
veya 4 pg/mlL, degisen diger elemanlar igin 1-4-8-16pg/
mL olacak sekilde planlandi.

Hicreler arast matriks elemanlarmin ytzeye yapismasina
1zin vermek i¢in ¢6zeltt 37°C’de 3 saat boyunca veya 4°C’de
gece boyu calkalayici iizerinde inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasinda solisyon kuyulardan uzaklagtirildi. Kitosan
zarlari, %10 FBS ve penisilin/streptomisin ile desteklen-
mis DMEM ortaminda 20 dakika dengelendi. Hiicre ekimi
oncest dengelemek icin kullanilan besiyeri uzaklagtirild.

Deney planinda kullamlan 2B kiiltiirde herhangi bir
kaplama yapilmadan, sadece kitosan kaplanan yizey-
lerde ise kitosan kaplandiktan sonra hticreler aras: matriks
elemanlarn kullamlmadan aymn iglemler uygulandi.

Hiicre Kiiltiiriu

Caligmamzda, ticari olarak satin alinan Insan Embriyo-
nik Bobrek Hiicre Hatti olan HEK293 hiicreleri (ATCC,
CRL-1573) kullanilmigtir. Bu hiicrenin  kullanilmasinin
nedeni bazal bir hiicresel metabolizmaya sahip olmasi ve
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epitelyal yapida bulunan bir hiicre hatti olmasidir. Hiicre-
ler L-glutamin (Lonza), esansiyel olmayan amino asitler,
sodyum pirtivat, %10 Fetal Dana Serumu (FBS-Biochrom
cat. No: SO115), Penisilin/ Streptomisin/Amfotersin B
(BI-03033113) ve gentamisin eklenerek; %5 CO,’lik atmos-
fer, %95 nem ve 37°C’lik inktbatorde ¢ogaltilmustir.

ELISA

Olusan ti¢ boyutlu yapilardaki ortama salgilanan Kollajen
tip 1, Kollajen tip 4 miktar1 6lgmek icin ELISA yontemi
kullanildi. Hiicre kiltiirinden alinan stipernatantlar Kolla-
jen tip 1 (Elabscience, #E-EL-H0869) ve Kollajen tip 4
(Mybiosource, #MBS725110) ELISA kitleri igerisinde
bulunan firmanim 6nerdigi protokole tabii tutularak belirti-
len hiicreler arast matriks eleman miktarlar: belirlendi.

Olusturulan sferoidlerin histolojik
goruntiilenmesi

Ug boyutlu yap1 olugturulan hiicreler 15 dk %3 parafor-
maldehit ile fikse edildi. Paraformaldehit muamelesi sonra-
sinda kuyular 1XPBS ile yikand: ve kuyulara hazirlanmig
sogumaya birakilmig %2’lik agaroz jel dokuldi. Bir buguk
saat oda sicakliginda agaroz jelin donmasi i¢in inkiibas-
yona birakildi. Jelin donmasindan sonra 5 dakika +4°C’de,
5 dakika -20°C’de ve 2 dakika -80°C’de inkube edildi.
Bistiri yardimiyla kuyularin kenarmmdan ayrilan agaroz
jele gomili htcreler %70 ethanol i¢ine konuldu. Doku
takibi iglemi i¢in sirasiyla %80, %90 ve %100 ethanol igine
alinan hiicreler ksilol ile seffaflagtirildiktan sonra parafine
gomildi. Gomuli hiicrelerden 4 mikron kalinhiginda kesit-
ler alind1 ve hematoksilen&eozin boyamasi gerceklestiril-
dikten sonra mikroskop altinda gortintiilendi.

Istatistiksel Analiz

Mikroskop goruntiilerindeki ti¢ boyutlu olusumlarin alan
hesaplamasi ve sayilar1 Kameram uygulamas: kullanilarak
yapildi. Sferoid yapilarinin istatistiksel analizleri ve grafik-
leri GraphPad Prism programi kullanilarak yapildi. Aym
sekilde ELISA yonteminde elde edilen sonuclar da Graph-
Pad Prism programu ile analiz edilmistir.

BULGULAR

Kitosan protokolii ile 3 boyutlu kiiltiiriin
denenmesi

Literatiirde belirtilen ve de herhangi bir hiicreler aras:
matriks elemanlar bulunmayan Kitosan ile kapl yiizeyde
kiltir edildiginde hitcrelerin tek tabaka (monolayer)

btyiime paterni yerine sferoid olarak buyidigi gozlem-
lendi (Sekil 1 A,B).

Kitosan ile birlikte hiicreler arasi
elemanlarinin birlikte kullanilmasi

Kitosan muamelesi sonrasi 24 kuyulu plateler ayr1 ayr1 4
pg/mL final konsantrasyonda olacak sekilde Kollajen tip

Akd Tip D / Akd Med J / 2021; 7(1):134-142



1, Vitronektin ve Jelatin ile ayr1 ayr kaplandi ve 3 gtin siire
ile takip edildi. Mikroskop altinda yapilan takip sonucunda
beklendigi gibi kitosanin 3B olusuma neden oldugu goruldii
(Sekil 2). Hucreler arast matriks elemanlar: icerisinde jela-
tinin tek bagma kullanim diger iki elemanlara (kollajen ve
vitronektin) gére daha ¢ok 3 boyutlu yapiya neden oldugu
gortldu. Kollajen ve vitronektinin beraber kullanimi tg¢
boyutlu sferoid olusumunu azaltirken iki boyutlu hiicresel
biyiimeye yol agmaktadir. Kollajen ve jelatinin beraber
kullanmilmas: ise ¢ boyutlu yapilanmanin, yalmzca kolla-
jen kullanilan gruptan daha fazla olmasina neden oldugu
goriilldii. Bunlara ek olarak Vitronektin ve de jelatinin
birlikte kullanimu ise ikili kombinasyon igerisinde en ¢ok 3B
kiltirtine izin vermektedir. Sadece kitosan kullanimi ¢ok
odakl 3B olugumlara neden olurken, vitronektin ve jelati-
nin kitosan’a eklenmesi daha difftiz/yaygin bir ti¢ boyutlu
yapilanmaya yol agtign gorilmektedir. Yapilan deney
dogrultusunda sabit kollajen tip 1 kaplamasina ek olarak

kullanilan diger hiicreler arasi matriks elemanlarinin g
boyutlu sferoid olusumlarma etkili oldugu gorildi.

Kitosan Kaph Yiizeylerde Kollajen, Vitronektin ve Jelatinin Ug Boyutlu HEK293 Hiicre Kiiltiiriine ve Hiicresel Kollajen Salinimima Olan Etkileri

Sabit Kollajen tip 1 ile kaplanmis kitosan
bazh ii¢ boyutlu hiicre kiiltiiriinde
Vitronektin ve Jelatinin degisen
miktarlarinin sferoid olusumuna etkisi

Sabit kollajen tip 1 varhgma ek olarak degisen miktarlarda
vitronektin ve jelatin varhginin kollajen tip 1 elemanimnin
olugturdugu t¢ boyutlu sferoidlere olan etkisini aragtirmak
i¢in, 24 kuyulu plateleri kaplanmasmda kullanilan kollajen
tip 1 miktarimi 1 pg/mL dozunda sabit tutarak; vitronektin
ve jelatinin 1-4-8 pg/mL degisen dozlarim kollajen tip 1 ile
kombine edildi. 10.000 hiicre/kuyu hiicre ekimi yapildi ve
ti¢ giin inkitbasyona birakildu.

Ugiincii giin mikroskop altinda yapilan incelemede; kito-
san kaplamas: igeren kuyularin icermeyen kuyulara gore
(normal hucre kiltiri yizeyine gore) anlamh bir sekilde
ti¢c boyutlu yap olusturdugu goriilmektedir (p<0.05) (Sekil
3A). Buna ek olarak kitosan yapisina 1 pg/mL kollajen tip
1 eklendiginde, olusan sferoid yapilarmin daha kigiik ve
¢ok odakli oldugu goérildi. Kollajen ile birlikte vitronek-

Sekil 1: Kitosan protokolii ile 3 boyutlu hiicre kiilturiiniin mikroskop altinda gortunttlenmesi A) 4X biiytitmedeki goruntisi B) 20X

biytitmedeki gérintisii.

HEK293
Kit+Kol+

Kit+Vit+lel Kit+

Kit+Jelatin

+Vit+lel

1004

80

60+

3B Olugum Alan Kaplama (%)

Sekil 2: Kitosan yiizey ile birlikte hticreler arast matriks elemanlarinin birlikte kullanimi ile olugan ti¢ boyutlu sferoidlerin 20X
biiytitmedeki mikroskop gortntiileri (Kit: Kitosan, Kol: Kollajen, Vit: Vitronektin, Jel: Jelatin)
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Kitosan Kitosan Kitosan
1 pg/mL Kollajen 1 pg/mL Kollajen 1 pg/mL Kollajen
1 pg/mL Vitronektin 4 pg/mL Vitronektin 8 pg/mL Vitronektin
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3. Giin (A)

10. Giin (B)

o 2000 o 3.Gin o .
51“0 . = 10. Giin 2 8
5 . & s . .
E 1000 } k3
H : i
E 500 } i ] 2 . - -
H . t 5
S & & &S
° "j@é o
K
<R "Qif’ﬁ g@*“
&
S
S S
&
TR
& ¢ ¢
& 8

Sekil 3: Sabit Kollajen tip 1 miktar ile vitronektinin degisen miktarlarinin sferoid olusumuna etkisi A) Ugiincii giin 10X biiyiitmedeki
mikroskop gorintileri B) Onuncu giin 10X buyiitmedeki mikroskop goéruntileri (¥%%: p<0.001; **: p<0.01; *: p<0.05) (Istatistiksel
analizler 2B kultiir grubu ile kargilagtinlarak yapilmigtir.)

Kitosan Kitosan Kitosan Kitosan

2B Kiltiir Kitosan 1 pg/mL Kollajen 1 pg/mL Kollajen 1 pg/mL Kollajen 1 pg/mL Kollajen

1 pg/mL Jelatin 4 pg/mL Jelatin 8 pg/mL Jelatin
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Sekil 4: Sabit Kollajen tip 1 miktan ile jelatinin degisen miktarlarnin sferoid olusumuna etkisi A) Ugiincii giin 10X biiyiitmedeki
mikroskop gorintileri B) Onuncu giin 10X biytitmedeki mikroskop gortntileri (¥%%: p<0.001; **: p<0.01; *: p<0.05) (Istatistiksel

analizler 2B kiltiir grubu ile kargilagtirilarak yapilmgtir.)
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tin varhginda ise artan vitronektin orani ile dogru orantil
olarak, 3 boyutlu olusum yapilarmin daha diizensiz oldugu
ve odak sayilarinin azaldig1 gorilmiistiir.

Hicre kiltirintn takibi devam ettiginde (10. giin) 1pg/
mL kollajen tip 1 ve 1 pg/mL vitronektin varhiginda olugan
sferoid yapilarimin daha buyiik ve sferoidlerin birleserek
daha biyiik bir olusum icinde oldugu gérilmustir (Sekil
3B). Icerdikleri az miktarda kiigiik odaklar nedeni ile ista-
tistiksel olarak bir anlamlilik icermese de olusan odaklarin
ortalama hacimleri diger gruplardan daha biiytktiir.

Kollajen tip 1 ile jelatinin kombinasyonu incelendiginde ise
ik t¢ gtin jelatinin doz bagimsiz olarak eklenmesi, sferoid
yap1 olusumunu pozitif yonde etkilememigtir (p>0.03) (Sekil
4A). Inkiibasyonun devammnda ise kollajene ek olarak kullani-
lan jelatin, birden fazla odak olusumuna ve de sferoid ¢aplari-
nin kii¢tilmesine neden oldugu gorilmistiir (Sekil 4B).
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Sabit Vitronektin ve Jelatin ile kaplanmsg
kitosan bazli ii¢ boyutlu hiicre kiiltiiriinde
Kollajen Tip 1’in degisen miktarlarimin
hiicreler arasi matriks elemanlarinin
salimmmina etkisi

Sabit vitronektin ve jelatin varhginda degisen kollajen tip 1
miktarlarinin ortama salinan hiicreler arast matriks eleman-
larmin seviyesine olan etkilerinin arasgtirilmasi igin 1pg/mL
vitronektin veya jelatin varhginda degisen miktarlarda (1-4-
8-16 pg/mL) kollajen tip 1 ile kaplanan kitosan yiizeylerde
yapilan kiltiirden onuncu giin siipernatantlar toplandi.
Stpernatantlar ile gerceklestirilen ELISA sonuglarina gore,
kitosan kapli ytzeylerde kiltiire edilen ve sferoid olusturan
HEK?293 hiicrelerinin, tek tabaka (monolayer) ile kiyas-
landiginda ortama salgiladiklar1 kollajen tip 1 miktarinin
arttigr gozlemlenmigtir (p<0.0001) (Sekil 5). Kitosan yiize-
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Sekil 5: Sabit vitronektin ve jelatin konsantrasyonunda, degigen
Kollajen tip 1 miktarinin ortama salinan Kollajen tip 1 miktar
tizerine etkisinin belirlenmesi (*¥%%: p=0.0005, **%%: p<0.0001).

Sekil 6: Sabit vitronektin ve jelatin konsantrasyonunda, degisen
Kollajen tip 1 miktarinin ortama salinan Kollajen tip 4 miktar
tizerine etkisinin belirlenmesi (*¥%: p<0.0015, *%*%%: p<(0.0001).

Sekil 7: Olusan tg boyutlu sferoid yapilarin histolojik analizi A) sferoid yapin yiizeyden Agaroz jel ile ayristirilmasindan sonra
olusan sferoid alanminin gosterilmesi B) Olusan sferoid yapimin Hematoksilen&Eozin boyamasi, 4X objektif G) Olugan sferoid yapinin
Hematoksilen&Eozin boyamas1,20X objektif. Ok ile gosterilen alan sferoid yapimin yiizeye tutundugu alam géstermektedir.
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yin kollajen tip 1 kaplanmasi sonucunda ise ortama salinan
kollajen miktarinin anlamh olarak azaldig1 gorilmektedir
(p<0.001). Bu verilere ek olarak kollajene eklenen jelatinin,
vitronektine gore kollajen salmimim degistirdigi gézlem-
lenmigtir. Bu dogrultuda hem kollajen tip 1 miktar1 hem
de diger hiicreler arasi matriks elemanlarmin bulunmast,
ortama salinan kollajen tip 1 seviyesini degistirmektedir.

Ortama salman kollajen tip 4 miktar1 incelendiginde ise
kitosan ytizey kaplamasinin, kollajen tip 1’e benzer sekilde,
monolayer hiicre kiltiirine oranla daha g¢ok kollajen tip 4
salimimina neden oldugu gortlmektedir (p<0.0001) (Sekil
6). Ayn1 sekilde kitosan yiizeyin kollajen tip 1 ile kaplan-
mast, hiicrelerin kollajen tip 4 salimmimi azaltmaktadir
(p<0.01). Kollajene ek olarak ortama vitronektinin veya
jelatinin eklenmesi genel olarak kollajen tip 4 salinimim
azaltmaktadir.

Olusan ii¢ boyutlu yapilarin gésterilmesi

Elde edilen sferoid yapilarinin agaroz jele gomiilmesiyle
doku takibi ve histolojik analizler i¢in uygun kesit alinabi-
lindigi gorildi (Sekil 7A-C). Agaroz jel igerisinde sferoid
yapilart kuyudan uzaklastinldiginda kuyular mikroskop
altinda incelendi ve ti¢ boyutlu yapilarim yiizeyden uzak-
lastirlldigr gorildi (Sekil 7A). Kuyulardan uzaklasgtirilan
ve kesit almarak hematoksilen ve eozin boyamas: yapilan
ti¢c boyutlu sferoid yapilar incelendiginde yiizey alanin
tizerinde ti¢ boyutlu bir bitylimenin ve hiicresel gruplag-
manin oldugu gériulmustiir (Sekil 7B,C). Bu sekilde sferoid
dokularin incelenmest literatiir acisindan yeni bir yéntem
olarak gorilmektedir.

TARTISMA

Hucre kiltiri galiymalarn 6zellikle tibbi bilimlerde kuru-
lan hipotezlerin ispati igin bagvurulan yéntemlerin baginda
gelmektedir. Hiicre kiltiirinde genel olarak kullamlan iki
boyutlu (tek tabakall) kiltiir yonteminin bir¢ok avantaji
oldugu kadar, kurulan hipoteze bagimh olarak bazi deza-
vantajlar da meveuttur (23, 24). Iki boyutlu hiicre kiiltiiri
bize milkemmel homojen bir caliyma materyaliyken,
hiicrelerin birbiri ile etkilesimi ve organizasyonu uzerine
planlanan caligmalar i¢in ¢ok uygun bir ¢caliyma materyali
degildir (23, 24). Bu nedenle giintimiizde in vitro kosul-
larda ti¢ boyutlu hticresel bitytimeyi saglayan yontemlerin
aragtirlmasi ve gelistirilmesi olduk¢a poptlerdir. 3B kiltur,
htcreleri dogal kosullara bir adim daha yaklasacak gekilde
davranmaya itmektedir ve ¢alismalar: i viwo uygulamalara
adapte etmek icin daha gergekei bir yontem olarak karg-
miza ¢ikmaktadir (23, 25). Literatiirde in vitro kiltir isle-
minde 3B c¢aliymalarinda, maliyetinin daha uygun olmast
ve farkli hiicrelerde kullanilabilir olmast nedeniyle kitosan,
bir adim 6ne ¢ikmaktadir (26).

Literatiirde kitosan tabanli 3B hicre kilturi genellikle
kollajen veya jelatin kaplamast ile birlikte kullamlmaktadir

= 140

ve bu iki elemanin sferoid olusum kapasitelerinden ¢ok yara
tyilesmesi tzerine olan etkilerinin kargilagtinlmas: ¢aligma
konusu olmustur (27). Bu iki elemana ek olarak, diger bir
hiicreler arasi matriks elemanlarindan vitronektinin kito-
san ile olusturulan 3B sferoid yapilar tizerine literattrde
bir ¢alisma bulunmamaktadir. Ayrica literatiirde bu tg
farkli hiicreler arast matriks elemanlarinin, 3B sferoid
olusumu iizerine avantajlar1 ve dezavantajlarim karsilagti-
ran bir genis ¢capli ¢aliyma da bulunmamaktadir. Caliyma-
mizda bu ¢ hiicreler aras1 matriks elemanimin HEK293
insan embriyonik bébrek hiicrelerinin sferoid olusumuna
olan etkileri ve de kiiltiire edilen hiicrelerden hiicreler arasi
matriks elemanlarimin en genis ailesi olan kollajenin tip 1
ve tip 4 alt tiplerinin salinimi tizerine olan etkileri aragtiril-
migtir. Kitosan yapisinin ve hiicreler arasi matriks eleman-
lar ile kaplanmasimin, ii¢ boyutlu olusuma neden olmasi
neticesinde hiicrelerin birbiri ile etkilesimini ve hiicrelera-
rast olusumlarin bag mimar: olan Kollajen tipl ve tip 4’tiin
salimmmu lizerine olan etkileri cahiymamizda giin yiiziine
gikarilmigtir. Ayrica olusan ti¢ boyutlu yapilar ile Kollajen
tip | ve tip 4 salinim korelasyonu literatiirde ilk defa calig-
mamizda gosterilmigtir. Daha once toksisite veya hiicresel
DNA partikil alimi aragtirnlmalarinda kullanilan HEK293
ve kitosan, ¢caligmamizda ti¢ boyutlu kiiltir aragtirmasinda
birlikte kullanmilmig olmasi ¢aliymamizi literatiirdeki diger
caliymalardan ayirmaktadir (28, 29).

Kitosanin, hiicrelerin tek tabakali biylimesi yerine g
boyutlu btytimesini tetikleyerek sferoid olusumuna yol
actugr literatirde bilinmektedir (30). Kitosan yiizeyinin
kollajen tip 1 ile kaplanmasi sonrasinda olusan sferoid yapi-
larinin daha kiigtik ve daha fazla odakh oldugu gorilmek-
tedir. Kollajenin hticrelerin yiizeye baglanmasini artirmasi
sonucuyla 3B olusumu negatif yonde etkileyecegi agikadir.
Ayni durum diger iki hiicreler arasi matriks elemanlar:
(Vitronektin ve Jelatin) igin de gegerlidir. Elde edilen sonuc-
lar dogrultusunda jelatin ile kaplanan kitosan yiizeyinde
olugan sferoidlerde hiicresel yogunlugun daha az olmasma
ragmen daha yaygm bir tic boyutlu olusum gozlenmek-
tedir. Ikili kombinasyonlarm kullamlmasi sonucunda ise
kollajen+vitronektin kullanimi sferoid olusumunu minimal
seviyeye indirmekte; kollajen+jelatin kullanimi ise daha
yaygm, daha az odakli biitinsel sferoid olusjumuna neden
olmaktadir. Bu kollajen+jelatin ikilisine vitronektin eklendi-
ginde ise ti¢ boyutlu olugumlarin ve de sferoid yapilarindaki
hiicresel yogunlugun azaldigi gortlmektedir. Bu veriler
dogrultusunda vitronektinin ortama eklenmesi hticrelerin
¢ boyutlu biiytyerek sferoid olusumundan ¢ok iki boyutlu
(tek tabakalr) hiicresel btiyimeye yol agtigr goriilmektedir.

Vitronektinin ve jelatinin kollajene ek olarak sferoid
olusumlar tizerinde yapug: bu etkilerin doz bagimh olup
olmadigin1 anlamak icin planlanan deneyde; vitronekti-
nin lpg/mL dozu tUgiinct gun sferoid olusum odaklarim
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azaltip daha buyiik sferoid yapilarinin olugmasma neden
oldugu gorilmiisttr. Ayrica ayn etkiyi kiltir stiresi uzadi-
ginda da (onuncu glinde) gostermektedir. Fakat vitronek-
tin dozu artik¢a sferoid olusumlar: azalmakta ve olusan tig
boyutlu yapilar kii¢iilmektedir. Bunlara ek olarak jelatinin
kollajene eklenmesi ile olugan sferoidler, sadece kollajen
varhiginda olugan sferoidlerden yapisal bakimdan daha
kiigik ve miktar bakimindan daha azdir. Buna ragmen
olusan sferoid yapilari daha yaygin olarak karsimiza
¢ikmaktadir. Kollajene ek olarak eklenen diger elemanlarin
dozunun artig1 hiicrelerin, hiicre kiiltiirii yiizeyinin hiicreler
bakimindan tutulum saglamasim artirmaktadir. Bu artmig
yuzey tutulumu hiicrelerin sferoid olusumunu azaltmakta
ve hiicreleri tek tabaka olarak biiytimeye yonlendirmekte-
dir. Bu hiicreler arast matriks elemanlarimin kombinasyon-
larinm ve konsantrasyonlariin degistirilmesi ile hticrelerin
istedigimiz boyutta ve odak sayisinda sferoid yapi olug-
turmasi saglanabilinir. Bu veriler dogrultusunda bundan
sonraki yapilacak c¢aliymalarda elde edilmesi hedeflenen
tic boyutlu (sferoid) yapinin 6zellikleri (sayisi, alani, dagi-
limu, vb...), bu hiicreler arasi matriks elemanlarmin degisik
konsantrasyonlarinin hesaplanmasi ve optimize edilmesi ile
saglanabilecegi gosterilmistir.

Onuncu giindeki sferoid olugyumlar: incelendiginde vitro-
nektinin ve jelatinin lpg/ml konsantrasyonunun uzun
doénem sferoid yapilari tizerine en olumlu dozlar oldugu
gortilmesi nedeniyle hiicreler arasi matriks elemanlar: sali-
nim analizinde bu dozlar kullanildi. Yapilan ELISA sonu-
cunda ortama salman tip 1 kollajen miktarmin kitosan
yiizeylerde, normal iki boyutlu kiiltiirden anlamli bir gekilde
artugl gozlenmistir. Bu veriler dogrultusunda ytzeye tutu-
lum saglayamayan hticrelerin bir organizasyon saglamaya
¢alismasi neticesinde kollajen salinimi artirdigini digtinmek
yanlg olmayacaktir. Bu verilere uyumlu olarak kitosan
yuzeyin kollajen tip 1 ile kaplanmasi sonrasinda hiicreler-
den kollajen tip 1 salimmu (kitosan yiizeye gore) anlamh
bir sekilde azalmaktadir. Kollajen tip 1 ile yilizeyin kaplan-
mast hticrelerin yiizeye daha fazla tutunmasina yol agarak
hiicrelerin organizasyon olusturma ve bir yiizeye tutunma
¢abasi nedeniyle salinim yaptigi kollajen tip 1 miktarini
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azaltmaktadir. Bu bilgilere ek olarak kollajen tip 1'in jela-
tin ile kombinasyonunda, vitronektin ile olan kombinasyo-
nuna gore daha fazla hiicresel kollajen tip 1 salinimi oldugu
gorilmektedir. Bu meydana gelen degisiminin kollajen tip
1 ile smirli olup olmadigin gérmek icin diger bir kollajen
alt tipi olan tip 4 salimmini da inceledigimizde kitosan
varhigmin tip 4 kollajen salimimininin da (iki boyutlu hiicre
killtirine oranla) artirdigi goérilmektedir. Aymi sekilde
kitosan ytizeylerin kollajen tip 1 ile kaplanmas: da hticre-
lerin ortama salgiladig1 kollajen tip 4 miktarim anlamh bir
sckilde azaltmaktadir. Kollajen tip 1 ile diger hiicreler arasi
matriks elemanlarinin kombine edilmesi de ortama salinan
kollajen tip 4 miktarim azaltmaktadir. Bu veriler kollajen
tip 1 i¢in kurulan hipotez ile dogru orantili olarak, hiicresel
yiizey tutulumunu artirmak (sferoid yapilarimin kiigtilmesi/
azalmasi) hiicreler arasi matriks elemanlarinin ortama sali-
nimini azalttigi anlamina gelebilir.

SONUC

Hiicreler arasi matriks elemanlart kitosan yiizeylerde
birbirinden farkh sferoid olusumuna yol agmaktadir. Bu
farkhilik kullamilan htcrelere bagh olabilecegi ve ¢alisma-
mizda sadece bir hticre hatt1 kullamildigr i¢in; 3B ¢alisma-
lardan 6nce kullanilacak kitosan ytizeylerin optimizasyonu
oldukca 6nemlidir. Kitosan ylzeye hangi hiicreler arasi
matriks elemanlarmin secilecegi 6n ¢alismalar ile belir-
lenmelidir. Tlk ginlerde farklihk gériilmemesine ragmen
hiicre killtiriintin devamu sferoid olusumlarinda farkh etki-
lerin gorilmesine yol agmaktadir. Segilecek hiicreler arasi
matriks elemanlar: hiicrelerin ortama salgiladiklar kompo-
nentlerin degisimine neden olmaktadir. Hiuicresel yizey
tutulumunu artirmak (sferoid yapilarimin kigtilmesi/azal-
masi) hiicreler aras1 matriks elemanlarinin ortama salini-
min azaltmaktadir. Ayrica bu ¢alismada gergeklestiren ve
literatiirde daha 6nce tanimlanmamus sferoidlerin histolojik
analizini elverigli hale getiren metodun, ti¢ boyutlu htcre
kilttri ¢ahigmalarinda buiytuk avantaj saglayacagi kesin
olmakla beraber, caliymanin tek hiicre hattinda yapilmug
olmasi nedeniyle ileri aragtirmalarin yapilmas: bilimsel bilgi
birikimi i¢in olduk¢a 6nemlidir.
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