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ÖZ
Amaç: Son zamanlarda in vivo ve klinik çalışmalara uyarlanmasının daha kolay olması nedeniyle üç 
boyutlu kültür oluşturulması oldukça önem kazanmıştır. Üç boyutlu kültür çalışmaları açısından hem 
maliyeti hem de farklı hücrelerde uygulanabilmesi nedeniyle kitosan materyali ön plana çıkmaktadır. 
Projemizde hücreler arası matriks elemanlarının kitosan yüzeylere kaplanmasının, hücresel sferoid 
oluşumuna ve Hücrelerarası Matriks Elemenları (HME) salınımına olan etkileri araştırılmıştır.
Gereç ve Yöntemler: Bu çalışmada, HEK293 insan embriyonik böbrek hücre hatlarında farklı 
hücreler arası matriks elemanları ile kaplanmış kitosan yüzeylerde oluşturdukları sferoid yapıları mik-
roskop altında incelenmiştir. Ayrıca HEK293 hücrelerinin ortama salgıladıkları kollajen miktarları 
ELISA yöntemi ile tespit edilmiştir.
Bulgular: Farklı hücreler arası matriks elemanları ve onların konsantrasyonlarının HEK293 hücre-
lerinin sferoid oluşumlarını farklı etkilediği tespit edilmiştir. HEK293 hücreleri yaygın olmayan ama 
büyük sferoid odakları oluştururken, ortamda sadece kollajen tip 1 ve jelatinin varlığında daha yaygın 
ve bütün yüzeye yayılım gösteren sferoidler oluşturmaktadır. Vitronektin ise sferoid oluşumunu nega-
tif yönde etkilemektedir. Ayrıca hücreler arası matriks elemanlarının farklı dozları ve kombinasyonları 
ortama salınan kollajen tip 1 ve kollajen tip 4 miktarını etkilediği saptanmıştır.
Sonuç: Değişen hücreler arası matriks elemanları ve konsantrasyonu 3 Boyutlu (3B) kültür oluşumu-
nu etkilemektedir. Hücrelerin sferoid oluşumunun artışını sağlayan koşulların, hücrelerden ortama 
salgılanan kollajen miktarını değiştirdiği de gösterilmiştir.
Anahtar Sözcükler: 3 Boyutlu Kültür, 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 in vivo 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 
(HEK293) 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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GİRİŞ
Hücre kültürü deneyleri biyolojik bilimlerin temelini oluş-
turmakta ve önemli buluşların oluşturulmasında önem arz 
etmektedir. 

Hücre kültürü tıbbi bilimlerin en önemli basamaklarından 
biri olsa da hücrelerin sadece yatay ortamda büyümesine 
(2-boyutlu) izin vermesi nedeniyle bazı kısıtlamalara sahip-
tir. 2B (2-boyutlu) hücre kültüründe hücrelerin büyüme-
sinde meydana gelen kontak inhibisyon, bütün hücrelerin 
bir organizasyon göstermeden kendi kaderini yaratması 
nedeniyle gerçek bilimsel verilerin elde edilmesinde bazı 
problemlere ve yanılsamalara neden olacağı aşikârdır. 
Ayrıca şu bir gerçektir ki; in vivo dokulardaki hücreler, plas-
tik bir tabak üzerine kaplanmış tipik kültürlenmiş hücre-
lerden çok farklı bir mikro çevreye maruz kalmaktadır (1). 

Son zamanlarda bu hücre kültüründeki kısıtlamaların 
önüne geçilmesi için in vitro ortamda 3 boyutlu (3B) hücre 
kültürü çalışmaları hız kazanmaktadır. Bu hızlanmanın 
nedeni, 3B model olarak kültürlenen hücrelerin kompleks 
in vivo koşullara daha yakın özellikler sergilemesidir (2). 3B 
kültür modellerinin in vivo uygulamalara adapte edilmesinin 
daha gerçekçi ve kolay olduğu kanıtlanmıştır. İki boyutlu 
hücre kültürü bize mükemmel homojen bir çalışma mater-
yali sağlarken, 3B hücre kültürü hücreleri doğal koşullara bir 
adım daha yaklaşacak şekilde davranmaya iter. Bu neden-
lerle 3B kültür modelleri in vivo uygulamalar için çalışma 
bulgularını çevirmede daha gerçekçi bir yöntemdir (3).

Optimum 3B koşulu gerekliliklerinin hücre tipleri arasında 
değiştiği ve 3B kültürlerindeki kullanılan yöntemlere göre 
değiştiği de bilinmektedir (3). 3B kültür oluşturulmasında 
altı ana grup içerisinde sınıflandırılmış materyalin litera-
türde kullandığı bilinmektedir (3). Bu gruplar;

1. Hücreler arası Matriks (Doğal)
2. Hücreler arası Matriks (Sentetik)
3. Biyolojik ve Sentetik hibritler
4. Metaller
5. Seramik ve biyoaktif camlar
6. Karbon nanotüpler’dir.

Bu gruplarda bulunan materyaller ile oluşturulan her üç 
boyutlu hücre kültür metodunun birbirine karşı farklı avan-
tajları bulunmaktadır. Ama her laboratuvarda kullanılabi-
linecek basitlikte ve de maliyette olması nedeniyle genelde 
doğal hücreler arası matriks elemanları daha çok tercih 
edilmektedir. Bunlar arasında en sık kullanılanlar ise kito-
san, kollajen, vitronektin ve jelatindir.

Kitosan, beta-(1->4)-bağlı N-asetil-D-glukosamin ve 
D-glukozamin birimlerinin bir kopolimerdir ve kitinin 
deasetilasyonu ile elde edilir, eklem bacaklı ekzostonlarda 
bulunur. Glikosaminoglikanlar (GAG) ve hiyalüronik asit 
ile bazı özellikleri paylaştığından, çeşitli doku mühendisliği 

uygulamalarında kullanılır (4). Ek olarak kitosanın biyobo-
zunur, biyouyumlu, antijenik olmayan, toksik olmayan ve 
iki yönlü özellikleri, bu polimeri yara sargıları ve ilaç taşıma 
sistemi (5) açısından uygun bir malzeme hâline getirir. 
Kitosanın hücre bağlanması ve çoğalmasında rol oynadığı 
bilinmektedir (6).
Hücreler arası matriks yapısında en sık bulunan kollajen, 
Amerika Birleşik Devletleri Gıda ve İlaç Dairesi (FDA) 
tarafından yara sargıları ve suni deri dahil olmak üzere 
birçok tıbbi uygulama için onaylanmıştır (7, 8). Kollajen, 
RGD gibi hücre yapışma alanı sekansları içerir ve böylece 
fenotip ve çeşitli hücrelerin fonksiyonlarının korunmasına 
yardımcı olur.
Vitronektin (VN), hücreler ve ECM arasında integrin-
ler, plazminojen aktivatör inhibitörü-1 (PAI-1) ve üroki-
naz plazminojen aktivatör reseptörü (uPAR) gibi çeşitli 
ligandlar aracılığıyla bir bağlantı görevi gören yapışkan 
bir glikoproteindir. Plazmada monomerik veya dimerik bir 
yapı (katlanmış veya doğal form) olarak ve birkaç dokunun 
hücreler arası matriksinde multimerik bir oluşum (katlan-
mamış veya aktif form) olarak bulunur (9, 10).
Jelatin, kollajenin kısmi denatürasyonu ile elde edilen doğal 
bir proteindir. Hücre yapışması için uygun fonksiyonel 
grupları korur ve biyolojik olarak bozunabilir, biyouyumlu 
ve immünojenik olmayan yapısı jelatini uygun bir malzeme 
hâline getirmektedir (11, 12).
Literatürde bu materyallerin tek başlarına kullanım-
ları mevcuttur. Bunlara ek olarak yapılan çalışmalarda 
kitosan’a kollajen veya jelatin kombine edilmesiyle oluştu-
rulmuş üç boyutlu kültür çalışmaları da literatürde yaygın 
olarak kullanılmaktadır (13-17). Fakat bu materyallerin 
birden farklı kombinasyonlarının hücresel sferoid oluşu-
muna etkileri daha önce literatürde karşılaştırılmamıştır. 
Aynı şekilde farklı kombinasyonların, hücrelerin bulunduk-
ları ortama (mikroçevreye) hücreler arası matriks eleman-
larını salgılama potansiyelleri üzerine olan etkileri de daha 
önce araştırılmamıştır. 
Çalışmamızda bu elemanların birden farklı kombinasyon-
larının, hücresel biyoloji ve biyoteknoloji araştırılmalarında 
en sık kullanılan hücre hatlarından biri olan HEK293 
insan embriyonik böbrek hücrelerinde (18) üç boyutlu 
kültür oluşumuna olan etkileri ve de hücreler tarafından 
bulundukları ortama hücreler arası matriks elemanlarını 
salgılama potansiyelleri üzerine olan etkilerinin araştırıl-
ması hedeflenmiştir. Hücrelerin 3B oluşumları mikroskop 
altında analiz edilmiş olup, salınım gösteren hücreler arası 
matriks elemanlarının miktarı ELISA yöntemi ile tespit 
edilmiştir. ELISA yöntemi ile tespit edilen matriks eleman-
ları Kollajen tip 1 ve Kollajen tip 4’dür. Kollajen tip 1 
en genel hücreler arası matriks elemanı iken; kollajen tip 
4 böbrek yapısında bulunan en sık hücreler arası matriks 
elemanlarından biridir. Çalışmamızda embriyonik böbrek 
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hattı kullanmamız nedeniyle Kollajen tip 4 salınımı projeye 
dahil edilmiştir.

GEREÇ ve YÖNTEMLER
Kitosan kaplamanın oluşturulması
%1’lik kitosan solüsyonu oluşturmak için; toz kitosan 
(Sigma, Cat:# 448869-250G) 50 mM glasiyel asetik asit 
içeren deiyonize H2O içerisinde tamamen eriyene kadar 
manyetik bir karıştırıcı üzerinde karıştırıldı. Çözülme-
miş partiküllerin uzaklaştırılması için hazırlanan solüsyon 
5.000 rpm’de 1 saat oda sıcaklığında santrifüj işlemine 
tabi tutuldu. Toplam santimetre kare başına 0.1 ml kito-
san çözeltisi gelecek şekilde hücre platelerine döküldü ve 
gece boyunca 37 °C’de bir inkübatörde kurutuldu (Deney-
ler 6,12 ve 24 kuyulu plate’de gerçekleştirildi.). Daha sonra 
plate tabanında oluşan kitosan zarları, 0.1 M NaOH ile 
nötralize edildi, %70 etanol ile ve ardından UV ışığı altında 
sterilize edildi.

Kollajen, Vitronektin ve Jelatin kaplama
Ticari olarak alınan Kollajen tip 1 (Sigma, Cat No# 
08-115), Vitronektin (Sigma, Cat No# SRP3186) ve Jela-
tin (StemCell Cat No# 07903, Sigma, Cat No#G9391) 
kullanım belgelerine göre sulandırıldı (1xPBS ve distile su) 
ve ana stok oluşturuldu. Daha önce literatürde belirtildiği 
üzere bu hücreler arası matriks elemanlarının tek tek veya 
kombinasyonlarının kullanımı ile hücre kültürü petrileri 
kaplandı (19-22). Her kuyuya deneyde belirtilen konsant-
rasyonlarda solüsyon eklendi. Kuyu yüzeyini kaplayacak 
olan solüsyonun konsantrasyonu ilk deneyde her bir hücre-
ler arası eleman için 4 µg/mL olarak kullanıldı. Sabit bir 
eleman varlığında değişken hücreler arası matrik eleman-
ları deneyinde ise kaplamak için kullanılan solüsyonun final 
konsantrasyonu sabit hücreler arası matriks elemanı için 1 
veya 4 µg/mL, değişen diğer elemanlar için 1-4-8-16µg/
mL olacak şekilde planlandı.

Hücreler arası matriks elemanlarının yüzeye yapışmasına 
izin vermek için çözelti 37°C’de 3 saat boyunca veya 4oC’de 
gece boyu çalkalayıcı üzerinde inkübe edildi. İnkübasyon 
sonrasında solüsyon kuyulardan uzaklaştırıldı. Kitosan 
zarları, %10 FBS ve penisilin/streptomisin ile desteklen-
miş DMEM ortamında 20 dakika dengelendi. Hücre ekimi 
öncesi dengelemek için kullanılan besiyeri uzaklaştırıldı. 

Deney planında kullanılan 2B kültürde herhangi bir 
kaplama yapılmadan, sadece kitosan kaplanan yüzey-
lerde ise kitosan kaplandıktan sonra hücreler arası matriks 
elemanları kullanılmadan aynı işlemler uygulandı.

Hücre Kültürü
Çalışmamızda, ticari olarak satın alınan İnsan Embriyo-
nik Böbrek Hücre Hattı olan HEK293 hücreleri (ATCC, 
CRL-1573) kullanılmıştır. Bu hücrenin kullanılmasının 
nedeni bazal bir hücresel metabolizmaya sahip olması ve 

epitelyal yapıda bulunan bir hücre hattı olmasıdır. Hücre-
ler L-glutamin (Lonza), esansiyel olmayan amino asitler, 
sodyum pirüvat, %10 Fetal Dana Serumu (FBS-Biochrom 
cat. No: S0115), Penisilin/ Streptomisin/Amfotersin B 
(BI-03033113) ve gentamisin eklenerek; %5 CO2’lik atmos-
fer, %95 nem ve 37oC’lik inkübatörde çoğaltılmıştır.

ELISA
Oluşan üç boyutlu yapılardaki ortama salgılanan Kollajen 
tip 1, Kollajen tip 4 miktarı ölçmek için ELISA yöntemi 
kullanıldı. Hücre kültüründen alınan süpernatantlar Kolla-
jen tip 1 (Elabscience, #E-EL-H0869) ve Kollajen tip 4 
(Mybiosource, #MBS725110) ELISA kitleri içerisinde 
bulunan firmanın önerdiği protokole tabii tutularak belirti-
len hücreler arası matriks eleman miktarları belirlendi.

Oluşturulan sferoidlerin histolojik 
görüntülenmesi
Üç boyutlu yapı oluşturulan hücreler 15 dk %3 parafor-
maldehit ile fikse edildi. Paraformaldehit muamelesi sonra-
sında kuyular 1XPBS ile yıkandı ve kuyulara hazırlanmış 
soğumaya bırakılmış %2’lik agaroz jel döküldü. Bir buçuk 
saat oda sıcaklığında agaroz jelin donması için inkübas-
yona bırakıldı. Jelin donmasından sonra 5 dakika +40C’de, 
5 dakika -200C’de ve 2 dakika -800C’de inkübe edildi. 
Bistüri yardımıyla kuyuların kenarından ayrılan agaroz 
jele gömülü hücreler %70 ethanol içine konuldu. Doku 
takibi işlemi için sırasıyla %80, %90 ve %100 ethanol içine 
alınan hücreler ksilol ile şeffaflaştırıldıktan sonra parafine 
gömüldü. Gömülü hücrelerden 4 mikron kalınlığında kesit-
ler alındı ve hematoksilen&eozin boyaması gerçekleştiril-
dikten sonra mikroskop altında görüntülendi.

İstatistiksel Analiz
Mikroskop görüntülerindeki üç boyutlu oluşumların alan 
hesaplaması ve sayıları Kameram uygulaması kullanılarak 
yapıldı. Sferoid yapılarının istatistiksel analizleri ve grafik-
leri GraphPad Prism programı kullanılarak yapıldı. Aynı 
şekilde ELISA yönteminde elde edilen sonuçlar da Graph-
Pad Prism programı ile analiz edilmiştir. 

BULGULAR
Kitosan protokolü ile 3 boyutlu kültürün 
denenmesi
Literatürde belirtilen ve de herhangi bir hücreler arası 
matriks elemanları bulunmayan Kitosan ile kaplı yüzeyde 
kültür edildiğinde hücrelerin tek tabaka (monolayer) 
büyüme paterni yerine sferoid olarak büyüdüğü gözlem-
lendi (Şekil 1 A,B).

Kitosan ile birlikte hücreler arası 
elemanlarının birlikte kullanılması 
Kitosan muamelesi sonrası 24 kuyulu plateler ayrı ayrı 4 
µg/mL final konsantrasyonda olacak şekilde Kollajen tip 
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Sabit Kollajen tip 1 ile kaplanmış kitosan 
bazlı üç boyutlu hücre kültüründe 
Vitronektin ve Jelatinin değişen 
miktarlarının sferoid oluşumuna etkisi
Sabit kollajen tip 1 varlığına ek olarak değişen miktarlarda 
vitronektin ve jelatin varlığının kollajen tip 1 elemanının 
oluşturduğu üç boyutlu sferoidlere olan etkisini araştırmak 
için, 24 kuyulu plateleri kaplanmasında kullanılan kollajen 
tip 1 miktarını 1 µg/mL dozunda sabit tutarak; vitronektin 
ve jelatinin 1-4-8 µg/mL değişen dozlarını kollajen tip 1 ile 
kombine edildi. 10.000  hücre/kuyu hücre ekimi yapıldı ve 
üç gün inkübasyona bırakıldı.

Üçüncü gün mikroskop altında yapılan incelemede; kito-
san kaplaması içeren kuyuların içermeyen kuyulara göre 
(normal hücre kültürü yüzeyine göre) anlamlı bir şekilde 
üç boyutlu yapı oluşturduğu görülmektedir (p≤0.05) (Şekil 
3A). Buna ek olarak kitosan yapısına 1 µg/mL kollajen tip 
1 eklendiğinde, oluşan sferoid yapılarının daha küçük ve 
çok odaklı olduğu görüldü. Kollajen ile birlikte vitronek-

1, Vitronektin ve Jelatin ile ayrı ayrı kaplandı ve 3 gün süre 
ile takip edildi. Mikroskop altında yapılan takip sonucunda 
beklendiği gibi kitosanın 3B oluşuma neden olduğu görüldü 
(Şekil 2). Hücreler arası matriks elemanları içerisinde jela-
tinin tek başına kullanımı diğer iki elemanlara (kollajen ve 
vitronektin) göre daha çok 3 boyutlu yapıya neden olduğu 
görüldü. Kollajen ve vitronektinin beraber kullanımı üç 
boyutlu sferoid oluşumunu azaltırken iki boyutlu hücresel 
büyümeye yol açmaktadır. Kollajen ve jelatinin beraber 
kullanılması ise üç boyutlu yapılanmanın, yalnızca kolla-
jen kullanılan gruptan daha fazla olmasına neden olduğu 
görüldü. Bunlara ek olarak Vitronektin ve de jelatinin 
birlikte kullanımı ise ikili kombinasyon içerisinde en çok 3B 
kültürüne izin vermektedir. Sadece kitosan kullanımı çok 
odaklı 3B oluşumlara neden olurken, vitronektin ve jelati-
nin kitosan’a eklenmesi daha diffüz/yaygın bir üç boyutlu 
yapılanmaya yol açtığı görülmektedir. Yapılan deney 
doğrultusunda sabit kollajen tip 1 kaplamasına ek olarak 
kullanılan diğer hücreler arası matriks elemanlarının üç 
boyutlu sferoid oluşumlarına etkili olduğu görüldü.

Şekil 1: Kitosan protokolü ile 3 boyutlu hücre kültürünün mikroskop altında görüntülenmesi A) 4X büyütmedeki görüntüsü B) 20X 
büyütmedeki görüntüsü.

A B

Şekil 2: Kitosan yüzey ile birlikte hücreler arası matriks elemanlarının birlikte kullanımı ile oluşan üç boyutlu sferoidlerin 20X 
büyütmedeki mikroskop görüntüleri (Kit: Kitosan, Kol: Kollajen, Vit: Vitronektin, Jel: Jelatin)
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Şekil 3: Sabit Kollajen tip 1 miktarı ile vitronektinin değişen miktarlarının sferoid oluşumuna etkisi A) Üçüncü gün 10X büyütmedeki 
mikroskop görüntüleri B) Onuncu gün 10X büyütmedeki mikroskop görüntüleri (***: p≤0.001; **: p≤0.01; *: p≤0.05) (İstatistiksel 
analizler 2B kültür grubu ile karşılaştırılarak yapılmıştır.)

Şekil 4: Sabit Kollajen tip 1 miktarı ile jelatinin değişen miktarlarının sferoid oluşumuna etkisi A) Üçüncü gün 10X büyütmedeki 
mikroskop görüntüleri B) Onuncu gün 10X büyütmedeki mikroskop görüntüleri (***: p≤0.001; **: p≤0.01; *: p≤0.05) (İstatistiksel 
analizler 2B kültür grubu ile karşılaştırılarak yapılmıştır.)
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Sabit Vitronektin ve Jelatin ile kaplanmış 
kitosan bazlı üç boyutlu hücre kültüründe 
Kollajen Tip 1’in değişen miktarlarının 
hücreler arası matriks elemanlarının 
salınımına etkisi
Sabit vitronektin ve jelatin varlığında değişen kollajen tip 1 
miktarlarının ortama salınan hücreler arası matriks eleman-
larının seviyesine olan etkilerinin araştırılması için 1µg/mL 
vitronektin veya jelatin varlığında değişen miktarlarda (1-4-
8-16 µg/mL) kollajen tip 1 ile kaplanan kitosan yüzeylerde 
yapılan kültürden onuncu gün süpernatantlar toplandı. 
Süpernatantlar ile gerçekleştirilen ELISA sonuçlarına göre, 
kitosan kaplı yüzeylerde kültüre edilen ve sferoid oluşturan 
HEK293 hücrelerinin, tek tabaka (monolayer) ile kıyas-
landığında ortama salgıladıkları kollajen tip 1 miktarının 
arttığı gözlemlenmiştir (p≤0.0001) (Şekil 5). Kitosan yüze-

tin varlığında ise artan vitronektin oranı ile doğru orantılı 
olarak, 3 boyutlu oluşum yapılarının daha düzensiz olduğu 
ve odak sayılarının azaldığı görülmüştür. 

Hücre kültürünün takibi devam ettiğinde (10. gün) 1µg/
mL kollajen tip 1 ve 1 µg/mL vitronektin varlığında oluşan 
sferoid yapılarının daha büyük ve sferoidlerin birleşerek 
daha büyük bir oluşum içinde olduğu görülmüştür (Şekil 
3B). İçerdikleri az miktarda küçük odaklar nedeni ile ista-
tistiksel olarak bir anlamlılık içermese de oluşan odakların 
ortalama hacimleri diğer gruplardan daha büyüktür.

Kollajen tip 1 ile jelatinin kombinasyonu incelendiğinde ise 
ilk üç gün jelatinin doz bağımsız olarak eklenmesi, sferoid 
yapı oluşumunu pozitif yönde etkilememiştir (p>0.05) (Şekil 
4A). İnkübasyonun devamında ise kollajene ek olarak kullanı-
lan jelatin, birden fazla odak oluşumuna ve de sferoid çapları-
nın küçülmesine neden olduğu görülmüştür (Şekil 4B).

Şekil 5: Sabit vitronektin ve jelatin konsantrasyonunda, değişen 
Kollajen tip 1 miktarının ortama salınan Kollajen tip 1 miktarı 
üzerine etkisinin belirlenmesi (***: p=0.0005, ****: p≤0.0001).

Şekil 6: Sabit vitronektin ve jelatin konsantrasyonunda, değişen 
Kollajen tip 1 miktarının ortama salınan Kollajen tip 4 miktarı 
üzerine etkisinin belirlenmesi (**: p<0.0015, ****: p≤0.0001).

Şekil 7: Oluşan üç boyutlu sferoid yapıların histolojik analizi A) sferoid yapının yüzeyden Agaroz jel ile ayrıştırılmasından sonra 
oluşan sferoid alanının gösterilmesi B) Oluşan sferoid yapının Hematoksilen&Eozin boyaması, 4X objektif C) Oluşan sferoid yapının 
Hematoksilen&Eozin boyaması,20X objektif. Ok ile gösterilen alan sferoid yapının yüzeye tutunduğu alanı göstermektedir.

A B C
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ve bu iki elemanın sferoid oluşum kapasitelerinden çok yara 
iyileşmesi üzerine olan etkilerinin karşılaştırılması çalışma 
konusu olmuştur (27). Bu iki elemana ek olarak, diğer bir 
hücreler arası matriks elemanlarından vitronektinin kito-
san ile oluşturulan 3B sferoid yapıları üzerine literatürde 
bir çalışma bulunmamaktadır. Ayrıca literatürde bu üç 
farklı hücreler arası matriks elemanlarının, 3B sferoid 
oluşumu üzerine avantajları ve dezavantajlarını karşılaştı-
ran bir geniş çaplı çalışma da bulunmamaktadır. Çalışma-
mızda bu üç hücreler arası matriks elemanının HEK293 
insan embriyonik böbrek hücrelerinin sferoid oluşumuna 
olan etkileri ve de kültüre edilen hücrelerden hücreler arası 
matriks elemanlarının en geniş ailesi olan kollajenin tip 1 
ve tip 4 alt tiplerinin salınımı üzerine olan etkileri araştırıl-
mıştır. Kitosan yapısının ve hücreler arası matriks eleman-
ları ile kaplanmasının, üç boyutlu oluşuma neden olması 
neticesinde hücrelerin birbiri ile etkileşimini ve hücrelera-
rası oluşumların baş mimarı olan Kollajen tip1 ve tip 4’ün 
salınımı üzerine olan etkileri çalışmamızda gün yüzüne 
çıkarılmıştır. Ayrıca oluşan üç boyutlu yapılar ile Kollajen 
tip 1 ve tip 4 salınım korelasyonu literatürde ilk defa çalış-
mamızda gösterilmiştir. Daha önce toksisite veya hücresel 
DNA partikül alımı araştırılmalarında kullanılan HEK293 
ve kitosan, çalışmamızda üç boyutlu kültür araştırmasında 
birlikte kullanılmış olması çalışmamızı literatürdeki diğer 
çalışmalardan ayırmaktadır (28, 29).

Kitosanın, hücrelerin tek tabakalı büyümesi yerine üç 
boyutlu büyümesini tetikleyerek sferoid oluşumuna yol 
açtığı literatürde bilinmektedir (30). Kitosan yüzeyinin 
kollajen tip 1 ile kaplanması sonrasında oluşan sferoid yapı-
larının daha küçük ve daha fazla odaklı olduğu görülmek-
tedir. Kollajenin hücrelerin yüzeye bağlanmasını artırması 
sonucuyla 3B oluşumu negatif yönde etkileyeceği aşikâdır. 
Aynı durum diğer iki hücreler arası matriks elemanları 
(Vitronektin ve Jelatin) için de geçerlidir. Elde edilen sonuç-
lar doğrultusunda jelatin ile kaplanan kitosan yüzeyinde 
oluşan sferoidlerde hücresel yoğunluğun daha az olmasına 
rağmen daha yaygın bir üç boyutlu oluşum gözlenmek-
tedir. İkili kombinasyonların kullanılması sonucunda ise 
kollajen+vitronektin kullanımı sferoid oluşumunu minimal 
seviyeye indirmekte; kollajen+jelatin kullanımı ise daha 
yaygın, daha az odaklı bütünsel sferoid oluşumuna neden 
olmaktadır. Bu kollajen+jelatin ikilisine vitronektin eklendi-
ğinde ise üç boyutlu oluşumların ve de sferoid yapılarındaki 
hücresel yoğunluğun azaldığı görülmektedir. Bu veriler 
doğrultusunda vitronektinin ortama eklenmesi hücrelerin 
üç boyutlu büyüyerek sferoid oluşumundan çok iki boyutlu 
(tek tabakalı) hücresel büyümeye yol açtığı görülmektedir.

Vitronektinin ve jelatinin kollajene ek olarak sferoid 
oluşumlar üzerinde yaptığı bu etkilerin doz bağımlı olup 
olmadığını anlamak için planlanan deneyde; vitronekti-
nin 1µg/mL dozu üçüncü gün sferoid oluşum odaklarını 

yin kollajen tip 1 kaplanması sonucunda ise ortama salınan 
kollajen miktarının anlamlı olarak azaldığı görülmektedir 
(p≤0.001). Bu verilere ek olarak kollajene eklenen jelatinin, 
vitronektine göre kollajen salınımını değiştirdiği gözlem-
lenmiştir. Bu doğrultuda hem kollajen tip 1 miktarı hem 
de diğer hücreler arası matriks elemanlarının bulunması, 
ortama salınan kollajen tip 1 seviyesini değiştirmektedir.

Ortama salınan kollajen tip 4 miktarı incelendiğinde ise 
kitosan yüzey kaplamasının, kollajen tip 1’e benzer şekilde, 
monolayer hücre kültürüne oranla daha çok kollajen tip 4 
salınımına neden olduğu görülmektedir (p≤0.0001) (Şekil 
6). Aynı şekilde kitosan yüzeyin kollajen tip 1 ile kaplan-
ması, hücrelerin kollajen tip 4 salınımını azaltmaktadır 
(p≤0.01). Kollajene ek olarak ortama vitronektinin veya 
jelatinin eklenmesi genel olarak kollajen tip 4 salınımını 
azaltmaktadır.

Oluşan üç boyutlu yapıların gösterilmesi
Elde edilen sferoid yapılarının agaroz jele gömülmesiyle 
doku takibi ve histolojik analizler için uygun kesit alınabi-
lindiği görüldü (Şekil 7A-C). Agaroz jel içerisinde sferoid 
yapıları kuyudan uzaklaştırıldığında kuyular mikroskop 
altında incelendi ve üç boyutlu yapıların yüzeyden uzak-
laştırıldığı görüldü (Şekil 7A). Kuyulardan uzaklaştırılan 
ve kesit alınarak hematoksilen ve eozin boyaması yapılan 
üç boyutlu sferoid yapılar incelendiğinde yüzey alanın 
üzerinde üç boyutlu bir büyümenin ve hücresel gruplaş-
manın olduğu görülmüştür (Şekil 7B,C). Bu şekilde sferoid 
dokuların incelenmesi literatür açısından yeni bir yöntem 
olarak görülmektedir.

TARTIŞMA
Hücre kültürü çalışmaları özellikle tıbbi bilimlerde kuru-
lan hipotezlerin ispatı için başvurulan yöntemlerin başında 
gelmektedir. Hücre kültüründe genel olarak kullanılan iki 
boyutlu (tek tabakalı) kültür yönteminin birçok avantajı 
olduğu kadar, kurulan hipoteze bağımlı olarak bazı deza-
vantajları da mevcuttur (23, 24). İki boyutlu hücre kültürü 
bize mükemmel homojen bir çalışma materyaliyken, 
hücrelerin birbiri ile etkileşimi ve organizasyonu üzerine 
planlanan çalışmalar için çok uygun bir çalışma materyali 
değildir (23, 24). Bu nedenle günümüzde in vitro koşul-
larda üç boyutlu hücresel büyümeyi sağlayan yöntemlerin 
araştırılması ve geliştirilmesi oldukça popülerdir. 3B kültür, 
hücreleri doğal koşullara bir adım daha yaklaşacak şekilde 
davranmaya itmektedir ve çalışmaları in vivo uygulamalara 
adapte etmek için daha gerçekçi bir yöntem olarak karşı-
mıza çıkmaktadır (23, 25). Literatürde in vitro kültür işle-
minde 3B çalışmalarında, maliyetinin daha uygun olması 
ve farklı hücrelerde kullanılabilir olması nedeniyle kitosan, 
bir adım öne çıkmaktadır (26).

Literatürde kitosan tabanlı 3B hücre kültürü genellikle 
kollajen veya jelatin kaplaması ile birlikte kullanılmaktadır 
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azaltmaktadır. Bu bilgilere ek olarak kollajen tip 1’in jela-
tin ile kombinasyonunda, vitronektin ile olan kombinasyo-
nuna göre daha fazla hücresel kollajen tip 1 salınımı olduğu 
görülmektedir. Bu meydana gelen değişiminin kollajen tip 
1 ile sınırlı olup olmadığını görmek için diğer bir kollajen 
alt tipi olan tip 4 salınımını da incelediğimizde kitosan 
varlığının tip 4 kollajen salınımınının da (iki boyutlu hücre 
kültürüne oranla) artırdığı görülmektedir. Aynı şekilde 
kitosan yüzeylerin kollajen tip 1 ile kaplanması da hücre-
lerin ortama salgıladığı kollajen tip 4 miktarını anlamlı bir 
şekilde azaltmaktadır. Kollajen tip 1 ile diğer hücreler arası 
matriks elemanlarının kombine edilmesi de ortama salınan 
kollajen tip 4 miktarını azaltmaktadır. Bu veriler kollajen 
tip 1 için kurulan hipotez ile doğru orantılı olarak, hücresel 
yüzey tutulumunu artırmak (sferoid yapılarının küçülmesi/
azalması) hücreler arası matriks elemanlarının ortama salı-
nımını azalttığı anlamına gelebilir.

SONUÇ
Hücreler arası matriks elemanları kitosan yüzeylerde 
birbirinden farklı sferoid oluşumuna yol açmaktadır. Bu 
farklılık kullanılan hücrelere bağlı olabileceği ve çalışma-
mızda sadece bir hücre hattı kullanıldığı için; 3B çalışma-
lardan önce kullanılacak kitosan yüzeylerin optimizasyonu 
oldukça önemlidir. Kitosan yüzeye hangi hücreler arası 
matriks elemanlarının seçileceği ön çalışmalar ile belir-
lenmelidir. İlk günlerde farklılık görülmemesine rağmen 
hücre kültürünün devamı sferoid oluşumlarında farklı etki-
lerin görülmesine yol açmaktadır. Seçilecek hücreler arası 
matriks elemanları hücrelerin ortama salgıladıkları kompo-
nentlerin değişimine neden olmaktadır. Hücresel yüzey 
tutulumunu artırmak (sferoid yapılarının küçülmesi/azal-
ması) hücreler arası matriks elemanlarının ortama salını-
mını azaltmaktadır. Ayrıca bu çalışmada gerçekleştiren ve 
literatürde daha önce tanımlanmamış sferoidlerin histolojik 
analizini elverişli hâle getiren metodun, üç boyutlu hücre 
kültürü çalışmalarında büyük avantaj sağlayacağı kesin 
olmakla beraber, çalışmanın tek hücre hattında yapılmış 
olması nedeniyle ileri araştırmaların yapılması bilimsel bilgi 
birikimi için oldukça önemlidir.

azaltıp daha büyük sferoid yapılarının oluşmasına neden 
olduğu görülmüştür. Ayrıca aynı etkiyi kültür süresi uzadı-
ğında da (onuncu günde) göstermektedir. Fakat vitronek-
tin dozu artıkça sferoid oluşumları azalmakta ve oluşan üç 
boyutlu yapılar küçülmektedir. Bunlara ek olarak jelatinin 
kollajene eklenmesi ile oluşan sferoidler, sadece kollajen 
varlığında oluşan sferoidlerden yapısal bakımdan daha 
küçük ve miktar bakımından daha azdır. Buna rağmen 
oluşan sferoid yapıları daha yaygın olarak karşımıza 
çıkmaktadır. Kollajene ek olarak eklenen diğer elemanların 
dozunun artışı hücrelerin, hücre kültürü yüzeyinin hücreler 
bakımından tutulum sağlamasını artırmaktadır. Bu artmış 
yüzey tutulumu hücrelerin sferoid oluşumunu azaltmakta 
ve hücreleri tek tabaka olarak büyümeye yönlendirmekte-
dir. Bu hücreler arası matriks elemanlarının kombinasyon-
larının ve konsantrasyonlarının değiştirilmesi ile hücrelerin 
istediğimiz boyutta ve odak sayısında sferoid yapı oluş-
turması sağlanabilinir. Bu veriler doğrultusunda bundan 
sonraki yapılacak çalışmalarda elde edilmesi hedeflenen 
üç boyutlu (sferoid) yapının özellikleri (sayısı, alanı, dağı-
lımı, vb…), bu hücreler arası matriks elemanlarının değişik 
konsantrasyonlarının hesaplanması ve optimize edilmesi ile 
sağlanabileceği gösterilmiştir. 

Onuncu gündeki sferoid oluşumları incelendiğinde vitro-
nektinin ve jelatinin 1µg/mL konsantrasyonunun uzun 
dönem sferoid yapıları üzerine en olumlu dozları olduğu 
görülmesi nedeniyle hücreler arası matriks elemanları salı-
nım analizinde bu dozlar kullanıldı. Yapılan ELISA sonu-
cunda ortama salınan tip 1 kollajen miktarının kitosan 
yüzeylerde, normal iki boyutlu kültürden anlamlı bir şekilde 
arttığı gözlenmiştir. Bu veriler doğrultusunda yüzeye tutu-
lum sağlayamayan hücrelerin bir organizasyon sağlamaya 
çalışması neticesinde kollajen salınımı artırdığını düşünmek 
yanlış olmayacaktır. Bu verilere uyumlu olarak kitosan 
yüzeyin kollajen tip 1 ile kaplanması sonrasında hücreler-
den kollajen tip 1 salınımı (kitosan yüzeye göre) anlamlı 
bir şekilde azalmaktadır. Kollajen tip 1 ile yüzeyin kaplan-
ması hücrelerin yüzeye daha fazla tutunmasına yol açarak 
hücrelerin organizasyon oluşturma ve bir yüzeye tutunma 
çabası nedeniyle salınım yaptığı kollajen tip 1 miktarını 
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