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OZET

Bu yiiksek lisans tezinin amaci, insan dis eti fibroblast (HGF) hiicreleri ve fare
fibroblast hiicre hatt1 (L929) kullanilarak farkli oranlarda kolajen ve hiyaliironik asit
(HA) igeren hidrojeller ile gelistirilen ti¢ boyutlu yumusak doku modelinde hiicre-
matriks etkilesimlerinin incelenmesidir. Bu ¢alisma ile, yumusak doku rejenerasyonu
ve yeni biyomalzemeler i¢in potansiyel bir model gelistirilmesi hedeflendi.

Bireylerden izole edilmis insan dis eti fibroblastlar1 ve ticari L929 hiicre hatt
kullanilarak farkli hiicre yogunlugunda sferoidler olusturuldu. Bu sferoidler, hiicre-
matriks etkilesiminin incelenmesi ig¢in farkli oranlarda kolajen ve HA igeren
hidrojellerle gémiildii. Sferoid biiylime dinamikleri mikroskop goriintiileme ve
gortintii analizi (ImageJ programi) ile degerlendirildi, metabolik aktiviteleri Presto
mavisi testi ile 6l¢iildii ve hiicre invazyonu ise; matriks i¢indeki uzantilar araciligiyla
analiz edildi.

Insan dis etinden ve 1929 hiicre hattindan izole edilen fibroblastlardan elde
edilen sferoidlerin, stabil bir yap1 sergiledigi gozlendi. L929 sferoidleri, kolajen ve HA
bazli hidrojellerde belirgin invaziv 6zellikler gdstermislerdir. Insan dis etinden izole
edilen fibroblast sferoidleri ise daha az invaziv davranis sergilemislerdir. 3:2
kolajen/HA oranina sahip hidrojeller, her iki hiicre tipi i¢in en biiyiik sferoid hacmini
saglamistir.

Gelistirilen yeni yumusak doku rejenerasyon modelinin, yumusak doku
rejenerasyonu ve biyomiihendislik uygulamalari i¢in elverisli oldugu gosterilmistir.
Bu tez calismasi hiicre-matriks etkilesimlerinin daha iyi anlasilmasinda ve
translasyonel modellerin kullanim1 agisindan literatiire katk1 saglamaktadir. ilerleyen
caligmalarda farkli hiicre tipleri ve matriks bilesenleriyle modelin gelistirilmesi
planlanmaktadir.

Anahtar Sézciikler: Ug boyutlu doku modeli, Dis eti fibroblast;, Hidrojel,
Hiyaliironik Asit, Kolajen, Sferoid formasyonu, Translasyonel arastirma
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ABSTRACT

The aim of the present master's thesis is to investigate cell-matrix interactions in
three-dimensional soft tissue model developed with hydrogels containing varying
ratios of collagen and hyaluronic acid (HA), using human gingival fibroblast (HGF)
cells and the rat fibroblast cell line (L929). This study aims to establish a potential soft
tissue regeneration model and biomaterial development.

Spheroids were formed utilising human gingival fibroblasts isolated from
individuals and the commercially purchased L929 cell line at different cell densities.
These spheroids were embedded in hydrogels containing varying ratios of collagen
and HA to evaluate cell-matrix interactions. Spheroid growth dynamics were assessed
through microscopic imaging and ImageJ analysis, metabolic activity was measured
using the PrestoBlue assay, and cell invasion was analyzed via extensions within the
matrix.

Spheroids formed with human gingival fibroblasts and the L929 cell line
exhibited stable structures. L929 spheroids displayed significant invasive properties in
collagen- and HA-based hydrogels. In contrast, spheroids derived from human
gingival fibroblasts demonstrated less invasive behavior. Hydrogels with a 3:2
collagen/HA ratio provided the largest spheroid volume for both cell types.

The newly developed soft tissue regeneration model has been demonstrated to
be suitable for applications in soft tissue regeneration and bioengineering. This thesis
contributes to a better understanding of cell-matrix interactions and provides
translational insights into the literature. Future studies aim to further develop the model
with different cell types and matrix components.

Keywords: 3D tissue model, gingival fibroblast, L929 cell line, hyaluronic acid,
collagen, cell-matrix interaction, soft tissue regeneration, spheroid formation,
biomaterial testing, cell invasion.
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1. GIRIS VE AMAC

Yumusak doku rejenerasyonu, dis hekimligi ve biyomedikal bilimler agisindan
onemli bir arastirma alanidir. Periodontal ve peri-implant hastaliklar ve neticesinde
meydana gelen doku kayiplari, yalnizca fonksiyonel bozukluklara neden olmakla
kalmayip estetik sorunlar1 da beraberinde getirmektedir (1). Cesitli yumusak doku
rejenerasyonu uygulamalari, bu kayiplarin tedavisinde kullanilan en umut verici
yaklasimlar arasinda yer almaktadir (2).

Gelisen teknolojiyle birlikte, ti¢ boyutlu doku iskeleleri ve doku miihendisligi
gibi yenilik¢i yaklagimlar sayesinde oral dokularin rejenerasyonu igin pek ¢ok
materyal ve biliylime faktorii gelistirilmistir (3). Laboratuvar kosullarinda test edilen
materyallerin klinik uygulamalara gecebilmesi igin hayvan deneyleri ve faz
caligmalarinda basarili sonuglar elde edilmesi gerekmektedir. Bu siireg hem zaman
hem maliyet agisindan oldukg¢a zorlayicidir. Dahasi, hayvan deneylerinin artisi,
bilimsel etik tartigmalarini beraberinde getirmektedir (4).

Materyallerin biyo-uyumlulugunun ve etkinliginin test edilmesinde en ¢ok
kullanilan in-vitro modeller, geleneksel iki boyutlu hiicre kiiltiirii sistemleridir. Ancak
bu sistemler, hiicrelerin dogal mikro ¢evresini yansitamamasi gibi bazi sinirlamalara
sahiptir. Hiicrelerin ti¢ boyutlu yapisindan yoksun kiiltiire edilmesi, hiicre-hiicre ve
hiicre-matris etkilesimlerinin dogal ortamdan farklilagsmasina yol agmakta, bu da
biyolojik siireglerin fizyolojik olmayan sekilde incelenmesine neden olabilmektedir.
Bu simirlamalari asmak i¢in son yillarda iic boyutlu hiicre kiiltiirii sistemleri
gelistirilmistir (5). Sferoidler, hiicrelerin ti¢ boyutlu bir yap1 iginde organize olmasini
saglayarak, dogal doku fizyolojisine daha yakin bir mikro ¢evre sunar. Bu 6zellikleri
sayesinde, sferoidler ilag testlerinden rejeneratif tip calismalarina kadar genis bir
uygulama alani bulmus ve hiicre davranislarinin daha hedefli bir sekilde incelenmesine
olanak tanimistir (6).

Dis eti dokusunun temel hiicresi olan fibroblastlar, oral yumusak dokularin
rejeneratif slireglerinin ana bilesenlerinden birisidir; yara iyilesmesi ve inflamasyon
gibi siireglerde diizenleyici rol istlenirler (7). Geleneksel iki boyutlu hiicre kiiltiirti
yontemlerinin fibroblastlarin dogal ortamini yeterince taklit edememesi, ii¢ boyutlu
modellerle yapilan ¢aligmalar1 daha degerli kilmaktadir. Bununla birlikte, literatiirde

lic boyutlu yumusak doku rejenerasyon modellerine yonelik yapilan caligmalar



ekstraseliiler matriks-hiicre iligkilerinin degerlendirilmesi bakimindan kisitli olup,
ideal bir yumusak doku modeli heniliz tanimlanamamistir. Bu baglamda, dis eti
fibroblastlarinin ti¢ boyutlu sferoid istemlerinde incelenmesi, yumusak doku
rejenerasyonu potansiyelinin daha iyi anlasilmasina yonelik 6nemli bir adim olacaktir.

Bu tezin amaci, dis eti fibroblastlar1 kullanilarak ti¢ boyutlu bir yumusak doku
rejenerasyon modeli gelistirmektir. Bu modelin, hiicresel proliferasyon, metabolik
aktivite ve rejeneratif potansiyeli degerlendirilerek, ila¢ ve biyouyumlu rejeneratif
malzemelerin gelistirilmesi siire¢lerinde fizyolojik kosullart daha iyi modelleyecek bir
yontem olarak tanimlanmasi amaglanmaktadir. Ayrica, bu modelin yara iyilesmesinde
ve yumusak doku rejenerasyonunda kullanilabilirliginin arastirilmasi ve bu alandaki

literatiirdeki eksikliklerin giderilmesi amaglanmaktadir (8, 9).



2. GENEL BILGILER

Giliniimiizde oral yumusak doku defektlerinin basarili bir sekilde tedavi edilmesi
icin gelistirilen mevcut yontemler, siklikla otojen greftlerin kullanilmasina
dayanmaktadir. Ancak, uygulanan cerrahi islemler donor bolgeden doku eldesini
gerektirdigi i¢in komplikasyon riski tagir ve hastalarda ek morbidite yaratabilmektedir
(10, 11). Yumusak doku cerrahilerinde otojen dis eti grefti genellikle palatinal
bolgedeki keratinize yumusak dokudan elde edilir. Bununla birlikte, tuber maksilla
bolgesinde, yirmi yas dislerinin posteriorundaki alan da greft i¢in tercih edilebilecek
bir alternatiftir (12). Greft eldesi icin trap door, tek kesi ve cift kesi gibi primer
kapanmay1 hedefleyen tekniklerin yani sira, serbest diseti grefti gibi sekonder iyilesme
beklenen yontemler de kullanilabilir. Ancak hem primer hem de sekonder iyilesme ile
sonuc¢lanan yontemlerde, postoperatif agri, sekonder kanama, enfeksiyon riskinin artisi
ve ikinci bir cerrahi alan gereksinimi, hastanin konforunu olumsuz etkileyen
faktorlerdir. Ayrica, greft alma sirasinda sikg¢a karsilasilan bir durum olan palatinal
arterden kaynaklanan kanama, bu yontemin klinisyenler tarafindan daha az tercih
edilmesine neden olan 6nemli bir etkendir (13). Bunun yani sira, elde edilen dokunun
kalinlig1 ve genisligi hastadan hastaya farklilik gdstermektedir ve bu durum, bazi
olgularda hedeflenen miktarda doku elde edilmesini zorlastirmaktadir(14).

Bu sorunlarin iistesinden gelebilmek i¢in, in-vitro ortamda gelistirilecek ti¢
boyutlu yumusak doku modelleri, daha giivenli ve etkili tedavi yontemlerinin
gelistirilmesinin 6niinii acabilir. Ozellikle dis eti fibroblastlarin iic boyutlu ortamda
kiltirlenmesi, hiicrelerin dogal mikro ¢evresini yansitarak oral yumusak doku
rejenerasyonunun mekanizmalarinin daha iyi anlasiimasini saglayacaktir.

Biyomedikal aragtirmalarda kullanilan iki boyutlu hiicre kiiltiirii modelleri,
hiicrelerin in-vivo ortamda sergiledikleri kompleks davraniglari yansitmakta yetersiz
kalmaktadir. Bu durum, hiicrelerin birbirleriyle ve ¢evresindeki biyolojik yapilarla
olan etkilesimleri, hiicresel farklilasma ve doku homeostaz1 gibi siireglerin yeterince
incelenememesine neden olmaktadir. Iki boyutlu modellerin sinirlamalari, 6zellikle
hiicrelerin diiz bir yiizeyde biiyiimesi nedeniyle, hiicre-hiicre ve hiicre-ekstraseliiler
matriks (ECM) etkilesimlerini yetersiz yansitir (15). Bunun sonucunda, bu tip

kiltiirlerde hiicresel davranislar, dogal dokulardaki ortamlardan farklilik gosterebilir



(16). Bu baglamda, hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda ti¢ boyutlu modellerin kullanimi1
giderek 6onem kazanmaktadir.

Ug boyutlu hiicre kiiltiirii modelleri, hiicrelerin dogal doku mikro ¢evresine daha
uygun kosullarda biiylimesini saglayarak, in-vivo kosullara daha benzer fizyolojik
yanitlar elde edilmesine yardime1 olur (17). Ornegin, hiicrelerin {i¢ boyutlu ortamda
biiyiimesi, hiicresel polarizasyonu, mekanik stres yanitlarini ve ECM {iretimini daha
gercekei bir sekilde taklit eder (18). Bunun sonucunda, hiicrelerin farklilasma ve
proliferasyon stirecleri, iki boyutlu kiiltiirlere kiyasla daha dogru bir sekilde analiz
edilebilir (19).

Ozellikle sferoid hiicre kiiltiirii modelleri, bu alanda yaygin bir kullanim alan
bulmaktadir. Sferoidler, hiicrelerin bir arada toplanarak ii¢ boyutlu bir yap1
olusturdugu hiicre kiimeleridir ve hiicre-hiicre etkilesimlerinin yani sira hiicre-ECM
etkilesimlerini de etkin bir sekilde inceleme imkani saglar (20). Sferoidler, kanser
aragtirmalarinda yaygin olarak kullanilmistir ve bu modeller, in-vivo timdr ortamina
benzer yapilar sergilediginden, tiimor biyolojisinin anlagilmasina biiyiik katkilar
saglamistir (21). Sferoid hiicre kiiltiirleri, hiicresel proliferasyonun ve ilaglara olan
yanitin incelenmesinde de 6nemli avantajlar sunmaktadir (22).

Sferoid kiiltiir yontemlerinden biri olan "asili damla™ (hanging drop) yontemi,
hiicrelerin yer ¢ekimi etkisiyle bir damla ortami i¢inde bir araya gelmesini saglar. Bu
yontem, hiicrelerin kat1 bir yiizeye yapigsmasini engelleyerek dogal bir sekilde ii¢
boyutlu bir yap1 olusturmalarini tesvik eder (23). Diger bir yontem olan ultra-diisiik
yapisma yiizeyli kiiltiir plakalari ise, hiicrelerin yiizeye yapigsmalarini engeller ve bir
araya gelerek sferoid yapilarini olusturmalarina olanak tanir. Bu yontemler, hiicrelerin
daha homojen bir sekilde biiylimesini saglayarak, asili damla yontemine kiyasla
deneysel tutarlilig1 arttirir (24).

Ug boyutlu kiiltiirlerin biyomiihendislik alanindaki énemi, bu modellerin doku
miithendisligi, rejeneratif tip ve ilag gelistirme gibi alanlarda kullanilma
potansiyelinden kaynaklanmaktadir (17). Ornegin, ii¢ boyutlu kiiltiirler, kok hiicre
biyolojisi ve rejeneratif tipta hiicre farklilasmasinin incelenmesi igin ideal ortamlar
sunar. Pluripotent kok hiicrelerin ii¢ boyutlu ortamda kiiltiire edilmesi, embriyonik
gelisim siireglerini taklit ederek hiicrelerin diferansiyasyonunu ve doku olusumunu

anlamada kritik rol oynar (25). Ayrica, sinir ve kas hiicreleri gibi farkli hiicre tiplerinin



tic boyutlu kiiltiirlerde dogal cevrelerine benzer davranis sergiledigi gosterilmistir
(26).

Bu teknolojik gelismeler, yalnizca hiicre davraniglarinin daha gergek¢i bir
sekilde incelenmesine olanak tanimakla kalmaz, ayni zamanda hayvan deneylerine
olan gereksinimi azaltarak etik sorunlarin da &niine gecer. Hayvan modelleri,
biyomedikal arastirmalarda yaygin olarak kullanilmakta olsa da ii¢ boyutlu hiicre
kiiltiirleri bu alanda 6nemli bir alternatif sunmaktadir (27). U¢ boyutlu kiiltiir
sistemleri, hiicre-hiicre ve hiicre-ECM etkilesimlerini gercekei bir sekilde inceleyerek,
arastirmalarda hayvan kullanimini azaltma potansiyeli tagimaktadir (28).

Dolayisiyla, ii¢ boyutlu hiicre kiiltiirii modelleri, genel biyomedikal arastirmalar
ve doku miihendisligi alaninda biiylik 6nem tasimaktadir. Bununla birlikte, 6zellikle
oral yumusak dokularin rejenerasyonu lizerine yapilan arastirmalar sinirhidir ve bu
alan, periodontal hastaliklar, travmatik doku kayiplar1 ve dis ¢ekimi sonrasi doku
iyilegsmesi gibi klinik problemleri dogala yakin bir bigimde ¢dzme potansiyeli
tasimaktadir (29).

Bu tez galigmasi, in-vitro ortamda dis eti fibroblastlarinin ii¢ boyutlu kiiltiiri ile
oral yumusak doku rejenerasyonunu inceleyerek hem bilimsel hem de klinik pratik
acisindan Onemli katkilar saglamayr hedeflemektedir. Gelistirilecek olan model,
yalnizca periodontal/peri-implant hastaliklarin tedavisine yonelik yeni yaklagimlar
sunmakla kalmayacak, ayni zamanda hayvan deneylerine olan gereksinimi de

azaltarak yeni bir model gelistirilmesini saglayacaktir.
2.1. Sferoid Olusturma Yontemleri

Geleneksel hiicre kiiltiirii yontemlerinde hiicreler genellikle plastik bir yiizey
tizerine yer ¢ekiminin etkisiyle ECM proteinlerine tutunarak yayilim gosterirler. Bu
stire¢, hiicrelerin ylizeylerinde bulunan integrin adi verilen proteinler araciligiyla
gerceklesir. Integrinler, hiicrelerin kiiltiir kabinin yiizeyine tutunmasmi saglayan
fibronektin gibi ECM proteinlerine baglanirlar (30). Ancak, li¢ boyutlu hiicre kiiltiirii
modelleri olusturmak ig¢in, hiicrelerin kat1 yilizeylere tutunmasinin engellenmesi
gerekmektedir. Bunun i¢in, hiicrelerin sadece birbirlerine tutunmasina olanak tanityan

yiizeyler veya ortamlar kullanilmaktadir.



Tarihsel olarak, hiicrelerin birbirine tutunarak sferoid yapilar olusturmasini
saglayan "spinner flask" ve "siv1 ortiilleme" teknikleri olmak iizere iki ana yontem
gelistirilmistir. Spinner flask yontemi, yiiksek yogunlukta hiicre siispansiyonunun
siirekli olarak calkalanmasiyla hiicrelerin kat1 ylizeylere yapismasini engeller ve
hiicrelerin birbiri ile etkilesimini arttirir. Bu yontem, hiicrelerin birbirine tutunarak
sferoid yapilar olusturmasini tesvik eder (31). Diger yandan, sivi ortiileme yontemi
hiicrelerin ylizeye yapigsmasini Onlemek amaciyla agar gibi bir jel kullanir. Bu
yontemle hiicrelerin, kati yilizeylere temas etmeden sferoid yapilar olusturmasi saglanir
(32). Ancak bu iki yontemin kullanim1 genellikle heterojen sferoid popiilasyonlarinin
olugsmasina yol acar, bu da sferoidlerin boyut ve morfolojisinde degiskenlige neden
olabilir.

Spinner flask ve sivi ortilleme tekniklerinin gelistirilmesiyle, daha homojen
sferoid kiimeleri elde edilmesi mimkiin olmustur. Giiniimiizde, hiicrelerin
yapigmasina izin vermeyen yiizeylere sahip 96 kuyucuklu plakalar, her bir kuyucukta
bir sferoid olusturulmast igin yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (33). Ornegin, ¢ok
diisiik yapisma potansiyelli sferoid plakalar (Corning, NY) ve 3B-kiiltiir plakalar
(Scivax, Tokyo) gibi plakalar, hiicrelerin yiizeye tutunmasini engeller ve sferoid
olusumunu tesvik eder. Bu plakalar, hiicrelerin birbirine tutunarak kompakt yapilar
olusturmasina olanak tanir. Sferoid boyutu, genellikle her bir kuyucuga ekilen hiicre
sayistyla kontrol edilir (34).

Asili damla tekniginde ise hiicre siispansiyonu kiigiik damlalar seklinde bir
ortamin i¢ine yerlestirilir. Damlanin yer c¢ekimine maruz kalan ylizeyinde hiicre
agregatlari olusur ve hiicrelerin kat1 bir yiizeye yapigsmasi engellenir (23). Asili damla
teknigi, hiicrelerin yiizeye tutunma egilimini ortadan kaldirarak, hiicrelerin birbiriyle
temas kurarak kompakt sferoidler olusturmasina imkan tanir. Bu yontem, 6zellikle kok
hiicre biyolojisinde ve doku miihendisligi ¢alismalarinda sik¢a kullanilmaktadir.
Damlalarin hacmi ve damla basina ekilen hiicre sayisi, sferoidlerin biiyiikligiinti
belirlemede kritik rol oynar.

Bir diger yenilik¢i sferoid olusturma yontemi, kitosan membranlarin
kullanimidir. Kitosan, dogal bir polisakkarit olan kitinin deasetile edilmis tiirevidir ve
hiicre gogii, proliferasyonu ve ECM sekresyonu iizerinde etkili oldugu bilinmektedir

(35). Kitosan membranlari, hiicrelerin iki boyutlu kiiltiirden {i¢ boyutlu ortama gegisini



saglamak i¢in kullanilir. Bu membranlar, hiicrelerin birbirine tutunarak ii¢ boyutlu
yapilar olusturmasina olanak tanir ve 6zellikle hiicre-matriks etkilesimlerini incelemek
i¢in ideal bir ortam saglar. Kitosan genellikle hiicrelerin biyolojik aktivitelerini tesvik

eden baska bir glikozaminoglikan olan hyaliironan ile birlestirilir (36).
2.2. Sferoid Olusumunun Hiicresel Mekanizmasi

Sferoid olusumu, hiicrelerin diisiik yapisma kosullarinda bir araya gelerek ii¢
boyutlu kiiresel yapilar olusturdugu bir siiregtir. Bu siirec, hiicre-hiicre ve hiicre-ECM
etkilesimlerinin belirleyici oldugu bir dizi biyolojik mekanizmaya dayanir. Hiicreler,
iki boyutlu kiiltiirlerde genellikle ylizeye tutunarak yayilirken, ii¢ boyutlu sferoid
yapilarinda yalnizca birbirlerine tutunarak kompakt bir yapi olustururlar (37). Bu
yapilarin olusumu sirasinda bir dizi molekiiler yolak devreye girer.

Sferoid olusumunun baglangicinda, hiicreler arasindaki ilk temas,
yiizeylerindeki integrin proteinleri araciligiyla gergeklesir. Integrinler, hiicrelerin
ECM proteinlerine baglanmasini saglar ve hiicrelerin birbirine tutunarak ii¢ boyutlu
bir yap1 olusturmalarina aracilik eder (38). Ozellikle, integrin-fibronektin ve integrin-
laminin etkilesimleri, hiicrelerin birbirine baglanmasinda ve sferoidlerin kompakt hale
gelmesinde kritik bir rol oynar (39). Bu etkilesim, hiicrelerin mekanik kuvvetlere karsi
direng gostermesine ve yapisal biitiinliigii korumasina olanak tanir.

Sferoid olusumunun ilerleyen asamalarinda, hiicreler aras1 baglanma kaderin adi
verilen transmembran proteinleri araciligiyla gergeklesir. Kaderinler, hiicre-hiicre
baglantilarinin olusumunda rol oynayan kalsiyum bagimli proteinlerdir ve hiicreler
arasindaki homofilik baglanmayi saglarlar (40). Kaderinler, 6zellikle E-kaderin ve N-
kaderin gibi tipleri, hiicrelerin birbirine sikica baglanmasini ve sferoid formasyonunun
stabilitesini saglar (41). Kaderinler, hiicreler arasinda sinyallerin iletilmesinde ve
hiicre polaritesinin korunmasinda da énemli bir rol oynar.

Kaderinlerin baglanmasiyla baglayan hiicre ici sinyaller, aktin filamentlerinin
reorganizasyonunu tetikler. Bu reorganizasyon, hiicrelerin sekil degistirmesine ve siki
bir sferoid yapisi olusturmasina olanak tanir. Kaderinler ayrica, hiicreler arasi mekanik
kuvvetlerin algilanmasina yardime1 olur ve hiicrelerin konumlarini stabilize eder (42).

Stferoidlerin olusumunda hiicre iskeleti proteinleri de biiyiik bir 6neme sahiptir.

Hiicrelerin birbirine baglanmasi sirasinda, miyozin-II ve aktin filamentleri, hiicrelerin



cekirdekleri ¢evresinde yeniden diizenlenir ve hiicrelerin birbirine daha sik1 bir sekilde
tutunmasina yardimei olur (43). Hiicre iskeleti, hiicre seklinin korunmasini ve hiicreler
aras1 gerilimin diizenlenmesini saglar. Ozellikle miyozin II'nin hiicre iskeleti
tizerindeki etkisi, sferoidlerin kompakt hale gelmesinde kritik bir rol oynar. Miyozin-
aktin kompleksi, hiicrelerin birbirine uyguladigt mekanik kuvvetleri diizenler ve
hiicreler arasi baglarin giiglenmesini saglar.

Bu mekanizmada, hiicre i¢ci RhoA, Racl ve CDC42 gibi kiigilk GTPazlar
devreye girer. Bu molekiiller, hiicre iskeletinin diizenlenmesinde ve hiicrelerin yapisal
biitinligiiniin korunmasinda goérev alir (44). Aktin filamentlerinin dinamik
reorganizasyonu, hiicrelerin morfolojisini ve hiicre-hiicre etkilesimlerini modiile
ederek sferoidlerin boyutunu ve seklini belirler.

Steroidler, gelisimlerinin belirli bir asamasina geldiklerinde, cevrelerindeki
ECM proteinlerini sentezlemeye baslarlar. ECM sentezi, hiicrelerin etrafinda
koruyucu bir yapi olusturur ve hiicrelerin birbirine daha iyi tutunmasina yardime1 olur
(45). Bu siirecte, hiicreler fibronektin, kolajen ve laminin gibi ECM proteinlerini
sentezleyerek, cevresel bir matris olustururlar. ECM, hiicrelerin mekanik destek
almasini saglarken ayni zamanda hiicre sinyallesmesinde de rol oynar. Bu sayede,
hiicreler arasi sinyallerin iletimi ve doku homeostazi1 korunmus olur.

Steroid yapisinin olusumunun ardindan, hiicreler arasinda bir polarizasyon
slireci baglar. Bu siireg, hiicrelerin i¢ ve dis yiizeylerinin farklilasmasiyla gerceklesir.
Sferoidlerin dis yilizeyinde bulunan hiicreler genellikle daha fazla ECM sentezlerken,
i¢ kisimda yer alan hiicreler hipoksik kosullarda daha az metabolik aktivite gosterirler
(16). Bu polarizasyon, hiicrelerin farkli islevler iistlenmesini saglar ve sferoidlerin
fonksiyonel bir yap1 haline gelmesine olanak tanir.

Polarizasyon siireci, aynt zamanda sferoidlerin olgunlasmasina da katkida
bulunur. Sferoid olgunlasmasi, hiicrelerin farklilasmasini ve spesifik fonksiyonlari
yerine getirmesini saglar. Ozellikle kok hiicre kaynakli sferoidler, olgunlasma
stirecinde belirli hiicre tiplerine farklilasarak organoid yapilarin olusmasina katkida
bulunabilir (25). Bu siireg, sferoidlerin doku miihendisligi ve rejeneratif tip gibi

alanlarda kullanilmasina olanak tanir.



2.3. Sferoid Hiicre Kiiltiiriiniin Kullanim Alanlar:

Sferoid hiicre kiiltiirii, onkoloji alaninda genis bir kullanim alanina sahiptir.
Ozellikle, sferoidlerin solid tiimdrlere benzeyen yapilar1 sayesinde, tiimor
biyolojisinin incelenmesi igin ideal bir model sunmaktadir (24). Sferoid yapilar,
hiicrelerin yogun bir sekilde organize oldugu ve ECM proteinlerinin sentezlendigi
ortamlar1 taklit eder. Bdylece, iki boyutlu kiiltiirlere kiyasla sferoid modelleri,
tiimorlerin biiyiime kinetigi ve uzamsal heterojenligini daha gergek¢i bir sekilde
yansitir (21).

Tiimdr sferoidleri, ECM sentezi ve hiicre-hiicre etkilesimleri bakimindan orijinal
tiimdrlere benzer ozellikler gosterir. Sferoid modellerinde, timor hiicreleri arasinda
olusan mikromilieu, in-vivo kosullardaki gibi hiicresel davranislari yansitarak, hiicre
¢ogalmasi ve invazyon mekanizmalarinin daha iyi anlasilmasina olanak tanir (46).
Ayrica, bu modeller, kanser terapdtiklerinin etkinligini degerlendirmek igin de
kullanilmaktadir. Sferoidler, iki boyutlu hiicre kiiltiirlerine kiyasla kemoterapiye ve
radyoterapiye kars1 daha direngli olabilir, bu da ilag testlerinde daha ger¢ek¢i sonuglar
elde edilmesini saglar (47).

Sferoid hiicre kiiltiirleri, kok hiicre biyolojisinde de yaygin olarak
kullanilmaktadir. Pluripotent kok hiicreler kullanilarak olusturulan sferoidler,
embriyogenez sirasinda hiicrelerin birbirleriyle nasil etkilestigini incelemek i¢in bir
model olarak hizmet eder. Bu siireg, hiicrelerin ii¢ boyutlu bir ortamda nasil organize
olduklarini ve farkli hiicre tiplerine nasil farklilagtiklarin1 anlamak agisindan 6nemlidir
(25). Sferoid modelleri, bu nedenle, embriyogenez sirasinda hiicre yasam siiregleri ve
organizasyonu hakkinda 6nemli bilgiler saglar. Noral tiip kaynakli kok hiicreler de
sferoid kiiltiirlerinde yaygin olarak kullanilir. Bu modeller, noral kok hiicrelerin in-
vitro olarak noronlara, oligodendrositlere ve astrositlere nasil farklilastigini incelemek
i¢in kullanilir (48). Ug boyutlu ortamda, kok hiicrelerin farklilasma potansiyeli iki
boyutlu kiiltiirlere gore genellikle daha yiiksektir. Ornegin, tiikiiriik bezi kaynakl1 &ncii
hiicreler, hepatositlere ve pankreatik adacik hiicrelerine {i¢ boyutlu ortamda daha etkin
bir sekilde farklilasabilir. Bu durum, hiicrelerin dogal mikro ¢evrelerini taklit eden ii¢
boyutlu kiiltiirlerde daha ger¢ekei sonuglar elde edilmesini saglar (49). Buna ek olarak,
sferoid kiiltiirleri, organoid yapilarinin olusturulmasinda da 6nemli bir rol oynar. Optik

canak gibi karmasik organ mimarilerinin in-vitro olarak iiretimi, yalnizca hiicrelerin



dogal organizasyon yeteneginin ¢ok yiiksek oldugu ii¢ boyutlu kiiltiir ortamlarinda
miimkiindiir (50). Bu tip yapilar, organ gelisimi, doku homeostazi ve rejeneratif
stireclerin incelenmesi igin dnemli bir model sunar. Dolayisiyla; sferoid yapilar, hiicre-
hiicre ve hiicre-ECM etkilesimlerini incelemek icin ideal bir model saglar. Bu yapilar,
dogal hiicresel mikro ¢evreyi taklit ettikleri icin hiicresel etkilesimlerin ve doku
homeostazinin nasil saglandigini anlamak agisindan énemlidir (51). Ornegin, sferoid
kiiltiirleri, iskelet sistemi gelisiminde 6nemli rol oynayan kadherin-7 ekspresyonunun
hiicre gé¢ii sirasinda nasil diizenlendigini incelemek i¢in kullanilmistir (52). Kadherin-
7'nin ekspresyonu, hiicrelerin birbirine tutunmasini ve migrasyon siireglerinin
koordinasyonunu saglar, bu da embriyonik gelisim sirasinda iskelet sistemi
formasyonunda kritik bir rol oynar.

Sferoidler ayrica, immiin aktivasyon fenomenlerini incelemek igin de
kullanilmistir. Ozellikle nemozis, fibroblast sferoidlerinin immiinolojik tepkilerinin
incelenmesinde kilit bir rol oynamistir. Nemozis, apoptotik belirtegler olmaksizin
baslayan hiicre oOliimii olarak tanimlanir ve bu slire¢, sferoidler igerisinde
Prostaglandin Endoperoksit Sentaz (COX2), Matriks-Metalloproteinazlar (MMP) ve
proinflamatuar sitokinler gibi enflamatuvar molekiillerin tiretilmesi ile iligkilidir. Bu
siireg, fibroblastlarin immiin yanitlarii diizenlerken ayni1 zamanda hiicre-hiicre
etkilesimlerinin 6nemini ortaya koyar. Nemozis fenomenti, hiicrelerin bir araya gelerek
olusturduklart kompakt yapinin, hiicre 6liimii ve immiin yanitlar iizerinde nasil etkili
oldugunu anlamada 6nemli bilgiler sunar (54).

Sferoidler, doku ici etkilesimleri modiile etmek ve tedavi siireclerinde hiicrelerin
verdigi yamitlar1 anlamak icin ideal bir model sunar. Ornegin, fibronektin-integrin
etkilesiminin sferoid formasyonu iizerindeki etkileri, sferoidlerin kompakt yapilar
olusturmasini ve immiinolojik siire¢lerin diizenlenmesini saglamaktadir. Bu baglamda,
sferoid kiiltiirleri, hiicresel dinamiklerin ve immiin yanitlarin daha derinlemesine

anlasilmasina olanak tanirlar (54).
2.4. Fibroblast Sferoidlerinin Yapisal ve Biyolojik Ozellikleri

Fibroblast sferoidleri, hiicrelerin yogun bir sekilde organize oldugu ii¢ boyutlu
kiiresel yapilardir. Bu yapilarin olusumu sirasinda hiicreler arasinda kaderin-

mediyatorlii hiicre-hiicre baglantilar1 gelisir ve hiicreler kendi ECM proteinlerini
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sentezlemeye baglar. Fibroblastlar, sferoid olusumu sirasinda kolajen, fibronektin,
laminin gibi 6nemli ECM bilesenlerini sentezleyerek, hiicreler arasinda yapisal ve
fonksiyonel biitiinliikk saglarlar (45). Bu ECM bilesenleri, fibroblast sferoidlerinin
uzamsal organizasyonunu ve mekanik stabilitesini gii¢lendirir.

Fibroblast sferoidlerinin bir diger biyolojik 6zelligi, hiicrelerin mekanik stres ve
hipoksi kosullarina gosterdikleri yanittir. Sferoidin dis tabakasinda bulunan hiicreler,
genellikle oksijen ve besin maddelerine daha fazla erisim saglar ve metabolik olarak
daha aktiftir. I¢ tabakadaki hiicreler ise diisiik oksijen kosullarinda (hipoksi) bulunur
ve daha az proliferatif olabilir (16). Bu heterojen yapi, fibroblastlarin in-vivo doku
onarimi silireclerinde organizasyonlarini ve rejeneratif yanitlarini anlamak i¢in dnemli
bir model sunar.

Fibroblastlar, yara iyilesmesi sirasinda aktif rol oynayan ana hiicrelerden biridir.
Fibroblast sferoid kiiltiirleri, doku hasar1 durumlarinda fibroblastlarin davranisini ve
ECM iiretim siireglerini anlamak i¢in 6nemli bir model saglar (55). Sferoid kiiltiirleri,
ozellikle yara iyilesmesi sirasinda fibroblastlarin géc¢, proliferasyon ve ECM sentezini
nasil koordine ettigini incelemek icin kullanilir. Bu sferoid modelleri, yara
tyilesmesini hizlandiran veya geciktiren faktorlerin incelenmesine ve potansiyel tedavi
stratejilerinin gelistirilmesine olanak tanur.

Yara iyilesmesi arastirmalarinda, fibroblast sferoidlerinin ECM iiretimi ve
reorganizasyonu, hiicre hareketliligi ve yara bolgesine go¢ siiregleri incelenir. Sferoid
kiiltiirleri, ayrica yeni ilaclarin yara iyilesmesi tizerindeki etkilerini degerlendirmek
icin de kullanilmaktadir. Ornegin, biiyiime faktorleri ve sitokinler gibi biyolojik
molekiillerin fibroblast sferoidleri {izerindeki etkileri test edilerek, yeni terapotik
stratejiler gelistirilebilir (56).

Doku miihendisligi ve rejeneratif tipta fibroblast sferoidleri, {i¢ boyutlu doku
modelleri gelistirmek i¢in kullanilmaktadir. Fibroblastlar, dokularin yapisal destek
elemanlar1 olan ECM bilesenlerini sentezleyerek, doku miihendisligi iskelelerinin
biyomekanik &zelliklerini gelistirirler (57). Fibroblast sferoid kiiltiirleri, c¢esitli
biyomateryallerle birlestirilerek {i¢ boyutlu doku iskelelerinin olusturulmasina olanak
tanir. Bu iskeleler, doku onarimini tesvik etmek i¢in hiicrelerin organize bir sekilde

bliylimesini ve fonksiyonel doku yapilarina farklilasmasini saglar.
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Fibroblast sferoidlerinin doku miihendisliginde kullanilmasi, 6zellikle deri, dis
eti, tendon ve diger bag dokularinin rejenerasyonuna yonelik arastirmalarda 6nemli bir
model sunar. Sferoid kiiltiirleri, fibroblastlarin biyomateryal yiizeylerine tutunmasini
ve ECM sentezini artirarak, rejeneratif potansiyelin artmasina katki saglar (58).

Fibroblastlar, fibrozis gibi patolojik durumlarin gelisiminde de énemli bir rol
oynarlar. Fibroblast sferoid kiiltiirleri, bu tip patolojik siireclerin nasil gelistigini
anlamak ve fibrozis tedavisinde kullanilabilecek potansiyel stratejileri degerlendirmek
icin kullanilmaktadir (59). Fibrozis, asir1 ECM iiretimi ve dokularin sertlesmesi ile
karakterizedir ve fibroblastlarin anormal proliferasyonu ile iligkilidir. Fibroblast
sferoidleri, bu siirecin biyolojik mekanizmalarini ve olasi terapdtik miidahalelerin
etkilerini anlamada 6nemli bir model saglar.

Fibrozis arastirmalarinda, fibroblast sferoidlerinin ECM iiretimi, TGF- gibi
fibrotik sinyallerin etkisi altinda nasil degistigi incelenir. Bu modeller, antifibrotik
tedavilerin gelistirilmesine katkida bulunabilir. Ozellikle, fibrozis gelisiminin erken
evrelerinde fibroblast davraniglarini kontrol etmeye yonelik stratejiler, bu sferoid

modelleri kullanilarak gelistirilebilir (60).
2.5. 1929 Hiicrelerinin Doku Modelleme Alaninda Kullanim

L929 hiicre hatti, biyomedikal arastirmalarda siklikla kullanilan bir fibroblast
hiicre hattidir ve orijinal olarak fare (Mus-musculus) bag dokusundan tiiretilmistir. Tlk
olarak Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu (ATCC) tarafindan tanimlanmis olan bu
hiicre hatti, biyomateryallerin  sitotoksisite testlerinde ve biyouyumluluk
calismalarinda standart bir model olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. L.929
hiicreleri, yiiksek proliferasyon yetenekleri ve kiiltliir kosullarina kars1 gosterdikleri
dayaniklilik ozellikleri ile tercih edilir. Bu hiicre hatti, 6zellikle yumusak doku
rejenerasyonu ve inflamasyon siireglerini inceleyen ¢aligmalar i¢in temel bir model
olarak kabul edilmektedir. Ayrica, biyomalzemelerin sitotoksisitesini test etmek icin
kullanilan standart hiicre hattidir (61) Hiicrelerin biyomateryal yiizeylerine tutunma,
cogalma ve ECM iiretim kapasiteleri, bu materyallerin biyolojik ortamlarda nasil tepki
verecegini anlamak i¢in dnemli bir gostergedir. L9209 hiicreleri, kararli biiyiime paterni

ve tekrar c¢alismalarimin Dbirbiriyle tutarhiligt gibi oOzellikleri goz Onilinde
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bulunduruldugunda biyomateryallerin biyouyumlulugunun ve doku miihendisligi

iskelelerinin test edilmesinde kritik rol oynar (62).
2.6. Sferoid Kiiltiirlerinde 1.929 Hiicrelerinin Kullanimi

L929 hiicre hatti, sferoid Kkiiltiir sistemleri iginde de yaygin olarak
kullanilmaktadir. Sferoidler, hiicrelerin ti¢ boyutlu bir ortamda organize oldugu ve in-
vivo mikro g¢evreye daha yakin kosullarda biiyiidiigii hiicre topluluklaridir. 1.929
hiicreleri, davranigsal ozellikleri nedeniyle, {i¢ boyutlu sferoid yapilar olusturarak
hiicre-hiicre ve hiicre-ECM etkilesimlerini incelemek i¢in degerli bir model saglar
(63).

Fibroblastlar, sferoid kiiltiirlerinde ekstraseliiler matriks bilesenlerini
sentezleyerek hiicresel etkilesimlerin organizasyonunu saglarlar. L929 hiicrelerinden
olusturulan sferoidler, fibroblastlarin bag dokusu organizasyonundaki davranislarini
incelemek i¢in kullanilir. Bu hiicre hatti, sferoid yapilart icinde kompakt bir
organizasyon sergiler ve hiicrelerin dogal mikro ¢evrelerinde sergiledikleri
davraniglar taklit eder (63, 64).

Sferoid kiiltiir sistemlerinde 1929 hiicrelerinin kullanimi, 6zellikle doku
miithendisligi ve ilag testleri icin dnemlidir ve hiicrelerin kimyasal maddelere, ilaglara
ve biyomalzemelere nasil tepki verdigini degerlendirmek igin tercih edilirler.
Hiicrelerin sferoid yapi i¢inde organize olmasi, fizyolojik kosullarin in-vitro olarak
taklit edilmesini saglar. Bu nedenle, L1929 sferoid kiiltiirleri, yeni terapotik

yaklagimlarin ve biyomalzemelerin test edilmesinde 6nemli bir aragtir (65).
2.7. 1L929 Hiicrelerinin Sferoid Kiiltiirlerde Sagladig1 Avantajlar
2.7.1. Dogal Doku Mikro Cevresini Taklit Etme

1929 hiicrelerinden elde edilen sferoidler, fibroblastlarin dogal ortamina daha
yakin hiicresel davraniglar sergilemesini saglar. Bu hiicre hatti, hiicrelerin {i¢ boyutlu
bir yap1 igcinde ECM bilesenlerini sentezlemesini ve hiicre-hiicre etkilesimlerini
gelistirmesini tesvik eder. Bu 6zellikler, 6zellikle bag dokusu modellemesi ve doku

rejenerasyonu c¢alismalarinda biiyiik avantaj saglar (66).
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2.7.2. Hiicre-Hiicre ve Hiicre-ECM Etkilesimlerinin Incelenmesi

L.929 sferoid kiiltiirleri, fibroblastlarin ECM iiretimini ve hiicre-hiicre
etkilesimlerini incelemek i¢in ideal bir platform sunar. Hiicrelerin ii¢ boyutlu bir
ortamda nasil organize olduklarin1 ve ECM bilesenlerini nasil iirettiklerini anlamak,

doku miihendisligi ve yara iyilesmesi arastirmalari igin kritik oneme sahiptir (67).
2.7.3. Sitotoksisite ve Ila¢ Testlerinde Kullanim

L.929 sferoid kiiltiirleri, hiicrelerin ilaglara ve kimyasal maddelere kars1 verdigi
tepkileri incelemek i¢in yaygin olarak kullanilir. Sferoid modelleri, iki boyutlu
kiiltiirlere kiyasla fizyolojik kosullar sunarak, ilaglarin etkilerinin dogru bir sekilde
degerlendirilmesine olanak tanir. Bu kiiltiirler, 6zellikle yeni tedavi stratejilerinin
gelistirilmesi ve ilaglarin toksisite profillerinin belirlenmesinde kullanilir. Moreno ve
arkadaslar1 1.929 hiicrelerinin sferoid kiiltiirlerinin iki boyutlu kiiltiirlerine kiyasla

sitotoksisite testlerinde daha etkin oldugunu gostermislerdir (66).
2.8. Doku Modellemede Kolajen ve HA Hidrojellerin Kullanimi

ECM, hiicresel dokular1 ¢evreleyen ve yapilarint destekleyen karmasik bir iig
boyutlu agdir. ECM, sadece hiicresel kompartmanlari bir arada tutmakla kalmaz, ayni
zamanda hiicreler i¢in mekanik destek saglayarak doku hemostazini ve fonksiyonel
biitiinliiginii korur (68). ECM, hiicre adezyonunu, gogiinii, proliferasyonunu ve
farklilasmasin1 diizenleyen anahtar rol oynayan bir yapit olmasi nedeniyle,
biyomedikal ve doku miihendisligi arastirmalarinda biiyiik Ooneme sahiptir. Bu
nedenle, ECM bilesenlerinin in-vitro kiltiir modellerine dahil edilmesi, hiicrelerin
dogal mikro g¢evresini daha iyi taklit ederek in-vivo kosullari daha yakindan yansitir
(69).

ECM’nin dort temel bileseni vardir: kolajen, elastin, glikoprotein ve
proteoglikan. Bu bilesenler hiicrelerin fonksiyonlarmi diizenlerken, ayni zamanda
doku esnekligi ve dayanikliligi saglar. Kolajen dokularin dayanikliligini ve gerilme
kuvvetlerine karsi direncini artirirken, elastin doku esnekligi saglar. HA gibi
proteoglikanlar ise ECM’de suyu tutarak besinlerin ve metabolitlerin hiicreler arasinda

taginmasina yardimci olur. Fibronektin ve laminin gibi glikoproteinler ise hiicrelerin
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ECM'ye tutunmasini saglar ve hiicre hareketliligini diizenler. Bu yapisal unsurlar,
hiicrelerin in-vivo ortamda nasil islev gorecegini belirleyen en dnemli faktorlerdendir
(70).

ECM, dokularin gelisimi ve morfogenez sirasinda iskele gorevi goriir.
Hiicrelerin doku i¢inde konumlanmasi, organizasyonu ve islevlerini yerine getirmesi
icin gerekli olan bu yapi, hiicrelerin adezyon, proliferasyon ve farklilasmasini
diizenleyen sinyallerin iletilmesinde Onemli bir rol oynar. ECM bilesenlerinin
sentezindeki bozukluklar ya da yapisal anomaliler, pek ¢ok patolojik duruma neden
olabilir (70). Bu nedenle ECM'nin biyomimetik bir yaklasimla in-vitro modellerde
taklit edilmesi, hiicre fonksiyonlarinin dogru bir sekilde modellenmesi i¢in biiyiik
oneme sahiptir. ECM'nin sentezinin ve modifikasyonlarmin eksik oldugu in-vitro
modeller, hiicrelerin dogal davranislarini tam anlamiyla taklit edemez ve bu da elde

edilen verilerin fizyolojik gercekligini yansitmasini engelleyebilir (71-73).
2.9. ECM Proteinlerinin Sentezi ve Yapisal Modifikasyonlar

Ekstraseliiler matriks proteinlerinin sentezi, hiicre i¢inde kompleks post-
translasyonel modifikasyonlar gerektiren bir siiregtir. Hiicre i¢inde sentezlenen ECM
proteinleri, disariya ¢iktiktan sonra proteolitik islemlerden gecerek dogru yapisal
formlarini kazanir. Bu siirecler, ECM bilesenlerinin {i¢ boyutlu yapisal biitiinliigiinii
saglamak igin kritik 5neme sahiptir. Ozellikle kolajen gibi biiyiik yapisal proteinler,
lizil oksidaz enzimlerinin katalizledigi capraz baglanma siirecleri ile mekanik
dayanikliligini kazanirlar. Bu ¢apraz baglar, doku homeostazini saglamada ve mekanik
gerilimlere kars1 direng gostermede hayati bir rol oynar (70).

Bu baglamda kolajen, dokularin yapisal biitiinliiglinii koruyan temel ECM
proteinidir. Kolajen tip I, en yaygin bulunan kolajen tiiriidiir ve bag dokularinda
yiiksek oranda bulunur. Kolajen fibrilleri, hiicreler arasi bosluklar1 doldurarak, doku
yapisini koruyan ve hiicrelere mekanik destek saglayan bir matris olusturur. Kolajenin
yiiksek biyouyumlulugu ve biyolojik fonksiyonlari, onu doku miihendisliginde

kullanilan en popiiler materyallerden biri haline getirmistir (70).
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2.10. Kolajen ve HA Hidrojellerin Kullanim

Hidrojeller, ii¢ boyutlu hiicre kiiltiirii ve doku miihendisliginde yaygin olarak
kullanilan biyomimetik iskele materyalleridir. Kolajen ve HA gibi dogal bilesenlerden
olusturulan hidrojeller, hiicrelerin biiylimesi, ¢ogalmasi ve fonksiyonel doku
yapilarina farklilasmasi igin ideal bir ortam saglar (74, 75). Kolajen, dogal ECM'nin
temel bileseni olarak, hiicreler i¢in dogal bir iskele gorevi goriirken, HA hiicre
hareketliligini ve doku onarimini tesvik eden 6nemli bir proteoglikandir (76). Bu iki
bilesenin kombinasyonu, hiicreler i¢in ideal bir mikro cevre saglayarak, hiicresel
islevlerin daha iyi taklit edilmesine olanak tanir (77).

Kolajen hidrojeller, biyomedikal alanda yaygin olarak kullanilmakta olup, bag
dokusu miihendisligi, yara onarimi ve doku rejenerasyonu arastirmalarinda énemli bir
yer tutar. Bu hidrojeller, fibroblast hiicrelerinin {i¢ boyutlu bir ortamda organize
olmasina ve ECM tiretmelerine olanak tanir. Hiicrelerin kolajen i¢indeki proliferasyon
kapasitesi, ECM iretimi ve mekanik streslere yanitlari, doku miihendisligi
caligmalarinda degerlendirilen baslica parametrelerdir (78).

HA, 6zellikle doku esnekligi ve su tutma kapasitesi ile taninir. Bu nedenle, HA
bazli hidrojeller, hiicrelerin hareket kabiliyetini artirmak ve doku rejenerasyonunu
tesvik etmek i¢in kullanilir (74, 79). HA yiiksek su tutma kapasitesi, hiicrelerin
metabolik aktivitelerini siirdiirebilmeleri i¢in gerekli besin ve oksijenin taginmasina
yardimci olur (80). Ayrica, yara iyilesmesi ve dokularin onarimi siireglerinde 6nemli
rol oynayan HA, hiicre gociinii ve proliferasyonunu tesvik eder (81).

Tez kapsaminda, olusturulan sferoid hiicre kiiltiirleri, farkli oranlarda kolajen ve
HA hidrojelleri igerisine gomiilerek in-vivo kosullarin daha iyi taklit edilmesi
hedeflenmektedir. Kolajen ve HA, hiicrelerin mekanik destek almasi ve metabolik
aktivitelerinin siirdiiriilmesi i¢in ideal bir ortam saglar. Boylece, hiicrelerin dogal
ortamlarina benzer bir mikro ¢evrede, hiicre proliferasyonu, ECM iiretimi ve hiicre-
hiicre etkilesimleri daha yakindan incelenebilecektir.

Bu calisma, sferoid hiicre kiiltiirlerinin kolajen ve HA hidrojelleri igerisinde
degerlendirilmesiyle, hiicrelerin in-vivo benzeri kosullarda nasil davrandigini anlamak
ve bu siireglerde ECM’nin roliinii ortaya koymak acisindan onemli katkilar

saglayacaktir.
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Literatiirde, oral yumusak doku rejenerasyonu ve fibroblastlarin ii¢ boyutlu
kiiltiir modellerinde incelenmesine yonelik ¢alismalar sinirli kalmaktadir. Mevcut
arastirmalar, genellikle iki boyutlu hiicre kiiltiirlerine dayanmakta olup, hiicrelerin
dogal mikro cevrelerini tam olarak taklit edememektedir. Ozellikle, fibroblastlarin in-
vivo kosullarda gosterdigi hiicre-hiicre ve hiicre-ECM etkilesimleri, iki boyutlu
sistemlerde yeterince incelenememekte ve ECM bilesenlerinin bu siireglerdeki etkisi
yeterince ortaya konulamamaktadir (5, 82-84). Ayrica, farkli ECM bilesenlerinin
(6rnegin, kolajen ve HA) fibroblastlarin proliferasyon, migrasyon ve ECM {iretimi
tizerindeki etkileri, literatiirde yeterince kapsamli bir sekilde arastirilmamustir (71, 85-
87).

Bu ¢alisma, literatiirdeki eksiklikleri gidermeyi hedeflemekte ve ii¢ boyutlu
sferoid kiiltiirleriyle fibroblastlarin dogal mikro ¢evresine daha yakin kosullarda nasil
davrandigim incelemektedir. Ozellikle, sferoidlerin farkli oranlarda kolajen ve HA
hidrojelleri igerisine gémiilerek in-vivo kosullarin taklit edilmesi, hiicrelerin ECM ile
olan etkilesimlerini daha iyi anlamamizi saglayacaktir. Bu calisma, fibroblastlarin
rejeneratif kapasiteleri, hiicre canliligi ve ECM sentezi tizerindeki etkilerini detayl bir
sekilde inceleyerek, oral yumusak doku mihendisligi ve rejeneratif klinik
uygulamalara yonelik yeni biyomalzemelerin iiretilmesi ve test edilmesi stire¢lerinde
katkilar saglayabilir.

Calismanin temel amaci, in-vitro ortamda farkli hidrojeller ile insan kaynakl dis
eti fibroblast sferoidleri (otojen kaynakli) kombine edilerek olusturulan ti¢ boyutlu bir
in-vitro model olusturulmasina katki saglamaktir. Bu kapsamda, sferoidlerin kolajen
ve HA hidrojelleri i¢inde biliylime ve rejeneratif potansiyelleri degerlendirilecek,
hiicrelerin ECM {iretimi, metabolik aktiviteleri ve proliferasyon kapasiteleri test edildi.
Modelin basarisi, oral yumusak doku miihendisligi, yara iyilesmesi ve bag dokusu
rejenerasyonu gibi alanlarda uygulanabilir yeni yaklasimlar gelistirilmesine katki
saglayacaktir.

Bu modelin gelisme siireci, hiicrelerin dogal mikro ¢evrelerinin mimarisini taklit
eden biyomimetik hidrojellerin kullanilmasi ve bu hiicrelerin ECM bilesenleriyle

etkilesimlerinin optimize edilmesine dayanmaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Arastirmanin Tipi

Bu ¢alisma, in-vitro bir doku modeli elde edilmesi amaciyla, insan kaynakli
fibroblast hiicrelerin (otojen) ve ticari fare fibroblast hiicreleri (L929) sferoidlerinin
(zenojen) in-vitro ortamda kolajen ve HA hidrojelleri i¢erisinde biiylime ve rejeneratif

kapasitelerinin degerlendirilmesine dayanan deneysel translasyonel bir arastirmadir.
3.2 Arastirmanin Yeri, Zamani ve Plam

Calismanin klinik 6rnekleri Dokuz Eyliil Universitesi, Dis Hekimligi Fakiiltesi,
Periodontoloji Anabilim Dali Kliniginde ¢alismaya dahil etme kriterlerini karsilayan
ve bilgilendirilmis goniillii olur formunu imzalayan hastalardan elde edildi. /n-vitro
deneyler Dokuz Eyliil Universitesi, Onkoloji Enstitiisii, Translasyonel Onkoloji
Anabilim Dali laboratuvarlarinda yiiriitiildi. Bu tez ¢alismasi, Dokuz Eyliil
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan TYL-2023-
3102 numarali proje ve Tiirkiye Saglik Enstitiileri Baskanligi (TUSEB) tarafindan

32492 numarali proje ile desteklenmistir. Arastirma plani tablo 1’°de sunulmaktadir.

Tablo 1: Arastirma plani

Etik kurul onay1
Haziran- Arahk 2022

Tez 6nerisi sunumu ve kabulii

Proje basvurusu (BAP/TUSEB)

Ocak- Mart 2023

Orneklem olusturulmast

Projenin kabulii

Mart- Haziran 2023
Gerekli malzemelerin tedarigi

Dis eti fibroblastlarinin izolasyonu
Haziran- Eyliil 2023

Dis eti fibroblastlarinin validasyonu

Ekstraseliiler matriks bilesenlerinin optimum oranlarinin belirlenmesi
Eyliil- Aralk 2023

Sferoid optimizasyonu

Dis eti ve L929 fibroblast sferoidlerinin olusturulmasi ve takip edilmesi

Ocak- Haziran 2024 Sferoidlerin farkli oranlardaki ekstraseliiler matriks bilesenleri ile

etkilesiminin incelenmesi

Orneklerin analiz edilmesi ve istatistiksel analizler
Haziran-Arahk 2024

Tez yazim agamasi
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3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi

Bu tezde primer izole insan dis eti fibroblast hiicresi ve 1.929 hiicre hattt olmak
iizere iki farkli fibroblast hiicresi arastirmaya dahil edildi. Insan-kaynakli primer
hiicrelerinin degerlendirilmesi ic¢in ticari hiicre hattinin kontrol grubu olarak
kullanilmasi amaglandi.

Bu tez c¢alismasinda, dis eti fibroblastt sferoidi-hidrojel iligkisinin
degerlendirilmesi icin insan-kaynakli dis eti fibroblast hiicrelerinin kullanilmasi
planland:. Dis eti fibroblast hiicrelerinin elde edilmesi i¢in Dokuz Eyliil Universitesi,
Dis Hekimligi Fakiiltesi, Periodontoloji Anabilim Dal1 Klinigi’ne bagvuran goniilliiler
caligmanin 6rneklem havuzu olarak segildi. Periodontoloji kliniginde gingivektomi
ve/veya kuron boyu yiikseltme ve/veya dis ¢ekimi gibi cerrahi operasyonlarda rutin

olarak rezeke edilen periodontal olarak saglikli dis eti dokular1 toplandi.
3.3.1. Dahil Edilme Kriterleri

= 18-80 yas araliginda olmak

* Gingivektomi/ kuron boyu yiikseltme/ dis ¢cekimi operasyonlarindan en az
biri i¢in klinige bagvurmus olmak

» Cerrahi edilecek bolgede periodontal inflamasyon olmamasi (Plak ve
kanama degerinin %10 un altinda olmasi ve cep derinliginin <4 mm olmasi,
klinik atasman kaybinin bulunmamasi)

= Sistemik olarak saglikli olmak

* (Calismaya dahil olmaya goniillii olmak
3.3.2. Diglama Kriterleri

= 18 yasindan kiigiik, 80 yasindan biiyiik olmak

= Sigara kullaniyor olmak

= Son 6 ay i¢inde antibiyotik/steroid kullanmis olmak
» Immiin baskilayici tedavi altinda olmak

= (Calismaya goniillii olmamak

= Cikarilacak dokunun 1 mm®’ten kiiciik olmas1
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Bu caligma dahilinde hasta ile yapilacak tiim adimlar i¢in bilgilendirilmis
goniillii olur formu (BGOF) hastaya detaylica agiklandiktan sonra onam alinarak
gerceklestirilmistir. Hastanin kimligine, kisisel bilgilerine ait hicbir bilgi tigiincii
kisiler ile paylasilmamis, hasta dokular1 numaralandirilarak belirlenmis ve bilgileri

KVKK’ya uygun olacak sekilde gizli tutulmustur.
3.4. Cahisma Materyali

Bu arastirmada kullanilan caligma materyali, insan kaynakli dis eti doku
ornekleri ve L929 hiicre hattidir. Insan kaynakli doku ornekleri, Dokuz Eyliil
Universitesi, Dis Hekimligi Fakiiltesi, Periodontoloji Klinigi’nden temin edilen ve
goniillii hastalardan alinan dis eti dokularidir. Doku 6rnekleri, gingivektomi veya
kuron boyu yiikseltme gibi cerrahi islemler sirasinda elde edilmistir. Caligma materyali
olarak kullanilan ticari hiicre hattt ise ATCC kaynakli L929 fare fibroblast hiicre
hattidur.

3.5. Arastirmanin Degiskenleri
3.5.1. Bagimsiz Degiskenler

» Hidrojel tiirii (Tip 1 Kolajen Hidrojel, HA Hidrojel)

» Hiicre tiirii (Insan kaynakli dis eti fibroblastlari, L929 fare fibroblast hiicre
hatti)

* Hidrojel oranlart (%100 Kolajen Hidrojel, %100 HA Hidrojel, 1:1
Kolajen/HA, 2:3 Kolajen/HA, 3:2 Kolajen/HA)

3.5.2. Bagimh Degigkenler

= Sferoid hacmi (sferoidlerin inkiibasyon siiresi boyunca hacmindeki degisim)

* Hiicresel proliferasyon indeksi

* Metabolik aktivite diizeyi (resazurin bazli testle olgiilen mitokondriyal
aktivite)

» Yara kapanma hizi (hidrojel tiirline gore hiicre migrasyon hizinin

degerlendirilmesi)
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3.6. Insan Diseti Fibroblastlarinin izole Edilmesi ve Idamesi

BGOF’u imzalayarak katilmayi kabul edip, ¢alismaya dahil edilen alt1 sistemik
ve periodontal olarak saglikli bireye uygulanan cerrahi prosediirler sonrasi elde edilen
diseti doku pargalari, ivedilikle +4°C'de, 1 ml'lik santrifiij tiiplerinde bulunan hiicre
kiiltiri ortam1 (%20 FBS + %1 penisilin/streptomisin ile desteklenmis RPMI-1640)
icerisine aktarilarak en fazla 12 saat i¢inde soguk zincirde tasinarak laboratuvara
iletildi. Hasta mahremiyetinin korunmasi amaciyla santrifuj tiipleri numaralandirildi.
Alt1 hastadan toplanan dokulardan 1, 2 ve 3 numarali diseti 6rnekleri, fibroblast
izolasyon yonteminin optimizasyonu i¢in kullanildi. 4, 5 ve 6 numarali hastalardan

elde edilen fibroblastlar ise deneylerde kullanilmak ve saklanmak iizere ayrildi.

Sekil 1: Insan dis eti dokusunun ag1z i¢inden elde edilmesi

Rezeke edilen dokular (Sekil 1), fibroblast izolasyonu prosediiriine tabi tutuldu.
[lk olarak, klinikten elde edilen dokular kontaminasyon riskine karst 1x PBS ile 5 kez
yikandi. Ardindan, 11 numarali cerrahi bistiiri kullanilarak mekanik pargalama iglemi
gerceklestirildi. Sonrasinda dokular, son konsantrasyonu 2 mg/ml olacak sekilde
Kolajenaz I enzimi (17018029, Thermofisher Scientific, ABD) i¢inde inkiibasyona
alind1 ve hareketli su banyosunda 37°C'de iki saat boyunca inkiibe edildi (Sekil 2).

Inkiibasyonun ardindan, hiicre sayimu tripan mavisi kullanilarak yapildi ve elde
edilen hiicre sayis1 kaydedildi. Yeterli hiicre sayisina ulasildiginda (2,5 x 10°),
hiicrelerin doku artiklarindan ayristirilmast i¢in 6rnekler 100 pm'lik naylon filtreden
(Falcon, BD Bioscience, NJ, ABD) gegirildi ve ardindan 10 dakika boyunca 1500

rpm'de santrifiij edildi. Siipernatant alindiktan sonra hiicreler, taze hiicre kiiltiir
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ortaminda yeniden siispanse edilerek, 10° hiicre/cm? yogunlugunda olacak sekilde 25
cm?'lik polistren flasklara (Corning, Corning, NY, ABD) ekildi. Hiicrelerin gelisimi,

ters 151k mikroskobu ile giinliik olarak goriintiilendi ve goriintiiler kaydedildi.

Kolajenaz |
2 mg/mi
—
a:..f \,,_.-,»—-*Xuodk bt

E 1377 e

Sekil 2: Hastalardan alinan dokulardan kollajenaz I enzimi kullanilarak hiicrelerin
izole edilmesi

Hiicre kiiltiir ortami olarak Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)
yiiksek glukoz ortamina (Thermo Fisher, (10569010) ABD) ek olarak %20 v/v FBS,
100 U/mL penisilin, 100 pg/mL streptomisin (Sigma-Aldrich, Missouri, ABD), ve 50
ug/ml Fibroblast Biiyiime Faktorii (FGF) (Perpotech recombinant human FGF-Basic
(100.18B.50UG) Gibco, ABD) eklendi. Hiicreler %70 konfluense ulastiginda, 0.05%
w/v Trypsin/EDTA (Invitrogen, Almanya) kullanilarak flasklardan pasajlandi ve
hemositometri laminda sayildi. 4. pasajda hiicreler dondurma soliisyonu (%90 FBS,
%10 DMSO) i¢inde -80°C'de depolanmak tlizere donduruldu. Deneylerde kullanilacak
hiicreler ise 4. pasajdan sonra deney gruplarina alindi. Hiicreler polistren flaskta %70

yogunluga ulastik¢a pasajlanarak deneyler ve depolamak amaciyla biriktirildi.
3.7. L929 Hiicre Hattinin Kiiltiire Edilmesi

Dokuz Eyliil Universitesi, Onkoloji Enstitiisii, Translasyonel Onkoloji Ana bilim
Dali envanterinde bulunan 1929 hiicreleri bu ¢alismada insan dis eti fibroblast
hiicrelerinin davraniglarinin ve hiicre matriks iligkilerinin degerlendirilmesinde
referans olarak kullanildi. L929 (ATCC, CCL-1) fare fibroblast hiicresi DMEM iginde
kiiltiire edilmis ek olarak %10 FBS ve 100 U/mL penisilin, 100 pg/mL streptomisin
eklenmis 37 derecede %5 CO2 ‘de cm?’ye 50.000 hiicre diisecek sekilde ekildi (88).
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3.8. Sferoidlerin Olusturulmasi ve Optimizasyon Testleri

Dis eti fibroblastlardan {i¢ boyutlu sferoid yapilar olusturmak amaciyla,
hiicrelerin ylizeye yapigmasini engelleyen 6zel modifiye yilizeyli 96 kuyucuklu hiicre
kiiltiiri plaklar1 (Cellstar®, Cell-Repellent Surface, U Bottom) kullanildi. Deneyler
hem L.929 fibroblast hiicre hatt1 hem de insan kaynakli dis eti fibroblastlar iizerinde es
zamanli olarak yiriitiildii.

Geleneksel iki boyutlu kiiltiir yontemiyle biyiitiilen hiicreler, optimal sferoid
i¢in gereken hiicre miktarinin belirlenmesi i¢in, her bir kuyucuga sirastyla 2.000, 5.000
ve 10.000 hiicre ekilerek gerceklestirildi. Hiicreler 11 giin boyunca giinliik olarak ters
151k mikroskobunda fotograflanarak takip edildi ve biiyiime davranislar1 Imagel
programi kullanilarak yapilan Olglimler ile yasam egrileri olusturularak

degerlendirildi.

/\i -
ol

\ >

Sekil 3: Hidrofobik 96 kuyucuklar kullanilarak sferoid olusturulmasi

Her kuyucuga 5.000 hiicre ekilerek deneyler yiiriitiildi (Sekil 3). Hiicreler, 37°C
ve %5 CO: ortaminda inkiibe edilerek {i¢ boyutlu sferoid ko-kiiltiir sentezi
tamamlanana kadar inkiibasyon devam ettirildi. Hiicre kiimelenmeleri, hiicre

kontraksiyonu ve biiyiime egrisi sekiz giin boyunca takip edildi.
3.9. Hidrojellerin Hazirlanmasi

Hidrojeller i¢in Rat Tail Collagen (5153, Advanced Biomatrix) ve Thiol-
Modified Hyaluronan Hydrogel Kit (GS310, Advanced Biomatrix) kullanildi. 4 mg/ml

kolajen, hiicre kiiltiirii ortami ile son konsantrasyonu 2 mg/ml olacak sekilde
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seyreltildi. Bu siispansiyonun pH’1 3,5 olarak 6l¢iildii, jellesmeyi saglamasi ve hiicre
kiiltiirtinde kullanilabilir olmasi igin 1M NaOH ile pH’17,3’e ulasana kadar titre edildi.

HA hidrojel hazirlanirken, kit igerigindeki glikozil ve extralink-Lite sirasiyla
Iml ve 0.5 ml olacak sekilde kit i¢erigindeki distile su ile ¢6zdiiriildii. Seffaf ve viskoz
yapida homojen hale gelene kadar vortekslendi. Daha sonra 1:4 oraninda extralink-

Lite/ glikozil eklenip pipetleme yontemiyle karistirildi.

Sekil 4: Elde edilen sferoid kiimesinin hidrojel igerisine ekilerek olusturulan ii¢
boyutlu yapi.

3.9.1. Sferoidlerin Hidrojel Icine Gomiilmesi

96 kuyucuk icerisinde en az 3 tekrarli olacak sekilde hidrojel gruplari (%100
Kolajen, 3:2 Kolajen/HA, 1:1 Kolajen/HA, 2:3 Kolajen/HA ve %100 HA) olusturuldu.
Her bir sferoid BSA ile kaplanmis pipet ucu ile tek tek alimip, 100 pL hidrojel ile
birlikte 96-kuyucuklu plaga buz iizerinde ekildi (89). Ekim igslemi tamamlandiktan
sonra plaka ters cevrilip 37°C karbondioksit inkiibatoriinde jel formunu almasi i¢in
inkiibe edildi (Sekil 4). 90 dakika sonra jellesen hidrojellerin {izerine hiicre kiiltiirii

ortami eklendi.

3.9.2. U¢ Boyutlu Hidrojellere Gomiilii Sferoidlerin Yapisal Degisikliklerinin

Ve Davraniglarinin Incelenmesi

Sferoidlerin bliylime dinamikleri, her 24 saatte bir 8 giin boyunca goriintiilendi.
Sferoidlerin goriintiilenmesi, ters 151k mikroskobunda gerceklestirildi. Elde edilen
gorintiiler, ImageJ yazilimi kullanilarak analiz edildi. Sferoidlerin en ve yiikseklik

(Y34

Ol¢iimleri yapilarak bu veriler “x” ve “y” degerleri olarak kaydedildi. Daha sonra
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sferoid hacminin hesaplanmasi igin yarigap (r) degeri Vx.y formiiliiyle hesaplandu.
Hesaplanan r degeri, kiire formiiliine (V = 4/3.x.r) uyarlanarak sferoid hacim degeri

elde edildi. Sferoid ¢evresinde olusan uzantilar yarigap 6l¢iimiine dahil edilmedi.
3.9.3. Invazyon Analizi

Sferoidler cesitli hidrojeller igerisine gomiildiigiinde matriks igerisine uzantilar
gerceklestirebilir. Bu uzantilarin  Olgililmesi i¢in  hidrojellerin  i¢ine gomiilen
sferoidlerin uzantilarinin hacimlerine oran dlgtilerek invazyon miktar1 degerlendirildi.
Glinliik olarak 8 giin boyunca alinan fotograflar incelenerek her bir sferoidin matriks
icerisine invazyon mesafesi ImageJ programi yardimryla 6l¢iildii.

Likit ortam i¢inde hazirlanan sferoidlerin aksine, hidrojel igine gomiilen
sferoidlerin etrafinda hiicrelerin tutunabilecegi bir matriks yapis1 saglanmis olur.
Hiicreler ¢evresel sinyalleri algilamak ve bunlara yanit verebilmek i¢in matriks icine
uzantilar yaparlar. Uzant1 gozlenen 6rneklerde uzanti ¢cap1 (kirmizi gember) Olgiilerek

sferoid ¢apina (mavi gember) oranlanarak hesaplandi (Sekil 5).

Sekil 5: Hiicre uzantilarinin hesaplanmasi
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3.9.4. Arastirmaci Kalibrasyonu

Olgiimler gruplara koér arastirmaci (BTY) tarafindan yapildi. Arastirmaci
kalibrasyonu, seg¢ilen 15 Ornek iizerinde, tek arastirmaci tarafindan 2 giin arayla
yapilan tekrarlayan &lgiimlerle degerlendirildi. Olgiimler arasindaki uyumu analiz
etmek igin ¢ift yonlii rastgele etki modeli (two-way random effects model) kullanilarak
arastirmaciin korelasyon katsayist SPSS programi ile hesaplandi. Bu deger 0,92

olarak bulundu ve 6l¢timlerin yiiksek diizeyde giivenilir oldugu dogrulandi.
3.9.5. Hiicre Canlilik Testi

Metabolik aktivite dl¢limleri, resazurin bazli bir sitotoksisite tespit yontemi olan
Presto Mavisi testi kullanilarak bes tekrarli olarak gergeklestirildi. Weselsky
tarafindan kesfedilen resazurin, hiicresel metabolik aktivitenin bir gostergesidir. Jel
icerisinde gdmiilii sferoidlerin metabolik aktivite tayini i¢in resazurin tabanli presto
mavisi (A13261, Thermofisher Scientific) ajani ile 6l¢iildi. 4. ve 8. giinlerde, gomiili
sferoidlerin hiicre kiiltiirii ortamlar1 aspire edildi. 1:10 oraninda presto mavisi igeren
100 pl hiicre kiiltiirii ortanmu ile 3 saat boyunca 37°C hiicre kiiltiirii inkiibatoriinde
muamele edildi. Daha sonra presto mavisi igeren ortamlar 96 kuyucuklu plakalarda
topland1 ve sferoidler taze ortam ile degistirildi. Presto mavisi i¢eren plaka okuyucu
(VarioSkan Lux, ThermoFisher Scientific) ile 590 emisyon 560 eksitasyon dalga
boyunda absorbans Olgiimii alindi. DMEM ig¢inde bulunan hidrojel igerisine

gémiilmemis sferoidler kontrol grubu olarak kullanildi (90).
3.9.6. Yara lyilesmesi Deneyi

Kolajen ve HA kullanilarak hazirlanan 5 farkli hidrojelin hiicre migrasyonuna
etkisinin degerlendirilmesi icin L1929 hiicreleri kullanilarak flask iizerinde yara
lyilesmesi deneyi yapildi (Sekil 6) (91). Hiicreler, 6 kuyucuklu plakalara kuyu basina
50.000 hiicre olacak sekilde ekildi. Hiicreler zemini %80 oraninda kaplayincaya kadar
inkiibe edildi. Inkiibasyonu takiben 100 uL pipet ucu kullanilarak tek bir ¢izgi halinde
yaralar c¢izildi ve farkli oranlardaki hidrojeller (Kolajen, 3:2 Kolajen/HA, 1:1
Kolajen/HA, 2:3 Kolajen/HA ve HA) ile kaplandi. Pozitif kontrol olarak 1 adet matriks

icermeyen kuyu ortam ile izlendi. Yaranin kapanma hizi 72 saat boyunca her 24 saatte
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bir ters mikroskopi (Zeiss, Axio Vert-Al) yontemi ile goriintiilendi. Yara agikligi
cekilen fotografin iist, orta ve alt 1/3’liik boliimiindeki mesafelerin ImageJ yazilimi
kullanilarak gruplara kor arastirmaci tarafindan 6lgiildii ve hesaplandi. Yara kapanma

hizi, yara agiklig1 formiili ile hesaplandi (Formiil 3.1).

[(T zamanindaki yaranin genisligi — 0 zamanindaki yaranin
genisligi) /T zamanindaki yara genisligi] < 100
(3.1.)
(0 zamani, yaranin ¢izildigi ilk ani, T zamant,
inkiibasyonun sonundaki ani temsil etmektedir.)

Baslangi¢ lyilesme
- | (WP
J SELELLEE I : =) F---] P )
= BN =

_Ginltk 5C
ghsoeoe I Olgtimler o ke
V¢ I' """" | ) }---4

Sekil 7: Yara iyilesmesi deneylerinin illiistrasyonu

3.10. Veri Toplama Araclar:

Veri toplama amaciyla kullanilan cihazlar Tablo 2’de gdsterilmistir.

Tablo 2: Calismada kullanilan cihazlar

Malzeme Ad1

Kullanim Amaci

ESCO, Smf 2 biyogiivenlik kabini, Lab. culture
plus

Hiicre kiiltiirii i¢in steril ortam saglar

ESCO, Smif 2 biyogiivenlik kabini, AC2-4E8

Hiicre kiiltiirii i¢in steril ortam saglar

Hettich Eppendorf, Santrifuj cihazi, D-78532

Hiicre kultira

Beckman Coulter, Minispin, C3486

Hiicre kaltira

ESCO, Hiicre kiiltiirii CO2 Inkiibatorii, CCL-
170T-8

Hiicre hatlarina yagam ortami saglanmasi

Thermo Scientific, Hiicre kiiltiirii CO2
Inkiibatérii, Steri-cycle 371

Hiicre hatlarina yagam ortami saglanmasi

Thermo Scientific, Su banyosu, TSSWB1

Malzemelerin ¢6zdiiriilmesi, denatiire
edilmesi veya 1sitilmast

Zeiss, Ters Mikroskop, Axio Vert-Al

Rutin hiicre kiiltiirii ¢alismalar

Zeiss, Konfokal Mikroskop, LSM 800

Yiiksek kalitede 3B goriintiileme

Shimadzu Corp, Analitik Tarti, AP225WD

Kimyasallarin hassas tartimi
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Thermo Scientic, pH dlger, Orion Star A111

Tampon asitliginin ayarlanmasi

Nuve, Otoklav, NC 40M

Hiicre kiiltiirii ¢alismalari igin
malzemelerin sterilizasyonunda kullanilir

ITV, Buz Yapici, Ice Queen 50

Hiicre kiiltiirii ortaminda soguk
caligilabilmesi i¢in buz saglanmasi

StakPure, Ultra Saf Su Sistemi, Omnia Tap 6 UV

Deneyler i¢in ultra saf su alinacaktir.

MVE, Sivi Nitrojen Tank, Cryosystem 750

Hiicrelerin uzun siireli saklanmasinda
kullanilacaktir

Thermo Scientific, Sandik Dondurucu (-150 °C),
ULT-7150- 9V

Hiicre saklanmasinda kullanilacaktir

Vestel, Derin Dondurucu, (-80 °C)

Dondurma igleminden sonra hiicre
pasajlarinin saklanmasi

Derin Dondurucu (-20 °C) (Bosch, Vestel,
Arcelik)

Malzemelerin soguk kosullarda
saklanmasi

Sogutucu (+4 °C) (Bosch, Vestel)

Malzemelerin soguk kosullarda
saklanmasi

Calismada kullanilan sarf malzemeler Tablo 3’te gosterilmistir.

Tablo 3: Calismada kullanilan sarf malzemeler

Malzeme Ad1 Markasi/Kod Kullanim Amaci
DMEM Cegrogen / €0500-160 Hiicre kiiltiirii i¢in ortam
NCTC clone 929 ATCC Calismalarda kullanilan

ticari hiicre hatti

Fetal bovine serum

Cegrogen / a0500-3030

Biiyiime ortamina eklenen
serum

Fare Kuyrugu Kolajeni Advanced biomatrix/ #5153 | Hidrojel malzemesi

Thiol-modified hiyaliironat | Advanced biomatrix/ gs310f | Hidrojel malzemesi

hidrojel

Prestoblue A13261 Hiicre canlilig1 testi

Cell-repellent yiizey, U Greiner / 651970 Steroid olusturmakta

taban kullanilan 96 kuyucuklu
plaka

RPMI 1640 Cegrogen/ ¢0500-360 Hiicre kiiltiirii i¢in ortam

L-glutamine Cegrogen/ k0100-670 Biiyiime ortamina eklenen
protein

Penicillin/streptomycin Cegrogen/ p0100-790 Biiyiime ortamina eklenen
antibiyotik

Trypsin-EDTA (0.05 %) in | Cegrogen/ N0100-720 Hiicre pasajlanmasi

PBS

Flask 25¢cm? Biofil/ tcf011050 Hiicre kiiltiirii sarf
malzemesi

6 well plate Biofil/ tcp011006 Hiicre kiiltiirii sarf
malzemesi

Serolojik pipet 5 ml Biofil/ GSP010005 Hiicre kiiltiirii sarf
malzemesi

Serolojik pipet 10 ml Biofil /GSP010010 Hiicre kiiltiirii sarf
malzemesi
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Santrifiij tiipii 15 ml Biofil/ CFT011150

Hiicre kultiiri sarf
malzemesi

Fgf-basic 50 ug Perpotech/100.18b.50ug

Biiyiime ortamina eklenen
protein

Dokuz Eyliil Universitesi Dig Hekimligi
Fakiiltesi'nde dis eti rezeksiyonu yapilan
hastalar

4 hasta
sigara
kullandigi

6 hastadan dis eti 6rnegi
alindi

Ornek #1,

#2, #3
standardizasyon
testlerinde
kullanildi

Ornek #4,

deneylerde
kullanildi

L929 Ticari hiicre hatti

nsan Gingival
Fibroblastlar

Yara iyilesme R
deneyleri

Sferoid Olugturulmasi

®
Optimizasyon testleri

()
Canlilik testleri

()
Sferoid Yapilarin Hidrojeller ile Birlestirilmesi

Kolajen

3:2 Kolajen/HA
1:1 Kolajen/HA
2:3 Kolajen/HA
HA

Kontrol

Verilerin degerlendirilmesi ve rapor haline getirilmesi

Sekil 8: Akis semast

$!
birakildi.

#5, #6 stoklama ve
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3.11. Verilerin Degerlendirilmesi

In-vitro deneylerden elde edilen veriler GraphPad-Prism 10.4.1 (Kalifornia,
ABD) program kullanilarak degerlendirildi. Ol¢iimlerde belirtilen degiskenler standart
sapma, medyan (ortanca) ve minimum-maksimum degerleri gosterildi. Verilerin
normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk testine gore degerlendirildi. Degerler
normal dagilim gosteriyorsa varyansin homojen olup olmadigi Barlett testiyle kontrol
edildi. Normal dagilim gostermeyen gruplarda Kruskall Wallis testi ve ek olarak post
analiz olarak Dunn testi gerceklestirildi. Normal dagilim gosteren gruplar i¢in tek
yonlii ANOVA testi kullanildi. Istatistik anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak tanimlandh.
Verilerin giivenilirligini ve gecerliligini artirmak amaciyla, kullanilan analizlerin
dogrulugu icin ilgili literatiirden referanslar eklendi ve anlamli bulunan sonuglar

tablolar halinde sunuldu.
3.12. Arastirmanin Sinirhliklari

Bu arastirma kapsaminda, hidrojeller icerisine gomiilen sferoid yapilarin
rejeneratif potansiyelini degerlendirmek amaciyla gercek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu yapilmasi planlanmistir. Ancak, hidrojel i¢indeki sferoid yapilardan elde
edilen hiicre sayis1 grup basina yaklasik olarak 50.000 hiicre ile smirli kalmistir.
Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu i¢in minimum 500.000 hiicre gerekliligi

nedeniyle, bu analiz ger¢eklestirilememistir.
3.13. Etik Kurul Onay1

Bu ¢alismaya iliskin Dokuz Eyliil Universitesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar
Etik Kurulu’ndan 12.10.2022 tarih, 7525-GOA dosya numarali etik kurul onay1 ve
Dokuz Eyliil Universitesi Agiz ve Dis Saglig1 ve Uygulama ve Arastirma Hastanesi

Midiirliigii’nden gerekli uygulama izinleri alinmustir.
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4. BULGULAR
4.1. Yara lyilesme Testi Analizi

Farkli kombinasyonda hazirlanmis hidrojellerin hiicre gogii iizerine etkisini
degerlendirmek i¢in iki boyutlu L929 hiicre kiiltiirlerine yara iyilesmesi testi li¢ tekrarl
olmak iizere uygulandi. Kontrol grubunda ise hidrojel yerine DMEM ortam kullanildi.
Tiim gruplarda yara kenarlarinin 3 giinliik takip suresi i¢inde giderek birbirine
yaklagtigi izlendi (Grafik 1). Kolajen hidrojel haricinde diger hidrojel
kombinasyonlarinda 3. giinlin sonunda yara kenarlar1 arasindaki degisim anlamh
bulunmadi. Hidrojel kullanilmayan kontrol grubunda 2. giinde ve kolajen hidrojel
grubunda 3. giinde hiicre migrasyonuyla olusturulan boslugun tamamen kapandigi
goriilmektedir (Sekil 8). Baslangig yara kenarlari 6lgtimleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark bulunmadi (p>0.999). Gruplar aras1 fark degerlendirildiginde 2. ve 3.
giinde Kolajen grubunda yara kenarlar1 arasinda mesafe diger gruplara gore anlaml

derecede azalmis bulundu (p=0.0427).

Yara lyilesme Testi

-o— Kolajen

3:2 Kolajen/HA
—— 1:1 Kolajen/HA
-¥ 2:3 Kolajen/HA

HA
-©- Kontrol

Gunler

Grafik 1: Yara kenarlar1 arasindaki mesafenin baslangi¢ ve 3. giinler arasindaki
degisimi gosteren grafik.

(3/2 CH: 3:2 Kolajen / Hiyaliironik asit, 1/1C/H:1:1 Kolajen / Hiyaliironik asit, 2/3 C/H: 2:3 Kolajen /
Hiyaliironik asit, HA: Hiyaliironik asit)
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Kolajen

3:2 Kolajen/HA

1:1 Kolajen/HA

2:3 Kolajen/HA

HA

Kontrol

Sekil 9: Farkli hidrojeller i¢inde hidrojellerin baslangi¢ ve 3 giinliik goriintiileri

(3/2 CH: 3:2 Kolajen / Hiyaliironik asit, 1/1C/H:1:1 Kolajen / Hiyaliironik asit, 2/3 C/H: 2:3 Kolajen /
Hiyaliironik asit, HA: Hiyaliironik asit)

4.2. Insan Dis Eti Dokularindan Dis Eti Fibroblast Eldesi

Mekanik ve enzimatik disosiyasyonun ardindan elde edilen insan dis eti
fibroblastlarinin ters mikroskop kullanilarak 10X biiyiitmede alinan goriintiilerinde

uygun morfoloji gosterdikleri gozlendi.
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Sekil 10: Insandan elde edilen dis eti fibroblast hiicrelerinin 10x biiyiitmede
mikroskop altindaki goriintiisi

4.3. Optimizasyon Testi

Deney planina gore sferoid yapilar insan diseti fibroblast hiicreleri ve ticari L929
hiicreleri sferoid olusturmak amaciyla 2.000 5.000 ve 10.000 hiicre miktarinda
ekilerek 11 giin boyunca takip edildi. Her bir grup i¢in egrinin egimi dikkatle
degerlendirildi. Hiicre sayisinin arttigi ardindan plato olusturdugu giinler sferoid
olusumu agisindan uygun olarak yorumlandi (Grafik 2). Benzer sekilde sferoid
hacminin kontraksiyona ugrayarak hiicre kiimelenmesini tamamlayip plato goriintiisii
verdigi donemler de deneylerin gergeklestirilmesi i¢in yogun donemler olarak
degerlendirildi. Hiicre hacminin plato ardindan keskin diisiis gosterdigi durumlar
hiicre 6liimiine isaret edebilecegi olarak yorumlandi. Deney planina gore sferoid
yapilar insan diseti fibroblast hiicreleri 5.000 ve 10.000 hiicre miktarinda ekildiginde,
hiicre kiimelenmeleri ilk 3 ile 5 giin i¢inde istatistiksel olarak anlamli diizeyde
kontraksiyon gostermistir. Sonrasinda, 5.000 hiicre iceren insan dis eti
fibroblastlarinda 3. giinden, 10.000 hiicre iceren grupta ise 5. giinden itibaren plato
fazina gegis gozlemlenmistir.

2.000 HGF hiicresi ile olusturulan sferoidlerde ise 11 giinliik takip siiresince hiicre
kiimesi hacminde istatistiksel olarak anlaml1 bir degisim ya da grafikte fark edilen bir

egilim gézlemlenmemistir.
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L929 hiicrelerinde hizli bir hacim artig evresinden sonra 3. gilinde sferoid
formasyonu olusumu izlenmistir. L929 ticari hiicre hatti ve insan dis eti fibroblast
hiicrelerinin her ikisinin de 3. giinden itibaren plato evresine girdigi ve benzer
hacimlerde sferoidler olusturdugu g6z oniine alindiginda, hidrojel ile kombine edilen
deneylerin her iki gruptan da 5.000’er hiicre kullanilarak gergeklestirilmesine karar
verilmistir. (Sekil 9)

Optimizasyon Testleri

0.20
0.16

0.06 W & 2K HGF
| 2K L929
h —- 5K HGF
E 1 5K L929
0.05§ - 10K HGF
i 10K L929
0.00 H_._'\f\‘_'_‘_‘/',—.—.—.—l
0 5 10
Guinler

Grafik 2: 1929 hiicre hatt1 ve HGF hiicrelerin kuyucuklara ekildikten sonra 10 giin
boyunca hacimsel degisimlerini gosteren grafik.

(2K HGF: 2.000 insan diseti fibroblasti, 2K L929: 2.000 L929 hiicresi, 5K HGF: 5.000 insan diseti
fibroblasti, 5K L929: 5.000 L929 hiicresi, 10K HGF: 10.000 insan diseti fibroblasti, 10K L929: 10.000
L929 hiicresi)

4.4. Metabolik Aktivite ve Proliferasyonun Degerlendirilmesi

Farkl1 hidrojel kombinasyonlarinin sferoidlerin metabolik aktivitesi tizerindeki
etkisini degerlendirmek amaciyla Kruskal-Wallis testi uygulandi ve kontrol grubu ile
diger gruplar arasinda istatistiksel farklilik olup olmadigi incelendi (Grafik 3). Bu
analiz sonucunda, yalnizca 1:1 Kolajen/HA grubunda toplam canli hiicre sayisinda
istatistiksel olarak anlamli bir azalma tespit edildi (p=0.0152). Sonuglar, farkl: hidrojel
bilesenlerinin sferoidlerin metabolik aktivitesi lizerinde belirgin bir degisiklik

yaratmadigini gostermektedir (Tablo 3).
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Grafik 3: Presto mavisi kullanilarak 4. ve 8. giinlerde gergeklestirilen metabolik
aktivite analizleri

(3/2 CH: 3:2 Kolajen / Hiyaliironik asit, 1/1C/H:1:1 Kolajen / Hiyaliironik asit, 2/3 C/H: 2:3 Kolajen /
Hiyaliironik asit, HA: Hiyaliironik asit) *: 0.0152

Tablo 4: Canlilik testi verileri

Dunn ¢oklu karsilastirma | Ortalama | Ortalama | Ortalama P degeri
deger 1 )
farka
Kontrol veya Kolajen 8 11,50 3,5 0,1312
Kontrol veya 3:2 Kolajen/HA | 5 11,50 6.5 0,8239
Kontrol veya 1:1 Kolajen/HA | 7 11,50 4,5 0,2590
Kontrol veya 2:3 Kolajen/HA | 8 11,50 3,5 0,1312
Kontrol veya HA 2 11,50 9,5 >0,9999

(3/2 CH: 3:2 Kolajen / Hiyaliironik asit, 1/1C/H:1:1 Kolajen / Hiyaliironik asit, 2/3 C/H: 2:3 Kolajen /
Hiyaliironik asit, HA: Hiyaliironik asit)
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45. Hazirlanan Uc¢ Boyutlu Modellerdeki Sferoidlerin  Yapisal

Degisikliklerinin ve Davramislarinin Degerlendirilmesi

L.929 sferoidleri farkli hidrojeller i¢inde 7 giin boyunca goriintiilenmistir (Sekil
10). Olusturulan sferoidlerin istatistiksel analizi igin, non-parametrik bir test olan
Kruskal-Wallis testi uygulanmis ve post hoc analiz olarak Dunn testi kullanilmustir.
Alfa degeri 0,05 olarak belirlendi. HGF sferoidlerinin hidrojel i¢erisinde zamana baglh
degisiminin istatistiksel analizlerinden elde edilen p degerleri Tablo 6'da, L929
sferoidlerinin hidrojel i¢erisinde zamana bagli degisiminin istatistiksel analiz sonuglar1

ise Tablo 4'te sunulmustur. Gruplarin ortalama hacim degerleri HGF hiicreleri igin

Tablo 7'de, 1929 hiicreleri i¢in ise Tablo 5'te gosterilmektedir.

Sekil 11: L929 hiicre sferoidlerinin farkli hidrojel yapilar1 igindeki goriiniimii

(Lejant: 3/2 CH: 3;2 Kolajen / Hiyaliironik asit, 1/1C/H:1:1 Kolajen / Hiyaliironik asit, 2/3 C/H: 2:3
Kolajen / Hiyaliironik asit, HA: Hiyaliironik asit)
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Kolajen igerisine gomiilen 1929 hiicre sferoidleri, yapisal olarak minimal bir
bliziilme gdstermesine ragmen 8 giin boyunca istatistiksel olarak anlamli bir yapisal
degisim tespit edilmedi (Grafik 4). Kolajen hidrojel grubu ile 2:3 Kolajen/HA, 3:2
Kolajen/HA ve kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu
(strastyla p=0.0023, p=0.025, p=0.0224).

3:2 Kolajen/HA hidrojel grubu ile kolajen hidrojel grubu arasinda istatistiksel
anlamli bir fark olmasina karsin, diger gruplar arasinda anlamli bir fark tespit
edilmemistir. 2:3 Kolajen/HA ve 3:2 Kolajen/HA gruplarinda, sferoidlerin ¢eperinden
zamanla genisleyen invazyon uzantilar1 gézlemlenirken, 3:2 Kolajen/HA grubunun
ortalama sferoid biiytikliigii 6l¢iildii.

Kolajen ve HA esit oranlarda karistirildigi 1:1 Kolajen/HA grubu ise diger
gruplarla kiyaslandiginda sferoid biiylikliigii agisindan ortalama bir deger almig ve
diger gruplarla arasinda istatistiksel bir fark bulunamadi.

2:3 Kolajen/HA grubu ile kolajen hidrojel grubu karsilastirildiginda, 6. giinde
2:3 Kolajen/HA grubu lehine istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmistir. Bu
grupta, ¢eperden hidrojel icerisine dogru uzanan invazyon uzantilarinin en yiiksek
degere ulastigi gozlemlenmistir. Uzanti uzunluklar1 dahil edilmeden yapilan
Ol¢timlerde, en biiyiik sferoid hacmine sahip grup 2:3 Kolajen/HA hidrojel grubu
olarak tespit edildi.

HA hidrojeli igerisine ekilen L929 sferoidlerinde, zamanla tutarli bir hacimsel
kiiciilme goriilmesine ragmen, 7. giinde izlenen deger ile baslangic sferoid hacimleri
arasinda higbir grupta istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi.

HA hidrojeli icerisindeki ortalama sferoid hacmi, ortalama bir deger olarak
kaydedildi.
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L929 Sferoid Hacmi
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Grafik 4: 1929 sferoidlerinin farkli hidrojeller i¢inde 8 giin boyunca hacim
degisimi
(3/2 CH; 3:2 Kolajen / Hiyaliironik asit, 1/1C/H:1:1 Kolajen / Hiyaliironik asit, 2/3 C/H: 2:3 Kolajen /

Hiyaliironik asit, HA: Hiyaliironik asit)

Tablo 5: L929 sferoidlerinin hidrojel i¢erisinde zamana bagli degisimine bagli “p

e %

degerleri
Hidrojel . 3:2 1:1 2:3
Tipi Kolajen Kolajen/HA | Kolajen/HA | Kolajen/HA HA Kontrol
Kolajen X 0,0253* 0,1835 0,0023* >0,9999 | 0,0224*
3:2
Kolajen/HA 0,0253* X >0,9999 >0,9999 0,4496 | >0,9999
1:1
Kolajen/HA 0,1835 >0,9999 X >0,9999 >0,9999 | >0,9999
2:3 «
Kolajen/HA 0,0023 >0,9999 >0,9999 X 0,0882 | >0,9999
HA >0,9999 0,4496 >0,9999 0,0882 X 0,4505
Kontrol 0,0224* >0,9999 >0,9999 >0,9999 0,4505 X

(3/2 CH: 3:2 Kolajen / Hiyaliironik asit, 1/1C/H:1:1 Kolajen / Hiyaliironik asit, 2/3 C/H: 2:3 Kolajen /
Hiyaliironik asit, HA: Hiyaliironik asit)
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Sekil 12: HGF hiicre sferoidlerinin farkli hidrojel yapilari i¢indeki goriiniimii

(3/2 CH: 3;2 Kolajen / Hiyaliironik asit, 1/1C/H:1:1 Kolajen / Hiyaliironik asit, 2/3 C/H: 2:3 Kolajen /
Hiyaliironik asit, HA: Hiyaliironik asit)

HGF hiicreleri kullanilarak olusturulan sferoidler, farkli kombinasyonlardaki
hidrojeller igerisinde incelendiginde, insan kaynakli fibroblastlarin 1929 hiicre
hattindan farkli olarak hicbir grupta sferoid ¢eperinde uzamsal invazyon yapilari
gozlenmedi (Sekil 10). Hacim agisindan en biiyiik ortalamaya ulasan sferoid yapisi,
3:2 Kolajen/HA hidrojel grubuna gémiilerek olusturulan sferoid olmasina ragmen,
yalnizca HA hidrojel (p=0.0082) ve kontrol grubu (p<0.0001) arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark tespit edildi.

Kolajen ve 1:1 Kolajen/HA gruplar1 incelendiginde, sferoidlerin gomiildiikleri
hidrojellerde hacimlerini koruduklar1 ve birbirine benzer hacimlerde sferoid yapilari

sergiledikleri belirlendi (Grafik 5).
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Grafik 5: HGF sferoidlerinin farkli hidrojeller iginde 8 giin boyunca hacim degisimi

(3/2 CH: 3;2 Kolajen / Hiyaliironik asit, 1/1C/H:1:1 Kolajen / Hiyaliironik asit, 2/3 C/H: 2:3 Kolajen /
Hiyaliironik asit, HA: Hiyaliironik asit)

Tablo 6: L929 sferoidlerinin hidrojel i¢erisinde zamana bagl degisimine baglh “p”
degerleri

3:2 1:1 2:3
Hidrojel Kolajen | Kolajen/ | Kolajen/ | Kolajen/ HA Kontrol
HA HA HA
Kolajen X 0.527 >0.9999 >0.9999 >0.9999 0.0154*
3:2
Kolajen/HA 0.527 X 0.1066 >0.9999 0.0082* | <0.0001*
1:1
Kolajen/HA >0.9999 | 0.1066 X >0.9999 | >0.9999 | 0.1043
2:3
Kolajen/HA >0.9999 | >0.9999 >0.9999 X 0.3603 0.0004*
HA >0.9999 | 0.0082* | >09999 | 0.3603 X 0.796
Kontrol 0.0154* | <0.0001* 0.1043 0.0004* 0.796 X

(3/2 CH: 3;2 Kolajen / Hiyaliironik asit, 1/1C/H:1:1 Kolajen / Hiyaliironik asit, 2/3 C/H: 2:3 Kolajen /
Hiyaliironik asit, HA: Hiyaliironik asit)
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Grafik 6: Zamana bagl sferoid invazyonu grafigi

(3/2 CH: 3:2 Kolajen / Hiyaliironik asit, 1/1C/H:1:1 Kolajen / Hiyaliironik asit, 2/3 C/H: 2:3 Kolajen /
Hiyaliironik asit, HA: Hiyaliironik asit)

Yapilan deneylerde, HGF hiicrelerinden elde edilen sferoidlerin hidrojeller
igerisine gdmiildiikten sonra 7 giinliik takip boyunca hiicre uzantilar1 olusturmadig:
gozlendi. Bu nedenle, HGF grubu i¢in invazyon hesaplamalar1 yapilmadi. Ancak L.929
sferoidleri incelendiginde, kolajen hidrojel ve kontrol grubu haricindeki gruplarda
cesitli zamanlarda invazyon uzantilari tespit edildi (Grafik 6).

2:3 Kolajen/HA ve 3:2 Kolajen/HA gruplari, diger gruplara kiyasla istatistiksel
olarak anlamli diizeyde daha fazla invazyon gosterdi. 4. giinde, 3:2 Kolajen/HA grubu
ile kontrol grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli seviyede bulundu
(p=0.036). 7. giinde ise 2:3 Kolajen/HA grubu ile kontrol grubu arasinda anlamli bir
fark tespit edildi (p=0.0427) (Grafik 6).
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5. TARTISMA

Hiicre ve doku modelleri, ilaglarin ve biyomalzemelerin klinik uygulamaya
gecmeden once etkinliklerinin test edilmesinde kullanilmaktadir. Ancak, iki boyutlu
geleneksel hiicre kiiltiir teknikleri, klinik kosullarin modellenmesinde yetersiz
kalabilmektedir. Sferoid hiicre kiiltliriiniin, klinik kosullarin taklit edilmesinde
geleneksel hiicre kiiltiirii modellerine gore daha avantajli oldugu bilinmektedir. /n-
vitro bir dis eti modeli gelistirilmesi ise epitel ve bag dokusu gibi farkli niteliklere
sahip dokularin bir arada bulunmasi, farkli hiicre gruplarinin birlikte ¢alismasi ve oral
mikrobiyal ¢evrenin etkisi gibi nedenlerle oldukga karmasik hale gelmektedir (92, 93).

Giliniimiizde popiiler hale gelen organ-on-a-chip ve organoid doku modelleri,
farkli yapiya sahip hiicrelerin bir arada ikame edilebilmesi, ekstraseliiler matriks
bilesenlerinin dogru oranda elde edilmesi ve vaskiiler yapilarin yeterince taklit
edilememesi gibi sinirlamalar nedeniyle, dis etinin ii¢ boyutlu, gercege uygun bir
modelini ve hayvan deneylerine alternatif olusturabilecek bir yapisini gelistirmek
zorlagmaktadir ~ (94-96). Bu  nedenle,  periodonsiyumun  laboratuvarda
modellenebilmesi, biyomalzemelerin in-vitro kosullarda degerlendirilebilmesi ve
klinige hizl1 bir sekilde uyarlanabilmesi, 6nemli bir aragtirma konusu olarak karsimiza
¢ikmaktadir (97-99).

Steroid hiicre modellerinin, hiicrelerin birbiriyle olan ti¢ boyutlu iliskisini taklit
etmedeki en 6nemli avantaji, hiicre-hiicre etkilesimlerinin in-vivo kosullardaki gibi
coklu yilizey temaslariyla saglanmasi ve hiicrelerin polistren flask yiizeyi yerine
birbirleriyle daha fazla etkilesime girerek metabolik siireglerini dogala yakin bir
sekilde gergeklestirebilmesidir (100).

Bu ¢alismada, hiicrelerin bulunduklar1 ortam ile iliskisini yansitmak amaciyla
ekstraseliiler matriks elemanlari kullanilarak elde edilmis hidrojel yapilari ile
fibroblast kaynakli sferoid hiicre kiiltiirlerinin kombinasyonu hedeflendi. Tip 1 kolajen
ve HA, farkli kombinasyonlarda kullanilarak bu kombinasyonlarin sferoid hiicre
kiiltiirlerinin idamesi ve davranislarina olan etkileri incelendi.

Tip 1 kolajen ve HA, dis eti bag dokusunda en ¢ok bulunan ve matriksin fiziksel
Ozelliklerini kazanmasini saglayan temel ekstraseliiler matriks elemanlar1 oldugu icin

tercih edildi (68). Heniiz standardize bir dis eti modeli ortaya konulmamis olmasi
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gerekeesi ile, bu iki matriks yapisi farkli oranlarda kombine edilerek hiicrelerle birlikte
test edildi.

In-vivo kosullar1 optimum diizeyde yansitabilmek icin goniillii bireylerden
alinan dis eti fibroblast hiicreleri sferoid kaynagi olarak kullanildi. Bunun yaninda,
sferoid modellerde etkinligi bilinen fare kaynaklt L929 hiicre hatt1 da insan dis eti
fibroblast hiicre davraniglarin1 degerlendirmede bir referans noktasi olarak ve farkli
hidrojel kombinasyonlar1 ile kombine edildiginde ortaya koydugu davranissal
degisimlerin anlasilmasi amaciyla deneylere dahil edildi.

Sferoid optimizasyon deneylerinde optimal sferoid i¢in gerekli en uygun hiicre
sayisinin 5.000 belirlenmesi literatlir ile uyumluydu (66). Bu da optimizasyon
testlerinde gézlemledigimiz tutarh sferoid sayisinin baska arastirmacilar tarafindan da
saptandigin1 géstermektedir (66).

Oberoi ve arkadaslari tarafindan 1.929 hiicre hatt1 ve HGF hiicrelerinin beraber
kullanildig1 bir bagka ¢alismada farkli 3 boyutlu biyo-basim materyallerinin hiicre
materyal etkilesimi degerlendirilmistir. L.929 ve HGF sferoidlerinin materyale
verdikleri yanit birbirine benzer olarak raporlanmistir (88). Bir baska ¢alismada da
sterotopografi yontemiyle {i¢ boyutlu basim islemiyle iiretilmis cerrahi rehberlerin oral
dokularla olan iligkisinin test edilmesinde 1.929 ve HGF sferoid kiiltiirleri in-vitro bir
test modeli olarak kullanilmustir. Ik ¢alismada oldugu gibi yine farkli materyaller
karsisinda verdikleri hiicresel yanitlar birbirine benzerdir (63). Bu nedenle bu iki hiicre
yapisinin farkli hidrojel kombinasyonlar1 ile etkilesime girdiklerinde verdikleri
yanitlar1 degerlendirmek énemlidir.

Sferoidler “U” tabanl plakalar olusturulduktan sonra hidrojel yapilar igine
transfer edilmesi ile her kuyucukta tek ve pipet ucuyla yakalamaya uygun sferoidler
olusturulmas1 amaglandi. Literatiir incelendiginde 20.000 ve iizeri sayilarda hiicre
ekiminin ¢oklu sayida ve birbirinden farkli boyutlarda sferoidler elde edilmesine ve bu
da standart hiicre miktarinin hidrojele transferini zorlastirdigi anlagildi (101). Biz de
benzer sonuglar1 optimizasyon testlerinde 10.000 hiicre ekildiginde tek kuyucukta
coklu ve birbirinden farkli boyutlarda sferoid formasyonu tespit edildigi i¢in bu hiicre

miktart deneyin hidrojel asamasinda kullanilmadi (Sekil 12).
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Sekil 13: 10.000 ve iizeri hiicre ekiminde tek kuyucukta ¢oklu ve farkli boylarda
sferoid yapilarinin tespiti.

Optimizasyon testlerinde L1929 hiicre hatt1 ile HGF hiicrelerinin ayn1 sayilarda
ekilmelerine ragmen farkli sayida ve hacimlerde sferoid kiimeleri olusturduklar
gozlemlenmistir.

Bu ¢alismada kolajen ve HA hidrojellerin kombinasyonu ile HGF hiicrelerinin
takibiyle, hiicre davraniglarinin  modellenmesi ve biyomateryal-tabanli doku
mithendisligi uygulamalarma yonelik temel gerekliliklere dayanmaktadir. Her iki
hidrojel tipi ve hiicre modeli, hiicre-matriks etkilesimlerini, hiicre hareketlerini ve
invazyon Ozelliklerini anlamak i¢in stratejik bir sekilde secilmistir.

Kolajen hidrojeller, hiicre kiiltiirlerinde biyomimetik bir mikro ¢evre saglama
kapasitesi nedeniyle tercih edilmistir. Kolajen, dogal dokularin ana bilesenlerinden biri
olup hiicre adezyonunu, proliferasyonunu ve farklilagmasini destekleyen biyokimyasal
ve mekanik ozelliklere sahiptir. Kolajen hidrojeller, fibroblastlar i¢in uygun bir ii¢
boyutlu yapr saglayarak hiicrelerin dogal ortamlardaki davraniglarini simiile etme
imkan1 sunar (102). Kolajen hidrojellerin kullanimi, hiicrelerin matriks igindeki
yeniden diizenlenme ve bliylime siire¢lerini degerlendirme agisindan kritik bir 6neme
sahiptir. Kolajen bazli hidrojeller ayrica doku miihendisliginde yaygin bir sekilde
kullanilan, biyouyumlu ve biyolojik olarak pargalanabilir materyallerdir (103). Bu
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nedenle, bu ¢alismadaki bulgular hem temel biyolojik siire¢lerin anlagilmasina hem de
klinik uygulamalar i¢in translasyonel verilerin elde edilmesine katki saglamistir.

HA hidrojelleri ise, hiicre-matriks etkilesimlerini incelemede Onemli bir
biyomateryal olarak tercih edilmistir. HA, hiicre proliferasyonu ve gociini
destekleyen, hiicre dist matriksin 6nemli bir bilesenidir. Ozellikle bag dokusu
hiicrelerinin dogal ortamlarin1 taklit etme potansiyeli, HA’nin bu c¢alismada
kullaniminda baslica nedenlerden biridir (102). HA hidrojellerinin yiiksek su tutma
kapasitesi ve biyolojik aktiviteleri, hiicrelerin metabolik ihtiyaglarin1 karsilamada ve
uzun siireli kiiltiirlerde hiicre canliligin1 korumada avantaj saglamistir (104). Ancak,
HA’nin mekanik 6zelliklerinin kolajenle kiyaslandiginda daha zayif olmasi, hiicre
biiylimesi ve invazyon kapasitesi tizerindeki etkilerini sinirlandirmustir (86, 102). Bu
farkliliklar, kolajen ve HA hidrojellerin hiicre davraniglarina olan etkilerini
kargilastirmak ve hidrojellerin potansiyel uygulama alanlarimi degerlendirmek
acisindan faydali veriler sunmustur.

HGEF hiicreleri, dogrudan insandan elde edilen hiicreler oldugu i¢in biyolojik
ozelliklerinin in-vivo kosullar1 daha iyi taklit edebilecegi icin tercih edilmistir. Dis eti
fibroblastlari, 6zellikle oral dokularda yara iyilesme siireglerine aktif olarak katilan
hiicrelerdir (7). Dogal ortamlardaki yiiksek rejeneratif kapasitesi ve matriks sentezi
yetenekleri, bu hiicreleri yara iyilesmesi ve doku miihendisligi ¢alismalarinda model
hiicreler haline getirmistir (105, 106). Ayrica, insan kaynakli hiicrelerin kullanimu,
translasyonel arastirmalarin sonuglarinin klinik uygulamalara uyarlanabilirligini
artirmaktadir. HGF hiicrelerinin dogal biyolojik siire¢lere olan uygunlugu, bu
calismada elde edilen sonuglarin insana 6zgii biyolojik mekanizmalar agisindan
anlamliligini artirmistir.

L929 fibroblast hiicre hatt1 ise, yiiksek proliferatif kapasitesi ve deneysel
tekrarlanabilirlik saglamasi nedeniyle tercih edilmistir. Ticari bir hiicre hatti1 olan
L.929, farkli biyomateryal ve kiiltiir kosullarinda standart bir model olarak yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir (63, 66). Bu ¢alismada, 1929 hiicreleri, insan kaynakli HGF
hiicreleriyle karsilagtirma yapmaya olanak taniyarak hiicre tipi kaynakl farkliliklarin
incelenmesini saglamistir. Ayrica, bu hiicre hattinin invazyon ve proliferasyon
davraniglarinin -~ iyi  karakterize  edilmis  olmasi, bulgularin literatiirle

karsilastirilabilirligini artirmistir.
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Bu c¢alisma i¢in HA ve Kkolajen hidrojellerinin segimi, hiicre-matriks
etkilesimlerini daha iyi anlamak ve biyomateryal tasarimina katkida bulunmak igin
tercih edildi. HGF ve L929 hiicrelerinin kullanimi ise, hem insana 6zgii biyolojik
siirecleri modellemek hem de deneysel tekrarlanabilirligi saglamak icin stratejik bir
tercih olmustur. Bu kombinasyon, {i¢ boyutlu hiicre kiiltiiri ve biyomateryal
arastirmalarinda ileriye doniik ¢alismalara 151k tutacak degerli bilgiler sunmustur.

Literatiir incelendiginde, kolajen ve HA hidrojellerinin in-vivo sekonder
yaralarda yara iyilesmesini hizlandirdigina dair bulgular mevcuttur (107, 108). /n-vitro
kosullarda bu hidrojellerin etkilerini degerlendirmek ve hiicre migrasyonu hizina
etkilerini incelemek amaciyla, iki boyutlu kiiltiirde farkli kolajen ve HA hidrojel
kombinasyonlar1 kullanilarak yara iyilesmesi deneyleri gerceklestirilmistir. Kontrol
grubu olarak hidrojelsiz DMEM ortami1 kullanilmistir (109).

Bulgular, Tip I kolajen hidrojel ve kontrol grubunda yara alanlarinin 2. giinde
tamamen kapandigini, ancak HA, 2:3 Kolajen/HA, 1:1 Kolajen/HA ve 3:2 Kolajen/HA
gruplarinda yara kenarlarinin birbirine yaklastigini  fakat tam kapanmanin
saglanamadigini gostermistir. Bu durum, kolajen hidrojellerin hiicresel adezyonu ve
migrasyonu destekleyen mekanik Ozelliklere sahip olmasindan kaynaklanabilir.
Kolajen, hiicrelerin baglanma ve hareketini tesvik eden dogal bir hiicre dis1 matriks
bileseni olup, yara iyilesme siirecinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu hidrojellerin
por yapist, hiicre migrasyonuna elverigli bir ortam saglamaktadir (110, 111).

Buna karsin, HA hiicre migrasyonunu desteklemekle birlikte daha viskoz bir
yapt olusturmaktadir ve bu durum hiicre hareketinin hizin1 ve etkinligini
sinirlandirabilir. Ayrica, HA yiiksek su tutma kapasitesi, mikro c¢evredeki hiicresel
davranig1 etkileyerek hiicre gogli siirecinin tamamlanmasini engellemis olabilir.
Kontrol grubundaki hiicreler, mevcut literatiirdeki yara iyilesme hizlariyla benzerlik
gostermektedir (112).

Aslinda bu bulgular sasirtic1 degildir. Hiicreler hidrojellere ekildiginde, likit
ortama gore daha yogun bir ortam igerisinde migrasyon gostermeye ¢alistiklar: i¢in
daha yavas yara kapanmasi gozlemlenmistir (102). /n-vivo kosullarda da fibroblast
hiicreleri, fibrin tabaka igerisinde ekstraseliiler matriks materyalleri ve plazma gibi

yogunlugu gorece kivamli bir ortamda migrasyonu gercgeklestirmektedir (113).
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Optimizasyon testleri, sferoid formasyonunda kullanilan hiicre sayisinin
etkilerini anlamak ve en uygun kosullar1 belirlemek amaciyla gergeklestirilmistir (89).
HGF ve L929 hiicre hatt1, 2.000, 5.000 ve 10.000 hiicre kullanilarak degerlendirilmis
ve hiicrelerin biiylime dinamikleri detayli bir sekilde incelenmistir. Elde edilen
sonuglar hem hiicre yogunlugunun hem de hiicre tiiriiniin sferoid olusum siirecinde
kritik bir rol oynadigini1 gostermektedir.

HGF hiicreleriyle gerceklestirilen deneylerde, 5.000 ve 10.000 hiicre iceren
gruplarda hiicre kiimelenmesi ilk 3 ile 5 giin i¢inde belirgin kontraksiyon gostermistir.
Bu durum, hiicrelerin sferoid formasyonu ic¢in organize olmaya bagladigini
gostermektedir (114, 115) . 5.000 hiicrelik grupta 3. giin, 10.000 hiicrelik grupta ise 5.
giin itibartyla plato fazina gecis gézlemlenmistir. Bu, hiicrelerin kiimelenme siirecini
tamamladigin1 ve kararli bir sferoid formasyonu olusturdugunu isaret etmektedir.
2.000 hiicre iceren gruplarda ise takip siiresince anlamli bir hacim degisikligi veya
sferoid formasyonu gozlemlenmemistir. Bu durum, diisiik hiicre sayisinin yeterli
hiicre-hiicre etkilesimi ve kiimelenme olusturamadigini gostermektedir.

1929 hiicre hatti ile gergeklestirilen deneylerde, 3. giin itibariyla hizli bir hacim
artig1 sonrasinda sferoid formasyonu gozlemlenmistir. Bu hiicre hattinin ticari fare
fibroblast hatt1 olmasi nedeniyle, dogas1 geregi daha hizli bir organize olma yetenegi
sergiledigi anlasilmaktadir. Hem HGF hem de 1929 hiicrelerinin 3. giinden itibaren
plato fazina ulasgtigi ve benzer hacimlerde sferoidler olusturdugu g6z Oniine
alindiginda, deneylerin 5.000 hiicre ile gerceklestirilmesine karar verilmistir.

Bu optimizasyon ¢alismalari, insan diseti fibroblastlar1 ve L929 hiicre hatti i¢in
sferoid formasyonu ve stabilitesinde kullanilan hiicre sayisinin 6nemini ortaya
koymustur. Ozellikle, 5.000 hiicre iceren gruplarin hem HGF hem de 1.929 hiicreleri
icin kararl1 ve tekrarlanabilir sferoid yapilar1 sagladigi belirlenmistir (88). Bu bulgular,
hidrojel kombinasyonlari ile yapilacak ileri deneyler i¢in uygun baslangi¢ kosullarin
saglamis ve standartlastirilmis bir protokol gelistirilmesine olanak tanimaistir.

Sferoid kiiltiirlerde MTT testi, ii¢ boyutlu delta test ve Presto mavisi gibi farkli
ajanlar kullanilmaktadir ve heniiz altin standart olarak kabul edilmis tek bir metot
bulunmamaktadir (64). Presto mavisi testi, resazurin bazli bir renk degisimi prensibine
dayanir; hiicrelerin metabolik olarak aktif oldugu durumlarda resazurin, metabolitler

tarafindan indirgenerek floresan ve renk degisikligi olusturan bir forma doniisiir. Bu
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mekanizma, hiicrelerin genel metabolik durumunu dogrudan 6lgmeye olanak tanir ve
genis bir hiicre tipi i¢in uygulanabilir. Presto mavisi yOntemi iretici Onerileri
dogrultusunda kullanilmistir (88). Bu ¢alismada, farkli hidrojel kombinasyonlarinin
sferoidlerin metabolik aktivitesi tlizerindeki etkisi 4. ve 8. giinlerde kontrol grubu
referans alinarak degerlendirilmis ve yalnizca 1:1 Kolajen/HA grubunda 4. ve 8.
giinler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir metabolik aktivite azalmasi tespit
edilmistir. 1:1 Kolajen/HA hidrojel grubunda metabolik aktivitedeki azalma, matrisin
yapisinin hiicrelerin normal adaptasyon siireclerini engellemesinden kaynaklaniyor
olabilecegini  diistindiirmektedir ~ (116). Bu  durum, hiicrelerin  farkli
kombinasyonlardaki biyomalzeme mikro g¢evrelerine verdikleri tepkilerin gesitlilik
gosterebilecegini  ortaya  koymaktadir. Bunun disinda, diger hidrojel
kombinasyonlarinin farkli giinlerde ve kontrol grubuyla kiyaslandiginda istatistiksel
anlaml bir fark bulunmamistir. Tiim gruplarda kontrol grubuna kiyasla daha diisiik
miktarda canlilik tespit edildi ve bu sonuglar literatiirle de uyumlu bulundu (117). Test
gruplarinda gozlemlenen daha diisiik canlilik orani, hiicrelerin hidrojel ortamina
adaptasyon siireclerinden, matriks yapisinin mekanik ve biyokimyasal 6zelliklerinden
veya diflizyon sinirlamalariyla aciklanabilir. Bu durum, hidrojellerin hiicresel mikro
cevreyl modelleme kapasitesinin biyomalzeme se¢imine ve tasarimina bagli olarak
degisebilecegini gostermektedir (118-120). Hidrojel ortamlarinin avantajlarina
ragmen, kontrol grubunun (DMEM) basit yapis1 ve besin dagilimindaki etkinligi hiicre
canlili1 agisindan daha elverisli bir ortam sundugu seklinde degerlendirilebilir.
Literatiirdeki genel bulgularin aksine ¢alismada kullanilan hidrojel yapilarin
sferoidlerin metabolik aktivitesi lizerinde belirgin dogrudan bir etkisi olmadigi
gozlemlenmistir. Bu durum, genel olarak hidrojellerin hiicresel metabolik aktiviteyi
stirdiirebilecek yeterlilikte bir mikro ¢evre saglamasiyla agiklanabilir (121-123).
Calismamizin bulgular1 gostermistir ki HGF sferoidlerinden farkli olarak 1.929
sferoidleri belli hidrojel kombinasyonlar1 igerisinde invazyon karakterlerini
gostermistir. Literatiir incelendiginde 1929 hiicre hattinin hiicre aktivitesi yaygin
kanser tiirlerinden biri olan karsinomaya invazyon kapasitesi agisindan benzerlik
gosterdigi goriilmektedir. Bu bakimdan HGF sferoidlerinden farkli bigimde invaziv

davranig gostermesi sasirtict degildir. Ne var ki laboratuvar kosullarinda insan
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fibroblast hiicrelerinden farkli davranig gostermesi nedeniyle insan in-vivo kosullarini
taklit etmekte HGF’ye kiyasla dezavantajli oldugu goriilmektedir (101).

1929 hiicre sferoidlerinin farkli hidrojel kompozisyonlarindaki davranislar1 ve
hacimsel degisimleri degerlendirildiginde, hidrojel mikro ¢evresinin hiicresel biiyiime
ve invazyon tizerindeki etkilerinin belirgin oldugu goriilmektedir (124, 125). Kolajen
icerisine gomiilen sferoidlerde, yapisal olarak kiiglik bir biiziilme gozlemlense de 8
giin boyunca istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik tespit edilmemistir. Bu durum,
kolajen hidrojellerin hiicresel stabiliteyi destekleyen bir mikro c¢evre sundugunu
gostermektedir. Ancak, kolajen ile 2:3 Kolajen/HA, 3:2 Kolajen/HA ve kontrol
gruplar1 arasinda anlamli farklar bulunmasi, bu gruplarin farkli mekanik ve
biyokimyasal 0&zelliklerinin hiicreler iizerinde farkli etkiler yarattigini ortaya
koymaktadir.

2:3 Kolajen/HA hidrojel grubunda, sferoidlerin ¢eperlerinden hidrojel icerisine
dogru invazyon uzantilarinin olustugu ve bu uzantilarin 6. giin itibartyla en yiliksek
degerlere ulastigi gbzlemlenmistir. Bu bulgu, bu grubun hiicresel hareketi ve matriks
i¢i invazyonu destekleyen bir ¢evre sundugunu diislindiirmektedir. Ayrica, 2:3
Kolajen/HA grubu, uzantilar harig sferoid hacmi agisindan en yiiksek ortalama degeri
gostermistir. Bu bulgu, bu hidrojelin hem hiicresel biiyiimeyi hem de invazyonu tesvik
edici bir etkisi oldugunu gostermektedir. L929 hiicrelerinde 3:2 Kolajen/HA grubu ise
invazyon uzantilar1 sergilemis olmasina ragmen, ortalama sferoid hacmi agisindan
daha smirlt bir biliyiime gostermistir. Bu bulgular literatiir ile uyumlu sonuglar
sergilemektedir (124, 125).

Kolajen ve hiyaliironik asidin esit oranlarda kullanildig: 1:1 Kolajen/HA grubu,
sferoid hacmi agisindan diger gruplar arasinda orta bir deger almistir. Bu grupta
invazyon yapilarinin gbzlenmemesi ve ortalama hacmin diger gruplara kiyasla daha
diisiik kalmasi, bu kombinasyonun hiicresel biiyiimeyi ve hareketi destekleme
acisindan yetersiz kalabilecegini diisiindiirmektedir. Benzer sekilde, yalnizca
hiyaliironik asit iceren hidrojellerde, sferoidlerde zamanla tutarli bir hacimsel kiigiilme
goriilmesine ragmen, bu degisimin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 tespit
edilmistir. Bu sonu¢ HA yiiksek su tutma kapasitesi nedeniyle hiicrelerin besinlere
erisimi kolaylasmis olsa da mekanik destek eksikligi nedeniyle biiyliime yeterince

desteklenememis olmasiyla agiklanabilir (126, 127).
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Kontrol grubunda ise, ortalama sferoid hacminin bazi hidrojel gruplarina kiyasla
daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Bu durum, kontrol ortaminin hiicresel bilylime i¢in
uygun kosullar sundugunu gostermektedir. Ancak, kontrol grubunda invazyon
yapilarinin gozlemlenmemesi, hiicresel hareketliligin bu ortamda desteklenemedigini
ortaya koymaktadir (128).

Sonug olarak, farkli hidrojel kombinasyonlarinin L929 hiicre sferoidlerinin
biiyiime ve invazyon Ozellikleri lizerinde farkli etkiler yarattigi gorilmistir (129).
Ozellikle 2:3 Kolajen/HA hidrojel grubu hem invazyon yapilart hem de sferoid
biiyiikliigii agisindan en basarilt grup olarak one ¢ikmistir. Bu bulgular, hidrojel
tasarimlarinin hiicresel davraniglart yonlendirebilecegini ve farkli hiicre tiirleri igin
mikro ¢evrenin dikkatle optimize edilmesi gerektigini vurgulamaktadir (130).

Bu calismada, farkli hidrojel kombinasyonlari icerisinde HGF sferoidlerinin
biiyiime dinamikleri ve yapisal oOzellikleri degerlendirilmistir. Bulgular, HGF
sferoidlerinin tiim gruplarda sferoid ¢eperlerinde uzamsal invazyon yapilar
sergilemedigini ortaya koymustur. Bu durum HGF fibroblastlarin L929 hiicre hattina
kiyasla invazyon kapasitesinin daha sinirli oldugunu gostermektedir. Literatiirde de
HGF hiicrelerinin sferoid formunda bulundugu ortama invazyonunu gdsteren bir
calisma bulunmamaktadir.

Sferoid hacmi agisindan en yiiksek ortalamaya 3:2 Kolajen/HA hidrojel
grubunda ulasildig tespit edilmistir. Bununla birlikte, yalnizca HA hidrojel grubu ile
kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmasi, bu gruplarin diger
kombinasyonlara gore belirgin bir sekilde farkl: hiicresel davraniglara neden oldugunu
gostermektedir bu bulgular mevcut literatiir ile uyumlu bulunmustur (131). HA
grubundaki sferoidlerin hacim agisindan kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek
degerlere sahip olmasi, HA’nin hiicre proliferasyonu ve hacimsel biiylimeyi
destekledigi sonucuna varilmigtir. Ancak HA grubunun diger kombinasyonlara gére
daha diisiik bir ortalama hacim gostermesi, HA ’nin hiicresel biiylime i¢in yeterli
mekanik veya biyokimyasal destek saglayamadigini da isaret etmektedir.

Kolajen ve 1:1 Kolajen/HA gruplarinda ise sferoidlerin gomiilii olduklari
hidrojellerde hacimlerini koruduklar1 ve birbirine benzer biiyiikliiklerde yapilar
sergiledikleri gézlemlenmistir. Bu durum, kolajen bazli hidrojellerin HGF hiicrelerinin

hacimsel biitliinliglinii koruma agisindan stabil bir mikro ¢evre sagladigini ortaya
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koymaktadir. Ozellikle 1:1 Kolajen/HA grubunda, kolajen ve HA kombinasyonunun
hiicre biliylimesini kisitlamadigi, ancak diger gruplara kiyasla hacimsel biiyliimeyi de
yeterince tesvik etmedigi sonucu ¢ikarilabilir (132).

Sadece ortam kullanilan kontrol grubunda en diisilk ortalama hacmin
gbzlenmesi, bu grubun hiicresel biiylime acisindan en az destekleyici ortam oldugunu
gostermektedir. Bununla birlikte, kontrol grubunun difiizyon avantaji nedeniyle
hiicresel metabolizmanin korunabildigi ancak hacimsel biiyiimenin smirlandigi
sonucuna varilabilir (133).

Arastirma sonuglari genel olarak degerlendirildiginde HGF sferoidlerinin
hacimsel biiyiikliiklerinin ve yapisal 6zelliklerinin hidrojel mikro ¢evresi i¢inde idame
ettirebildigi  goriildi. HA ve kolajen hidrojellerinin  farkli  oranlardaki
kombinasyonlarinin hiicresel davraniglar tizerindeki farkli etkileri, bu malzemelerin
hiicre-matriks etkilesimlerini optimize etmek i¢in dikkatle tasarlanmasi gerektigini
gostermektedir. Ozellikle, 3:2 Kolajen/HA grubunda gdzlenen yiiksek sferoid hacmi,
bu kombinasyonun HGF hiicreleri i¢in uygun bir biiyiime ortami sundugunu isaret
etmektedir.

Aragtirmamizda, dis etinde dogal olarak bulunan bazi hiicrelerin ve ECM
elemanlarinin kullanilmamis olmast bir limitasyon olarak degerlendirilebilir. Ancak
mevcut literatiirde, in-vitro ortamda {i¢ boyutlu bir dis eti modeli olusturmay1
hedefleyen calisma sayisinin sinirli oldugu goéz Oniine alindiginda, bu deneysel
calismada dis etinin en temel bilesenleri se¢ilmis ve bunlarin birbiriyle olan iligkileri
degerlendirilmistir.

Bu agidan, klinik kosullara daha yakin ve siirdiiriilebilir bir modele
ulagilabilmesi i¢in, dis etinin diger bilesenlerinin de dahil edildigi ve hiicresel gen

ekspresyon seviyelerinin arastirildig1 ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alisma, insan dis eti fibroblastlar1 (otojen) ve 1929 hiicre (zenojen) hatti
kullanilarak, kolajen ve HA hidrojelleri ile olusturulan ii¢ boyutlu sferoid modelleri
degerlendirmistir. Veriler, hidrojel kombinasyonlarinin hiicre davranislarini ve sferoid
formasyonunu dnemli dlgiide etkiledigini gostermistir. Insan dis eti fibroblastlari igin
5.000 hiicre ile olugturulan sferoidlerin stabil bir yap1 sergiledigi gdzlemlenmistir. 3:2
Kolajen/HA ve 2:3 Kolajen/HA kolajen-HA kombinasyonlarinin hem hiicresel
biiylimeyi hem de sferoid stabilitesini destekledigi ortaya konmustur.

L929 hiicre hatti, hiicre invazyon kapasitesinde daha agresif bir davranig
sergilerken, beklendigi iizere insan dis eti fibroblastlar1 stabil bir yap1 ile in-vivo
kosullara daha yakindir. Bununla birlikte, kolajen bazli hidrojellerin, hiicre
migrasyonu ve yara iyilesmesi siireclerinde en yiiksek performansi gosterdigi tespit
edilmistir. Genel olarak, bu bulgular, kolajen bazli biyomimetik materyallerin
yumusak doku rejenerasyonu i¢in uygun oldugunu ortaya koymaktadir.

Gelecek caligmalarda, {i¢ boyutlu modellere epitel hiicreleri gibi diger oral
dokularin bilesenlerinin de eklenmesi, daha karmagik ve biyolojik olarak anlamli
modellerin  gelistirilmesine  katki  saglayabilir.  Ayrica, farkli  hidrojel
kombinasyonlarinin ekstraseliiler matriks proteinleri tizerindeki etkilerinin molekiiler
diizeyde incelenmesi, modelin biyolojik dogrulugunu artirabilir. Bu tiir modellerin,
hayvan deneylerine olan ihtiyac1 azaltmak ve biyomateryal testlerinde kullanimini
yayginlagtirmak amaciyla daha kapsamli bir sekilde degerlendirilmesi 6nerilmektedir.

Bu calisma, oral yumusak doku rejenerasyonu i¢in biyomimetik modellerin
gelistirilmesi konusunda O6nemli bir adim atmis ve gelecekteki translasyonel

arastirmalara yol gosterici bir temel olugturmustur.

52



7. KAYNAKLAR

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Wang H-L, Greenwell H, Fiorellini J, Giannobile W, Offenbacher S, Salkin L,
ve ark. Periodontal regeneration. Journal of Periodontology. 2005;76(9):1601-
22.

Bosshardt DD, Sculean A. Does periodontal tissue regeneration really work?
Periodontology 2000. 2009;51(1).

Pilipchuk SP, Plonka AB, Monje A, Taut AD, Lanis A, Kang B, ve ark. Tissue
engineering for bone regeneration and osseointegration in the oral cavity. Dental
Materials. 2015;31(4):317-38.

Emmert-Buck MR. Translational research: From biological discovery to public
benefit (or not). Advances in Biology. 2014;2014(1):278789.

Ravi M, Paramesh V, Kaviya S, Anuradha E, Solomon FP. 3D cell culture
systems: advantages and applications. Journal of Cellular Physiology.
2015;230(1):16-26.

Chatzinikolaidou M. Cell spheroids: the new frontiers in in vitro models for
cancer drug validation. Drug discovery today. 2016;21(9):1553-60.

Haekkinen L, Uitto V-J, Larjava H. Cell biology of gingival wound healing.
Periodontology 2000. 2000;24(1).

Moharamzadeh K, Colley H, Murdoch C, Hearnden V, Chai W, Brook I, ve ark.
Tissue-engineered oral mucosa. Journal of dental research. 2012;91(7):642-50.

Scheper M, Chaisuparat R, Cullen K, Meiller T. A novel soft-tissue in vitro
model for bisphosphonate-associated osteonecrosis. Fibrogenesis & Tissue
Repair. 2010;3:1-11.

Zucchelli G, Tavelli L, McGuire MK, Rasperini G, Feinberg SE, Wang HL, ve
ark. Autogenous soft tissue grafting for periodontal and peri-implant plastic
surgical reconstruction. Journal of Periodontology. 2020;91(1):9-16.

Kim DM, Neiva R. Periodontal soft tissue non—root coverage procedures: A
systematic review from the AAP regeneration workshop. Journal of
Periodontology. 2015;86:556-S72.

Tavelli L, Barootchi S, Stefanini M, Zucchelli G, Giannobile WV, Wang HL.
Wound healing dynamics, morbidity, and complications of palatal soft-tissue
harvesting. Periodontology 2000. 2023;92(1):90-119.

Brasher WJ, Rees TD, Boyce WA. Complications of free grafts of masticatory
mucosa. Journal of Periodontology. 1975;46(3):133-8.

Tavelli L, Barootchi S, Ravida A, Oh T-J, Wang H-L. What is the safety zone
for palatal soft tissue graft harvesting based on the locations of the greater
palatine artery and foramen? A systematic review. Journal of Oral and
Maxillofacial Surgery. 2019;77(2):271. el-. €9.

Edmondson R, Broglie JJ, Adcock AF, Yang L. Three-dimensional cell culture
systems and their applications in drug discovery and cell-based biosensors.
Assay and Drug Development Technologies. 2014;12(4):207-18.

53



16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

Pampaloni F, Reynaud EG, Stelzer EH. The third dimension bridges the gap
between cell culture and live tissue. Nature reviews Molecular Cell Biology.
2007;8(10):839-45.

Antoni D, Burckel H, Josset E, Noel G. Three-dimensional cell culture: a
breakthrough in vivo. International Journal of Molecular Sciences.
2015;16(3):5517-27.

Friedl P, Wolf K. Tumour-cell invasion and migration: diversity and escape
mechanisms. Nature reviews cancer. 2003;3(5):362-74.

Baker BM, Chen CS. Deconstructing the third dimension-how 3D culture
microenvironments alter cellular cues. Journal of Cell Science.
2012;125(13):3015-24.

Lin RZ, Chang HY. Recent advances in three-dimensional multicellular
spheroid culture for biomedical research. Biotechnology Journal: Healthcare
Nutrition Technology. 2008;3(9-10):1172-84.

Weiswald L-B, Bellet D, Dangles-Marie V. Spherical cancer models in tumor
biology. Neoplasia. 2015;17(1):1-15.

Ivanov DP, Parker TL, Walker DA, Alexander C, Ashford MB, Gellert PR, ve
ark. Multiplexing spheroid volume, resazurin and acid phosphatase viability
assays for high-throughput screening of tumour spheroids and stem cell
neurospheres. PloS One. 2014;9(8):e103817.

Kelm JM, Timmins NE, Brown CJ, Fussenegger M, Nielsen LK. Method for
generation of homogeneous multicellular tumor spheroids applicable to a wide
variety of cell types. Biotechnology and Bioengineering. 2003;83(2):173-80.

Friedrich J, Seidel C, Ebner R, Kunz-Schughart LA. Spheroid-based drug
screen: considerations and practical approach. Nature Protocols. 2009;4(3):309-
24.

Lancaster MA, Knoblich JA. Organogenesis in a dish: modeling development
and disease using organoid technologies. Science. 2014;345(6194):1247125.

Dauth S, Maoz BM, Sheehy SP, Hemphill MA, Murty T, Macedonia MK, ve
ark. Neurons derived from different brain regions are inherently different in
vitro: a novel multiregional brain-on-a-chip. Journal of Neurophysiology.
2017;117(3):1320-41.

Hartung T. Thoughts on limitations of animal models. Parkinsonism & Related
Disorders. 2008;14:S81-S3.

Coleman MD. Progress in the development of in vitro human-based alternatives
to animal models. Elsevier; 2006. p. 120-2.

AlFatlawi Z, Huang M, Chau D, D’Aiuto F. Three dimensional (3D) gingival
models in periodontal research: a systematic review. Journal of Materials
Science: Materials in Medicine. 2023;34(11):58.

Nelson CM, Bissell MJ. Of extracellular matrix, scaffolds, and signaling: tissue
architecture regulates development, homeostasis, and cancer. Annu Rev Cell
Dev Biol. 2006;22(1):287-309.

54



31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

Folkman J, Moscona A. Role of cell shape in growth control. Nature.
1978;273(5661):345-9.

Yuhas JM, Li AP, Martinez AO, Ladman AJ. A simplified method for
production and growth of multicellular tumor spheroids. Cancer Research.
1977;37(10):3639-43.

Napolitano AP, Dean DM, Man AJ, Youssef J, Ho DN, Rago AP, ve ark.
Scaffold-free three-dimensional cell culture utilizing micromolded nonadhesive
hydrogels. Biotechniques. 2007;43(4):494-500.

Achilli T-M, Meyer J, Morgan JR. Advances in the formation, use and
understanding of multi-cellular spheroids. Expert Opinion on Biological
Therapy. 2012;12(10):1347-60.

Jayakumar R, Menon D, Manzoor K, Nair SV, Tamura H. Biomedical
applications of chitin and chitosan based nanomaterials—A short review.
Carbohydrate Polymers. 2010;82(2):227-32.

Collins C, Keane TM, Turner DJ, O’Keeffe G, Fitzpatrick DA, Doyle S.
Genomic and proteomic dissection of the ubiquitous plant pathogen, Armillaria
mellea: toward a new infection model system. Journal of Proteome Research.
2013;12(6):2552-70.

Griffith LG, Swartz MA. Capturing complex 3D tissue physiology in vitro.
Nature reviews Molecular Cell Biology. 2006;7(3):211-24.

Yamada KM, Geiger B. Molecular interactions in cell adhesion complexes.
Current Opinion in Cell Biology. 1997;9(1):76-85.

Gumbiner BM. Cell adhesion: the molecular basis of tissue architecture and
morphogenesis. Cell. 1996;84(3):345-57.

Takeichi M, Nakagawa S, Aono S, Usui T, Uemura T. Patterning of cell
assemblies regulated by adhesion receptors of the cadherin superfamily.
Philosophical Transactions of the Royal Society of London Series B: Biological
Sciences. 2000;355(1399):885-90.

Halbleib JM, Nelson WJ. Cadherins in development: cell adhesion, sorting, and
tissue morphogenesis. Genes & Development. 2006;20(23):3199-214.

Yap AS, Brieher WM, Gumbiner BM. Molecular and functional analysis of
cadherin-based adherens junctions. Annual Review of Cell and Developmental
Biology. 1997;13(1):119-46.

Vasiliev JM. Cytoskeletal mechanisms responsible for invasive migration of
neoplastic cells. International Journal of Developmental Biology. 2004;48(5-
6):425-39.

Jaffe AB, Hall A. Rho GTPases: biochemistry and biology. Annu Rev Cell Dev
Biol. 2005;21(1):247-69.

Cukierman E, Pankov R, Stevens DR, Yamada KM. Taking cell-matrix
adhesions to the third dimension. Science. 2001;294(5547):1708-12.

Santini MT, Rainaldi G. Three-dimensional spheroid model in tumor biology.
Pathobiology. 1999;67(3):148-57.

55



47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

Hirschhaeuser F, Menne H, Dittfeld C, West J, Mueller-Klieser W, Kunz-
Schughart LA. Multicellular tumor spheroids: an underestimated tool is catching
up again. Journal of Biotechnology. 2010;148(1):3-15.

He J, Zhang N, Zhu Y, Jin R, Wu F. MSC spheroids-loaded collagen hydrogels
simultaneously promote neuronal differentiation and suppress inflammatory
reaction through PI3K-Akt signaling pathway. Biomaterials. 2021;265:120448.

Ohguro H, Watanabe M, Sato T, Hikage F, Furuhashi M, Okura M, ve ark. 3D
spheroid configurations are possible indictors for evaluating the
pathophysiology of melanoma cell lines. Cells. 2023;12(5):759.

Eiraku M, Takata N, Ishibashi H, Kawada M, Sakakura E, Okuda S, ve ark. Self-
organizing optic-cup morphogenesis in three-dimensional culture. Nature.
2011;472(7341):51-6.

Fischbach C, Chen R, Matsumoto T, Schmelzle T, Brugge JS, Polverini PJ, ve
ark. Engineering tumors with 3D scaffolds. Nature Methods. 2007;4(10):855-
60.

Kim Y, Rajagopalan P. 3D hepatic cultures simultaneously maintain primary
hepatocyte and liver sinusoidal endothelial cell phenotypes. PloS One.
2010;5(11):e15456.

Ivascu A, Kubbies M. Rapid generation of single-tumor spheroids for high-
throughput cell function and toxicity analysis. Journal of Biomolecular
Screening. 2006;11(8):922-32.

Salmenperéd P, Kankuri E, Bizik J, Sirén V, Virtanen I, Takahashi S, ve ark.
Formation and activation of fibroblast spheroids depend on fibronectin—integrin
interaction. Experimental cell research. 2008;314(19):3444-52.

Santos JM, Camdes SP, Filipe E, Cipriano M, Barcia RN, Filipe M, ve ark.
Three-dimensional spheroid cell culture of umbilical cord tissue-derived
mesenchymal stromal cells leads to enhanced paracrine induction of wound
healing. Stem Cell Research & Therapy. 2015;6:1-19.

Gabbiani G. The myofibroblast in wound healing and fibrocontractive diseases.
The Journal of Pathology: A Journal of the Pathological Society of Great Britain
and Ireland. 2003;200(4):500-3.

Tomasek JJ, Gabbiani G, Hinz B, Chaponnier C, Brown RA. Myofibroblasts and
mechano-regulation of connective tissue remodelling. Nature reviews Molecular
Cell Biology. 2002;3(5):349-63.

Park SY, Hong HJ, Lee HJ. Fabrication of cell spheroids for 3D cell culture and
biomedical applications. BioChip Journal. 2023;17(1):24-43.

Desmouliére A, Chaponnier C, Gabbiani G. Tissue repair, contraction, and the
myofibroblast. Wound Repair and Regeneration. 2005;13(1):7-12.

Wells RG. Tissue mechanics and fibrosis. Biochimica et Biophysica Acta
(BBA)-Molecular Basis of Disease. 2013;1832(7):884-90.

56



61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

Cannella 'V, Altomare R, Chiaramonte G, Di Bella S, Mira F, Russotto L, ve ark.
Cytotoxicity evaluation of endodontic pins on L929 cell line. BioMed Research
International. 2019;2019(1):3469525.

Andrade F, da Silva E, Marinho A, Oliveira A, Sanchez-Porras D, Bermejo-
Casares F, ve ark. A new 3D model of L929 fibroblasts microtissues uncovers
the effects of Bothrops erythromelas venom and its antivenom. Archives of
Toxicology. 2024;98(10):3503-12.

Kurzmann C, Janji¢ K, Shokoohi-Tabrizi H, Edelmayer M, Pensch M, Moritz
A, ve ark. Evaluation of resins for stereolithographic 3D-printed surgical guides:
the response of L929 cells and human gingival fibroblasts. BioMed Research
International. 2017;2017(1):4057612.

Demuynck R, Efimova I, Lin A, Declercq H, Krysko DV. A 3D cell death assay
to quantitatively determine ferroptosis in spheroids. Cells. 2020;9(3):703.

Neto A, Correia C, Oliveira M, Rial-Hermida M, Alvarez-Lorenzo C, Reis R, ve
ark. A novel hanging spherical drop system for the generation of cellular
spheroids and high throughput combinatorial drug screening. Biomaterials
Science. 2015;3(4):581-5.

Juarez-Moreno K, Chavez-Garcia D, Hirata G, Vazquez-Duhalt R. Monolayer
(2D) or spheroids (3D) cell cultures for nanotoxicological studies? Comparison
of cytotoxicity and cell internalization of nanoparticles. Toxicology in Vitro.
2022;85:105461.

Ghosh S, Joshi MB, Ivanov D, Feder-Mengus C, Spagnoli GC, Martin |, ve ark.
Use of multicellular tumor spheroids to dissect endothelial cell-tumor cell
interactions: A role for T-cadherin in tumor angiogenesis. FEBS Letters.
2007;581(23):4523-8.

Bosman FT, Stamenkovic I. Functional structure and composition of the
extracellular matrix. The Journal of Pathology: A Journal of the Pathological
Society of Great Britain and Ireland. 2003;200(4):423-8.

Fernandes H, Moroni L, Van Blitterswijk C, De Boer J. Extracellular matrix and
tissue engineering applications. Journal of Materials Chemistry.
2009;19(31):5474-84.

Theocharis AD, Skandalis SS, Gialeli C, Karamanos NK. Extracellular matrix
structure. Advanced drug delivery reviews. 2016;97:4-27.

Chaudhuri O, Cooper-White J, Janmey PA, Mooney DJ, Shenoy VB. Effects of
extracellular matrix  viscoelasticity on cellular behaviour. Nature.
2020;584(7822):535-46.

Urbanczyk M, Layland SL, Schenke-Layland K. The role of extracellular matrix
in biomechanics and its impact on bioengineering of cells and 3D tissues. Matrix
Biology. 2020;85:1-14.

Metzger W, Rother S, Pohlemann T, Mdéller S, Schnabelrauch M, Hintze V, ve
ark. Evaluation of cell-surface interaction using a 3D spheroid cell culture model
on artificial extracellular matrices. Materials Science and Engineering: C.
2017;73:310-8.

S7



74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

Liu C, Mejia DL, Chiang B, Luker KE, Luker GD. Hybrid collagen alginate
hydrogel as a platform for 3D tumor spheroid invasion. Acta Biomaterialia.
2018;75:213-25.

Calori IR, Alves SR, Bi H, Tedesco AC. Type-I collagen/collagenase modulates
the 3D structure and behavior of glioblastoma spheroid models. ACS Applied
Bio Materials. 2022;5(2):723-33.

Stamov DR, Pompe T. Structure and function of ECM-inspired composite
collagen type | scaffolds. Soft Matter. 2012;8(40):10200-12.

Rico-Llanos GA, Borrego-Gonzalez S, Moncayo-Donoso M, Becerra J, Visser
R. Collagen type | biomaterials as scaffolds for bone tissue engineering.
Polymers. 2021;13(4):599.

Glowacki J, Mizuno S. Collagen scaffolds for tissue engineering. Biopolymers:
Original Research on Biomolecules. 2008;89(5):338-44.

Heo DN, Hospodiuk M, Ozbolat IT. Synergistic interplay between human MSCs
and HUVEC:s in 3D spheroids laden in collagen/fibrin hydrogels for bone tissue
engineering. Acta Biomaterialia. 2019;95:348-56.

Bignami A, Hosley M, Dahl D. Hyaluronic acid and hyaluronic acid-binding
proteins in brain extracellular matrix. Anatomy and Embryology.
1993;188(5):419-33.

Price RD, Myers S, Leigh IM, Navsaria HA. The role of hyaluronic acid in
wound healing: assessment of clinical evidence. American Journal of Clinical
Dermatology. 2005;6:393-402.

Haycock JW. 3D cell culture: a review of current approaches and techniques:
Springer; 2011.

Huh D, Hamilton GA, Ingber DE. From 3D cell culture to organs-on-chips.
Trends in Cell Biology. 2011;21(12):745-54.

Duval K, Grover H, Han L-H, Mou Y, Pegoraro AF, Fredberg J, ve ark.
Modeling physiological events in 2D vs. 3D cell culture. Physiology.
2017;32(4):266-77.

Caliari SR, Burdick JA. A practical guide to hydrogels for cell culture. Nature
Methods. 2016;13(5):405-14.

Lou J, Mooney DJ. Chemical strategies to engineer hydrogels for cell culture.
Nature Reviews Chemistry. 2022;6(10):726-44.

Cushing MC, Anseth KS. Hydrogel cell cultures. Science.
2007;316(5828):1133-4.

Oberoi G, Nitsch S, Janji¢ K, Shokoohi-Tabrizi H, Moritz A, Moscato F, ve ark.
The impact of 3D-printed LAY-FOMM 40 and LAY-FOMM 60 on L929 cells
and human oral fibroblasts. Clinical Oral Investigations. 2021;25:1869-77.

Maritan SM, Lian EY, Mulligan LM. An efficient and flexible cell aggregation
method for 3D spheroid production. Journal of visualized experiments: JOVE.
2017(121).

58



90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

Prabst K, Engelhardt H, Ringgeler S, Hiibner H. Basic colorimetric proliferation
assays: MTT, WST, and resazurin. Cell Viability Assays: Methods And
Protocols. 2017:1-17.

Stamm A, Reimers K, Strau3 S, Vogt P, Scheper T, Pepelanova I. In vitro wound
healing assays—state of the art. BioNanoMaterials. 2016;17(1-2):79-87.

Sakolish CM, Esch MB, Hickman JJ, Shuler ML, Mahler GJ. Modeling barrier
tissues in vitro: methods, achievements, and challenges. EBioMedicine.
2016;5:30-9.

Kimlin L, Kassis J, Virador V. 3D in vitro tissue models and their potential for
drug screening. Expert Opinion on Drug Discovery. 2013;8(12):1455-66.

Zhang B, Korolj A, Lai BFL, Radisic M. Advances in organ-on-a-chip
engineering. Nature Reviews Materials. 2018;3(8):257-78.

Wu Q, Liu J, Wang X, Feng L, Wu J, Zhu X, ve ark. Organ-on-a-chip: Recent
breakthroughs and future prospects. Biomedical Engineering Online. 2020;19:1-
19.

Gao X, Wu Y, Liao L, Tian W. Oral organoids: progress and challenges. Journal
of Dental Research. 2021;100(5):454-63.

JinL, Kou N, AnF, Gao Z, Tian T, Hui J, ve ark. Analyzing human periodontal
soft tissue inflammation and drug responses in vitro using epithelium-capillary
interface on-a-chip. Biosensors. 2022;12(5):345.

Svanberg S, Hirth E, Mitsiadis TA, Dittrich PS. “Periodontal ligament-on-chip”
as a Novel Tool for Studies on the Physiology and Pathology of Periodontal
Tissues. Advanced Healthcare Materials. 2024:2303942.

Steigmann L, Maekawa S, Sima C, Travan S, Wang C-W, Giannobile WV.
Biosensor and Lab-on-a-chip Biomarker-identifying Technologies for Oral and
Periodontal Diseases. Frontiers in Pharmacology. 2020;11:588480.

Habanjar O, Diab-Assaf M, Caldefie-Chezet F, Delort L. 3D cell culture
systems: tumor application, advantages, and disadvantages. International Journal
of Molecular Sciences. 2021;22(22):12200.

Ehrhart F, Schulz J, Katsen-Globa A, Shirley S, Reuter D, Bach F, ve ark. A
comparative study of freezing single cells and spheroids: towards a new model
system for optimizing freezing protocols for cryobanking of human tumours.
Cryobiology. 2009;58(2):119-27.

Lou J, Stowers R, Nam S, Xia Y, Chaudhuri O. Stress relaxing hyaluronic acid-
collagen hydrogels promote cell spreading, fiber remodeling, and focal adhesion
formation in 3D cell culture. Biomaterials. 2018;154:213-22.

Szot CS, Buchanan CF, Freeman JW, Rylander MN. 3D in vitro bioengineered
tumors based on collagen I hydrogels. Biomaterials. 2011;32(31):7905-12.

Gurski LA, Jha AK, Zhang C, Jia X, Farach-Carson MC. Hyaluronic acid-based
hydrogels as 3D matrices for in vitro evaluation of chemotherapeutic drugs using
poorly adherent prostate cancer cells. Biomaterials. 2009;30(30):6076-85.

59



105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

Saczko J, Dominiak M, Kulbacka J, Chwitkowska A, Krawczykowska H. A
simple and established method of tissue culture of human gingival fibroblasts
for gingival augmentation. Folia Histochemica et Cytobiologica.
2008;46(1):117-9.

Smirani R, Rémy M, Devillard R, Naveau A. Use of human gingival fibroblasts
for pre-vascularization strategies in oral tissue engineering. Tissue Engineering
and Regenerative Medicine. 2022;19(3):525-35.

Zhang Y,Wang Y, Li Y, Yang Y, Jin M, Lin X, ve ark. Application of collagen-
based hydrogel in skin wound healing. Gels. 2023;9(3):185.

Neuman MG, Nanau RM, Oruna-Sanchez L, Coto G. Hyaluronic acid and
wound healing. Journal of Pharmacy & Pharmaceutical Sciences.
2015;18(1):53-60.

Aijaz A, Faulknor R, Berthiaume F, Olabisi RM. Hydrogel microencapsulated
insulin-secreting cells increase keratinocyte migration, epidermal thickness,
collagen fiber density, and wound closure in a diabetic mouse model of wound
healing. Tissue engineering part A. 2015;21(21-22):2723-32.

Solbu AA, Caballero D, Damigos S, Kundu SC, Reis RL, Halaas @, ve ark.
Assessing cell migration in hydrogels: An overview of relevant materials and
methods. Materials Today Bio. 2023;18:100537.

Hadden WJ, Young JL, Holle AW, McFetridge ML, Kim DY, Wijesinghe P, ve
ark. Stem cell migration and mechanotransduction on linear stiffness gradient
hydrogels. Proceedings of the National Academy of Sciences.
2017;114(22):5647-52.

Lei Y, Gojgini S, Lam J, Segura T. The spreading, migration and proliferation
of mouse mesenchymal stem cells cultured inside hyaluronic acid hydrogels.
Biomaterials. 2011;32(1):39-47.

Guo Sa, DiPietro LA. Factors affecting wound healing. Journal of dental
research. 2010;89(3):219-29.

Zhang W, Li C, Baguley BC, Zhou F, Zhou W, Shaw JP, ve ark. Optimization
of the formation of embedded multicellular spheroids of MCF-7 cells: How to
reliably produce a biomimetic 3D model. Analytical Biochemistry.
2016;515:47-54.

Alfonso Garcia SL, Mira Uribe LM, Castano Lopez S, Parada-Sanchez MT,
Arboleda-Toro D. Ultrastructural characterization of human gingival fibroblasts
in 3D culture. Cells. 2022;11(22):3647.

Thakuri PS, Gupta M, Plaster M, Tavana H. Quantitative size-based analysis of
tumor spheroids and responses to therapeutics. ASSAY and Drug Development
Technologies. 2019;17(3):140-9.

Geckil H, Xu F, Zhang X, Moon S, Demirci U. Engineering hydrogels as
extracellular matrix mimics. Nanomedicine. 2010;5(3):469-84.

Carvalho MP, Costa EC, Miguel SP, Correia IJ. Tumor spheroid assembly on
hyaluronic acid-based structures: A review. Carbohydrate Polymers.
2016;150:139-48.

60



119.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

Xu X, Gurski LA, Zhang C, Harrington DA, Farach-Carson MC, Jia X.
Recreating the tumor microenvironment in a bilayer, hyaluronic acid hydrogel
construct for the growth of prostate cancer spheroids. Biomaterials.
2012;33(35):9049-60.

Liang Y, Jeong J, DeVolder RJ, Cha C, Wang F, Tong YW, ve ark. A cell-
instructive hydrogel to regulate malignancy of 3D tumor spheroids with matrix
rigidity. Biomaterials. 2011;32(35):9308-15.

Li Y, Kumacheva E. Hydrogel microenvironments for cancer spheroid growth
and drug screening. Science Advances. 2018;4(4):eaas8998.

Dominijanni AJ, Devarasetty M, Forsythe SD, Votanopoulos Kl, Soker S. Cell
viability assays in three-dimensional hydrogels: a comparative study of
accuracy. Tissue Engineering Part C: Methods. 2021;27(7):401-10.

Gao L, Gan H, Meng Z, Gu R, Wu Z, Zhang L, ve ark. Effects of genipin cross-
linking of chitosan hydrogels on cellular adhesion and viability. Colloids and
Surfaces B: Biointerfaces. 2014;117:398-405.

Chen T, Wen Y, Song X, Zhang Z, Zhu J, Tian X, ve ark. Rationally designed
B-cyclodextrin-crosslinked polyacrylamide hydrogels for cell spheroid
formation and 3D tumor model construction. Carbohydrate Polymers.
2024;339:122253.

Quan VM, Le KM, Dat HT, Van P-TH, Le M-AT, Nguyen KT-T, ve ark. Design
of a non-oxidative adhesive dopamine-grafted hyaluronic acid/NOCC hydrogel
for enhanced cell spheroid formation and soft tissue regeneration. Reactive and
Functional Polymers. 2024:106108.

Burdick JA, Prestwich GD. Hyaluronic acid hydrogels for biomedical
applications. Advanced Materials. 2011;23(12):H41-H56.

Kim IL, Mauck RL, Burdick JA. Hydrogel design for cartilage tissue
engineering: a case study with hyaluronic acid. Biomaterials. 2011;32(34):8771-
82.

Yang R, Huang J, Zhang W, Xue W, Jiang Y, Li S, ve ark. Mechanoadaptive
injectable hydrogel based on poly (y-glutamic acid) and hyaluronic acid
regulates fibroblast migration for wound healing. Carbohydrate Polymers.
2021;273:118607.

Silva-Correia J, Zavan B, Vindigni V, Silva TH, Oliveira JM, Abatangelo G, ve
ark. Biocompatibility evaluation of ionic-and photo-crosslinked methacrylated
gellan gum hydrogels: In vitro and in vivo study. Advanced healthcare Materials.
2013;2(4):568-75.

Hong S, Song S-J, Lee JY, Jang H, Choi J, Sun K, ve ark. Cellular behavior in
micropatterned hydrogels by bioprinting system depended on the cell types and
cellular interaction. Journal of Bioscience and Bioengineering.
2013;116(2):224-30.

Colangelo MT, Vicedomini ML, Belletti S, Govoni P, Guizzardi S, Galli C. A
Biomimetic Polynucleotides—Hyaluronic Acid Hydrogel Promotes the Growth

61



132.

133.

of 3D Spheroid Cultures of Gingival Fibroblasts. Applied Sciences.
2023;13(2):743.

Kaufman G, Nunes L, Eftimiades A, Tutak W. Enhancing the three-dimensional
structure of adherent gingival fibroblasts and spheroids via a fibrous protein-
based hydrogel cover. Cells Tissues Organs. 2016;202(5-6):343-54.

Kaemmerer E, Melchels FP, Holzapfel BM, Meckel T, Hutmacher DW,
Loessner D. Gelatine methacrylamide-based hydrogels: An alternative three-

dimensional cancer cell culture system. Acta Biomaterialia. 2014;10(6):2551-
62.

62



8. EKLER

Ek-1 Etik Kurul Karari

Bilgilerinizi ve geregini rica ederiz.

oy

-

DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI

GiRISIMSEL OLMAYAN ARASTIRMALAR ETiK KURUL KARARI

Sayin Dog.Dr. Aliye Akcall

Arastirmaniza iligkin Kurulumuz karar1 agagida sunulmustur.

R

ETIK
KOMISYONUN ADI

DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI " --
GIiRISIMSEL OLMAYAN ARASTIRMALAR ETiK KURULU

ACIK ADRES

Dokuz Eyliil Universitesi Tu

TELEFON

Fakilltesi Dekanhig1 2. Kat inciralti-iZZMIR

L

[ DOSYA NO: 7525-GOA _ B
UZMANLIK TEZI [] MONFERIT ARASTIRMA [JO¢M [
ARASTIRMA YUKSEKLISANS [XI DOKTORA O
ARASTIRMANIN ACIK ADI Us Boyutlu Bir Yumusak Doku Rejenerasyon Modelini\
Gelistirilmesi
BASVURU [ ARASTIRMA PROTOKOL
BILGILERI  |[kopU
; SORUMLU ARASTIRMAC!T | Dog.Dr. Aliye Akcali \
UNVARI/ADYSCY ADi ve SBE
UZMANLIK ALANI : ]
ARASTIRMAYA KATILAN | TEK MERKEZ X GOK MERKEZLI[] ‘
MERKEZLER ity ]
o Versiyon s ]
Belge Ad1 Tarihi Numaras Dili |
ARASTIRMA = — )
PROTOKOLU Mevatk inta Tirkge [X]  ingilizce (] Diger (] f
i |
DEGERLENDIRILEN | ARASTIRMA ILE ILGILI T ngili 4
ST 1 CELER LITERATUR Meveut kee [] Ingilizce X Diger [] ’
BILGILENDIRILMIS _ {
GONULLU OLUR Mevcut Turkge (X ingilizce (] Diger[(J |
FORMU |
OLGU RAPOR FORMU | Mevcut Turkge [X]  ingilizce ] Diger[] |

Dokuz Eylal Universitesi Girisimsel Olmayan Arasturmalar Etik Kurulu Karar Formu

63



Karar No:2022/32-26 Tarih:12.10.2022

SILE I)u D =
‘ARAR BILGILERI M(?dclmn\l(]\: Akcal'ninsorumlusu uldu«'u “Ug Bmullu “Bir Yumusak Doku Rejenerasyon
I
e seligtirilmesi” isimli klinik arastirmaya ait bagvuru dosyasi ve ilgili belgeler aragtirmanin
& ¢e, amag, yaklasim ve yontemleri dikkate alinarak incelenmis, arastirmanin mevcut haliyle ctik

| yonden uygun olduguna oy birligi ile karar \Lll]ll]l}lil
M
- ETIK KURUL BILGILERI =

Tho alar Etik Ku
okuz I \lul Universitesi Girigimsel Olmayan /\I.l\lllllhll.lr Etik Kurulu h'k\" y””“'”“'
lyi Klinik Uygulamalari Kilavuzu

[ =
ETiK KURUL UYELERI

—
CALISMA ESASI

Arastirma ile

Unvan/Adi/Soyadi Uzmanhk Alam Kurumu i
| Digkili mi?

[
[ Prof.Dr.Mehmet ‘ DEU Tip Fakilltesi
Birhan Yilmaz Kardiyoloji I) 1I Ti : >
2 2 I “IKeK -
el J hili Tip Bilimleri Erkek ed |HK
Prof.Dr. Emel )

Calikoglu Prevantif Onkoloji Onkoloji Enstitiisii Kadin e HE
(Bagkan Yardmeis) | ]
Prof.Dr. Ahmet Okay | Saglik Bilimleri .
Caglayan ‘ Molekiiler Tip Enstitiisii Erkek EQ) HEK
‘ B DEU Tip Fakilltesi I B |
| . S 3 | Cocuk Saghg Ve Dahili Tip Bilimleri
| Prof.Dr. Suna Asils e e LR a g
| Prof.Dr. Suna Asilsoy | Hastaliklar Bolimil Kadin ed |HK

- s [CETESIE

Dog.Dr.Seher Muskuloskeletal izik Tedavi ve .

| S : < ' E I
Ozyiirek ‘ F l/\()lu’dpl Rehabilitasyon Fakiiltesi Kad EQ) =
) "DEU Tip Fakiltesi Tibbi T
E:;rlr:lakolop Anabilim Kadin e |H

[
| Dog.Dr.Nil Hocaoglu Tibbi Farmakoloji
“ Aksay
r S

Dog.Dr. Meryem
Oziirk Haney

Hemgirelik Fakiiltesi , =
Halk Sagh@ Hemsireligi Kadin EQ |HR

I

| i [ DEU Tip Fakiiltesi
Dog.Dr. Aylin Ozgen | Gogiis Hastaliklan Gogiis Hastaliklar Kadin E0] | HE
| Alpaydin Anabilim Dali ;
I ) B
| Dog.Dr. Aliye Akcali Periodontoloji Dis Hekimligi Fakiiltesi Kadin ER |HO

|
= DEU Tip Fakiiltesi I
’rrah!‘Tlp Bilimleri Kadin E0 |HE

b—
| i g Anesteziyoloji ve
| Dog.Dr. Sule Ozbilgin ;{::animutsyonj

—

Dr.Ogr.Uyesi Ozlenen | Tibbi Biyoloji ve Saglik Bilimleri Kadin
}>$im§ck Papur Genetik Enstitiisii Ed [HK

Dr.Ogr.Uyesi Tolga Spor Yénetim Necat Hepkon Spor oo .
Sahin Bilimleri Bilimleri Fakilltesi Erkek 0 |HK

I ey

PR conmaasait i | 188 Universitesi Tip
OprGorDrKuvang | Biyoistatstik ve Tibbi | poyyiesi Biyoistatistik | Erkek | EL] | H =
Yiiksel Biligim PR

ve Bilisim A.D

6 - -

Dog.Dr. Aliye Akcal caligmada sorumlu arastirmaci oldugu igin gahgma goriisiilirken toplantida bulunmamigtir

Dokuz Eylal Universitesi Girigimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurulu Karar Formu

Ek-2 ARBIS Ozgegmis

64



Kisisel Bilgiler

iletigim Bilgileri

lletisim Adresi
Telefon
E-posta

Internet Sayfasi

Ogrenim Bilgileri

Deneyim / igyeri Bilgileri

Yabanc Dil Bilgileri

ﬂ

a4
BIRTAN TOLGA YILMAZ

01 Subat 2022 - Su Anda (3 yil)

Yiiksek Lisans, Tezli Program, DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI, TURKIYE
SAGLIK BILIMLERi ENSTITUSU, DENTAL BiYOMALZEMELER (YL) (TEZLI)
Agirlikl Genel Not Ortalamasi: 3.85 / 4.0

01 Ocak 2016 - 01 Temmuz 2019 (3 yil 7 ay)

Dis Hekimliginde Uzmanlik, Anadal/Normal Ogretim, HACETTEPE UNIVERSITESI,
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K11. Yumusak doku rejenerasyonunda ii¢ boyutlu modeller

2

Birtan Tolga Yimaz', Alive Akcali'?, Y asemin Basbinar®

! Dokuz Eylil Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Dental Biyomalzemeler Anabilim Dali, Izmir,
Tiirkiye.

2 Dokuz Eyliil Universitesi, Dis Hekimligi Fakiiltesi, Periodontoloji Anabilim Dali, Izmir, Tiirkiye.

? Dokuz Eyliil Universitesi, Onkoloji Enstitiisii, Translasyonel Onkoloji Anabilim Daly Izmir, Tiirkiye.

Giris: Periodontal ve peri-implant yumusak dokularin saghgi, dis ve implantlarin uzun dénem sag
kalimi igin 6nemlidir. Bu ¢alismada, yumusak doku rejenerasyonunda kullanilan giincel modellerin
detayh bir bigimde incelenmesi amaglanmaktadir.

Gere¢ ve Yontem: Dis ve implant gevresi yumusak doku rekonstritksiyonu amaciyla gesitli
membranlar, doku iskeleleri ve bityiime faktorleri cerrahi yaklagimlarla birlikte uygulanmaktadir.
Giincel teknolojiler iimit verici olsa da yumusak doku ogmentasyonu amaciyla kullamlan sentetik
biyomalzemeler otojen greftlere karsi heniiz bir ustinlik ya da Ongorilebilir bir bagar
saglayamamuglardir. Bu malzemeler yeterli diizeyde hiicre igermezler, ayrica revaskiilarizasyon, hiicre
g6¢ii ve gogalmasim destekleyecek sinyal molekiillerini de igerememektedirler. Buradan yola ¢ikilarak
hiicre temelli doku mithendisliginden yararlanilarak farkli biyomalzeme alternatifleri iiretmeye yonelik
aragtirmalar hala siirmektedir. Gelisen tedaviler ile, bag dokusu rejenerasyonu amaciyla tek tabaka
halindeki fibroblastlar ckstraseliiler matrisi taklit eden yiizeylere yerlestirilerck uygulanmaktadir.
Ancak, bu yaklagim ile dogal ii¢ boyutlu yap: taklit edilememektedir. Sferoidler gok hiicreli makro
dokulardir. Sferoidlerin ortaya ¢ikig amaci laboratuvar ile klinik uygulamalar arasindaki boslugun
giderilebilmesidir.

Bulgular: Giincel kanitlar, insan periodontal ligament hiicreleri sferoidlerinin kolajen matris igerisinde
kiiltiire edildikten sonra bityiime faktorleri eklenmesi ile in-vitro ortamda sementojenik farklilagmaya
ugrayabildiklerini géstermektedir. Ayrica, gingival fibroblastlarin kolajen membranlar igerisine gog
edebildigi gosterilmistir.

Fibroblast sferoidlerinin bulunduklar: mikro ¢evrede bagarih bir bigimde canli kaldiklart ve ii¢ boyutlu
hidrojel matris iginde yer alan kolajen yapiy1 tekrar diizenleyebildikleri gosterilmistir. Buna ek olarak,
hidrojel igindeki gingival sferoidlerin dagilimlart ve gég karakteristiklerinin 7n-vivo ortama benzer
oldugu gosterilmigtir.

Sonug: Bu gelismelerin 1518inda, fibroblast sferoidlerinin bag dokusu eldesinde mikro dokular olarak
kullanilabilecegi digiiniilebilir. Ancak, bu yapilarin rejeneratif kapasitesini inceleyen daha fazla
aragtirmaya ihtiyag duyulmaktadar.
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