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OZET

BEYIN HUCRELERININ ADEZYONUNDA KULLANIM
POTANSIYELI OLAN YENi FONKSIiYONEL YUZEYLERIN
HAZIRLANMASI

KIRBAY OZTURK, Fatma
Yiiksek Lisans Tezi, Biyokimya Anabilim Dali
Tez Danismani: Do¢.Dr. Dilek ODACI DEMIRKOL
Agustos 2017, 38 sayfa

Bu caligma, farkli gruplara sahip 2 monomerin ve beyin hiicrelerinin se¢imli
adezyonuna olanak saglayan bir peptidin kullanimin1 temel almaktadir.
Monomerlerden bir tanesi floresan ozellik tasiyan rodamin (RD) digeri ise
fonksiyonel grup olarak serbest amino grubuna sahiptir (RF). Bu iki monomer
indiyum kalay oksit ile modifiye edilmis cam (ITO) yiizeyler {iizerine
elektrokimyasal polimerizasyonla biriktirilmistir. Yiizeyler kopolimer ile
kaplandiktan sonra ArginilGlisilAspartik asit (RGD) isimli tripeptid 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)karbodiimid (EDC) kullanilarak karboksil gruplarindan amino
grubu iceren yiizeye kovalent olarak baglanmistir. Olusturulan secimli yiizey,
integrin avb3 reseptor pozitif hiicre hattt olan Glioblastoma (U87-MG) igin
adezyon platformu olarak kullanilmistir. Insan keratinosit (HaCaT) hiicreleri ise
kontrol grubu olarak secilmistir. Yiizeyin kopolimer ve RGD ile
modifikasyonunun izlenmesi i¢in elektrokimyasal ve mikroskobik teknikler
kullanilmigtir. Sonug olarak, tasarlanan P(RF-co-RD)/RGD platformu U87-MG
hiicrelerinin 10 ile 10* hiicre/mL araliginda elektrokimyasal dedeksiyonuna
olanak saglamistir. Ayrica ek bir boyama islemine gerek kalmadan hiicrelerin
floresan  goriintiilenmesi  gerceklestirilebilmistir.  Bu  baglamda  hem
elektrokimyasal hem de floresan goriintiilemeye olanak saglayan se¢imli bir yiizey

basarili bir sekilde gerceklestirilmistir.

Anahtar sozciikler: iletken polimer, secimli hiicre adezyonu,
biyofonksiyonel yiizey, hiicre dedeksiyonu






ABSTRACT

PREPARATION OF NOVEL FUNCTIONAL SURFACES WHICH
HAVE POTENTIAL FOR THE ADHESION OF BRAIN CELLS

KIRBAY OZTURK, Fatma
M.Sc in Biochemistry Department
Supervisor: Assoc. Prof. Dilek ODACI DEMIRKOL
August 2017, 38 Page

This thesis involves two monomer which has different groups and a peptide
which provides selective adhesion of brain cells. One of the monomers has a
fluorescent amino acid (RD) and the other has a free amino group (RF) as a
functional group. These two monomers were deposited by electrochemical
polymerization on indium tin oxide modified glass (ITO) surfaces. After the
surfaces were coated with the copolymer, arginylglycineaspartic acid (RGD) was
covalently bound to the amino group-containing surface from the carboxyl groups
via 1-ethyl-3- (3-dimethylaminopropyl) carbodiimide (EDC). The prepared
selective surface was used as an adhesion platform for an integrin avb3 receptor
positive cell line, Glioblastoma (U87-MG). Human keratinocytes (HaCaT) cells
were selected as the control group. Electrochemical and microscopic techniques
were used to analyzed the modification of the surface with the copolymer and
RGD. As a result, the designed P (RF-co-RD) / RGD platform allows for
electrochemical detection of 10 to 10* cells / mL of U87-MG cells. Also,
fluorescence imaging of cells could be performed without the need for an
additional staining procedure. In this context, a selective surface that allows both
electrochemical and fluorescence imaging were successfully accomplished.

Keywords: Conducting polymer, selective cell adhesion, biofunctional
surface, cell dedection
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1.GIRIS

Enzimler, peptidler, proteinler, genler, canli hiicreler ve kok hiicreler vb
bircok biyolojik materyalin immobilizasyonu i¢in uygun platformlar saglayan
destek yapilarin kullanimi son giinlerde biiylik Oneme sahiptir. Bu sayede
biyosensor uygulamalar1 ve doku miihendisliginde kullanim potansiyeli olan yeni
yiizeyler elde edilebilmektedir. In vitro hiicre ¢alismalarinda kullanilan sentetik
yiizeylerin yliksek oranda yeniden {retilebilirligi ve biyouyumlugu sayesinde
hiicrelerin  fizyolojisini, patolojisini inceleyebilmek igin yeni platformlar
olusturulmaktadir (Tait et al.,, 2015). Olusturulan bu platformlar hiicrelerin
adezyonunu, proliferasyonunu ve farklilasmasini saglayan uygun ¢evre olusturan
materyallerdir (Watanabe and Ishihara, 2003). Bu materyallerin 6zellikleri; 1)
biyouyumlu, 2) ideal bir oranda biyolojik bozunma, 3) toksik olmama ve
bagisiklik olusturmama, 4) optik mekanik 6zelliklere sahip olma, 5) iskele yapisi
icerisinde hiicrelerin diger hiicrelerle gaz, metabolit, besin ve sinyal
molekiillerinin tagimina olanak saglayan bir yiizeye sahip olmalidir (Kim et al.,
2008). Bu materyallere ornek olarak sentetik polimerlerden; polikaprolakton,
polietilenglikol, polivinilalkol, poliliretan ve dogal polimer olan alginat, jelatin,
kollojen, kitin vb verilebilir. Bu polimerler enzim, protein, polipeptit ve antikor
gibi bircok biyoaktif bilesenle modifiye edilerek biyouyumlu hale getirilmektedir
(Goddard and Hotchkiss, 2007). Bu tez kapsaminda; modifiye edilen yiizeyler
tizerinde beyin hiicrelerinin, proliferasyonu ve morfolojik degisimleri
incelenmistir. Olusturulan ylizeylerde modifikasyonlar biyolojik materyaller
kullanilarak hiicresel affinitenin arttirmasi amaciyla yapilmis olup, 6zgiin degerini
olusturmaktadir. Bu modifiye ylizeyler biyomedikal uygulamalarda; ilag
salimiminda, yara iyilestirme materyali olarak veya enzim immobilizasyonlari
(Agarwal et al., 2008) gibi birgok farkli alanda kullanima olanak saglayabilecek
potansiyele sahiptir.

1.1.  iletken Polimerler

Elektroaktif malzemeler; elektrik, elektrokimyasal ve elektromekanik
uyarimt  hiicrelere  dogrudan iletilmesini saglayan yeni nesil "akilli"
biyomalzemelerin bir pargasidir (Balint et al., 2014 ; Ghasemi-Mobarakeh et al.,
2011 ; Huang et al., 2008 ; Lakard et al., 2009). Elektroaktif malzeme ailesi
iletken polimerleri, piezoelektrik ve fotovolvonik malzemeleri icermektedir
(Balint et al., 2014). iletken polimerler elektriksel uyarimi miikemmel bir sekilde
kontrol edilmesini saglar. Ayn1 zamanda cok iyi elektriksel ve optik 6zelliklere
sahiptirler. Bunun yani sira yiliksek iletkenlik/ agirlik orami biyouyumlu,
biyobozunur ve gozenekli yapida olmasini saglamaktadir (Kotwal and Schmidt.,



2001 ; Lakard et al., 2009 ; Lee et al., 2009 ; Wallace et al., 1999). Ayrica, iletken
polimerlerin biiyiik bir avantaji, kimyasal, elektriksel ve fiziksel 6zelliklerinin,
antikorlar, enzimler ve diger biyolojik molekiillerle spesifik ihtiyaclarina gore
uygun hale getirilebilir (Balint et al., 2014 ; Kim et al., 2007 ; Lakard et al., 2009 ;
Wallace et al., 1999 ).

Iletken polimerlerin sentezlenmesinde kimyasal ve elektrokimyasal olmak
tizere 2 ana yontem kullanilmaktadir (Lee et al., 2006). Elektrokimyasal
polimerizasyon, elektrotlarin polimer monomerlerinin, yardimei polimerizasyon
ajanlarinin - bulundugu ¢6zgen sistemine yerlestirilerek elektrik akiminin
elektrotlar boyunca uygulanmasiyla gergeklesir (Choi and Park, 2002 ; Martins et
al., 2008). Bu yontem ile kontrol edilebilen bir kalinlikta (20 nm’ye kadar) ince
bir polimer filmin olugmasini saglamaktadir. Elektrokimyasal sentez ii¢ teknik
kullanilarak yapilabilir: galvanostatik (sabit akimda), potansiyostatik (sabit
potansiyalde) ve potansiyodinamik (dongiisel voltammetri) yontemlerdir ( Kim et
al., 2007 ; Wallace et al., 1999).

Bir¢cok biyomedikal uygulama i¢in biyomalzemeye yonelik iyi bir hiicresel
yanit gereklidir (Huang et al., 2007 ; Zhang et al., 2010). Bu nedenle birgok
iletken polimer tiriiniin ¢ok ¢esitli hiicrelerin biiyiimesini desteklemesi g¢ok
onemlidir. Ayrica biyouyumlu polimer yeterli degil ise yan gruplarindan kolayca
biouyumlu molekiiller ile modifiye edilerek, istenilen ozellikle biyouyumlu,

iletken polimerin gelistirilmesi miimkiindiir (Williams and Doherty, 1994).

lletken polimerlerin biyomedikal alanda uygulama calismalart 1980
yillarinda biyolojik materyallerle uyumlu olmalarinin kesfiyle biiylik olglide
genislemistir (Guimard et al., 2007). iletken polimerlerin (polipirol (PPy),
polianilin (PANT), politiyofen vb gibi ) hiicre ve doku uyumluluklar1 in vivo ve in
vitro testlerle gosterilmistir (Giri and Kundu, 1996). iletken polimerler sinir
sistemi, sinir problar1 ve kontrollii salinim gibi ¢esitli biyomedikal uygulamalarda
kullanilmugtir. iletken polimerlerin elektriksel uyarm ile uyumlu (10-4 ila 9 S /
cm iletkenlik) hiicrelerin bilyiimesi ve migrasyonu gibi hiicresel aktiviteleri
destekledigi gozlenmistir ve bu durum iletken polimerlerin ve tiirevlerinin doku
mithendisligi uygulamalarinda kullanimini oldukga yaygimlastirmistir (Guo et al.,
2013).



1.2. Hiicre Adezyonu

Adezyon, hiicre iletisiminde ve diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar ve
dokularin gelismesinde ve korunmasinda temel 6neme sahiptir. Hiicre adezyonu,
tek bir hiicrenin bagka bir hiicreye ve ya hiicre dis1 bir matrise (ECM)
yapisabilmesi 6zelligidir. Hiicrelerin ¢ok hiicreli organizmalardaki davranislarini
nasil etkiledigini ve koordine ettiklerini anlamak 6nemlidir. “Hiicre adezyon
modeli”ne gore bir hiicre ne kadar ¢ok yapisirsa yiizeyinde bulunan kimyasal
baglarin sayisi da o kadar artar (Dembo et al., 1988; Shen et al., 2011).

Hiicre adezyonu; hiicre farklilagsmasini, hiicre dongiisiinii, hiicre gog¢iinii ve
hiicrenin yasamini diizenleyen sinyallerin uyarilmasina katilir (Huang and Ingber,
1999). Biyomateryal tasariminda ve gelisiminde hiicrelerin alt tabakaya olan ilgisi
cok onemlidir. Hiicre adezyonundaki degisiklikler artrit (Szekanecz and Koch,
2000), kanser (Okegawa et al., 2004), osteoporoz (Cho et al., 2006) damar
tikanikligr (Simon and Green, 2005) gibi ¢ok cesitli hastaliklarin belirleyicisi
olabilir.

Hiicreler, hiicre i¢i veya hiicre dis1 kuvvetler aracilifiyla diger hiicrelerle
ve matriks yiizeylerine adezyon 6zelligi gosterirler. Bu adezyon bolgeleri integrin
ad1 verilen transmembranlar araciligiyla gerceklesir (Saif et al., 2003). Hem
integrinler hem de adezyon molekiilleri, fokal adezyon (FA) kompleksi
vasitasiyla, aktin filamentleri olan sitoskeleton elemanlarina baglanir (Horwitz,
1997) (Sekil 1.2) Sitoskelet yapist ¢ekirdegi tutar ve hiicrenin seklini muhafaza
eder. FA olusumu hiicrelerin proliferasyonu ve farklilagsmasi (Geiger et al., 2001),
gocti (Ladoux and Nicolas, 2012), onarimi (Dumbauld et al., 2013), dongiisiinde

onemli bir rol oynamaktadir.
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Sekil 1.1.Aktive edilmis integrinin ve fokal adezyon yerinde ECM-integrin-sitoskeleton baglarinin
olusumunun sematik gosterimi (Honarmandi et al., 2011)

Pasif in vitro hiicre adezyonu, statik bir ortam kiiltiiriinde (6rnegin, kiiltiir
flasklari, petri tabaklar1) hiicre adezyon prosesi anlamina gelir. Durgun in vitro
hiicre-matriks baglanmasi ve yayilmasi sirasinda, sitoskeletonun aktif olarak
yeniden diizenlenmesiyle hiicreler morfolojik degisimlere ugrarlar. Integrin
reseptorleri ve heterodimerik transmembran proteinleri hiicre adezyonunda ve
yayilmasinda temel rol oynamaktadirlar. Spesifik integrin baglanmasi, sadece
hiicre ici aktin sitoskeletonu ile ECM arasinda mekanik bir bag olusturmay1 degil
ayni zamanda ¢ift yonlii transmembran sinyal yollarmin olugmasini da saglar
(Geiger et al., 2001; Hynes, 1987).

Statik in vitro hiicre yapismasi siireci ti¢ asama ile karakterize edilir (Tablo
1.1); 1lk baglanmadan sonra, hiicreler diizlesmeye ve alt tabakaya yayilmaya
devam eder. Hiicre yiiksekliginin azalmasi (hiicre diizlesmesi) ve temas alaninin
artmasiyla sonuglanir (Faz I). Daha sonra hiicre belirlenen alana yayilir ( Faz II).
Son olarak da, hiicreler maksimum alanina ulasacak ve genlesme, adezyon
kuvveti daha da gii¢lenecektir ( Faz IIT) (Huang et al., 2003).



Cizelge 1.1 Pasif in vitro hiicre adezyon girisimi ve agamalar1 (Hong et al., 2006)

Hiicre adezyon Faz | Faz 11 Faz 111
fazi

Hiicre adezyon

sematik — . Hi
. 4 ; A Hiicre ® ucre e .
diyagramlarl . seeevee0sese . 2304803bb0ee .\ 2224800B 000
Hiicre seklinin -
doniisiimlerini E— P
N sematik Baslangic Yassilasma
diyagramm Tam yayilma ve
yapisal diizenlenme
Hiicre adezyon Elektrostatik Integrin Fokal adezyon
kuvveti Kuvvetler
Adezyon Cokelme Hiicre tutunmas1 ~ Hiicre yayilmasi ve
asamalari adezyonu

Yiizey modifikasyon teknikleri biyomateryaller sayesinde temel hiicre
fonksiyonlarinin bilinen hiicre baglanma motifleri ve integrin aracili hiicre
adezyonunun 3 boyutlu yapisina uygun ortami saglar. Biyomateryallerle yiizey
modifikasyonu protein adsorbsiyonuna, hiicre etkilesimlerine ve hiicre cevaplarina
etki edebilmektedir. Biyomimetik yaklagimlar yapay sistemler olup, karmasik
canlt sistemlerini ¢dzmeyi amaglamaktadir. Bu yaklasimla biyolojik motifler
cesitli materyallerle kombine edilerek hiicrelerin biiyiimesi i¢in gerekli olan hiicre
dis1 matriksi (ECM) benzeri yapilar olusturulurlar (Rahmany and Dyke, 2013).

Biyomimetrik materyallerin gelistirilmesinde genel olarak 3 strateji

kullanilir:

1. Biyoaktif molekiil salgilayabilme ve hiicre i¢ine alabilme 6zelligine sahip
olanlar,

2.Biyoadezif ECM molekiilleri ya da spesifik baglanma motifleriyle yiizey
modifikasyonu,



3. Materyallerin nano boyutlu modellerini kullananlardir. Bu yiizeylerin
olusturulmasinda kullanilan dogal ve fonksiyonel malzemeler, farkli reseptor-

ligant etkilesimlerini ortaya ¢ikarirlar (Cizelge 1.2).

Cizelgel.2. Dogal ve fonksiyonel biyomateryallerle degisen reseptor-ligant iliski metodlar
(Rahmany and Dyke, 2013)

Dogal ECM Dogal ECM bilesenleri
biyolojik  ¢evreyi saglar.  Fakat

Biyomateryalleri :JABU mekanik  Ozellikleri, uyumsuzluk,
%_; yeniden iretilebilirligi ve bagisiklik

saglama yoniinden zayiftir.

Biyomimetrik ~ materyallerin
gelistirilmesinde, tam ECM proteinleri

Tam ECM ylizeyin modifikasyonunda
adsorbsiyonu kullanilabilir. ~ Fakat  proteinlerin

katlanmast ve baglanan maddelerin
olusturdugu motifle hiicre sinyallerinin
algilanmasi zorlastirmaktadir.

Sentetik Lineer Fonksiyonel baglanma
Baglanmis motif 4 motiflerinin  varligi reseptor aracili
geL58s & hiicre cevabimi1 spesifik aminoasit
' dizisi sayesinde olusmasini

saglamaktadir.
Uzaysal Olarak Peptitlerin uygun 3 boyutlu
Yonlendirilmis P yonlenmesi ve rastgele dagilimi
Bir Baglanma s P yiizeydeki biyomateryallerin biyolojik

Motifi —— aktivitesini zenginlestirir.
Nanolitografi ile A Nanolitografi baglanma
Nanomodelleme proteinlerin uygun pozisyon
yonlendirir.

ECM Benzeri Keratin  hidrojeller ~ECM

Biyomartaller benzeri materyallerdir. Bunlar ECM

proteinleri gibi hiicre adezif o6zellik

gosterirler.

ECM proteinleriyle kapl yiizeylerde hiicre adezyonu artsa bile proteinlerin
kontrol edilemeyen kalinliklari, hassasiyetin azalmasi sebebiyle bu proteinlerin
cip sistemlerinin dizayninda kullanim potansiyellerini azaltmaktadir. Bundan
dolay1 hiicre adezyonunu arttiran biyomolekiiller kullanilmaktadir. Bunlardan en
yaygin olan1 RGD (R: Arginin G: Glisin D: Aspartik asit) peptididir. RGD sadece



hiicre adezyonunu tetiklemekle kalmayip, baz1 hiicrelere 06zgli integrin
ekspresyonunu sagladigi belirlenmistir (Hersel et al., 2003).

Yiizey modifikasyonunda kullanilan biyomolekiillerden aptamerler
hedeflemede kullanilan yaygin diger makromolekiillerdir. Aptamerler; kisa RNA
ya da tek zincili DNA dizilerinden olusan yliksek spesifiklige ve afiniteye sahip 3
boyutlu molekiillerdir (Sekil 1.1). Aym zamanda kimyasal antikorlardir.
Aptamerlerin kimyasal ve biyolojik 6zellikleri sahip olduklar1 oligoniikleotid

dizisine baghdir.
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Aptamer dizisi Fonksiyonel Aptamer

Sekil 1. 2. Aptamerin hedefe baglanmasinin sematik gosterimi

Kiiciik molekiiller olmasi sebebiyle doku i¢ine girebilme 6zelligi vardir bu
sayede, in vitro teshis, in vivogoriintiileme sistemlerinde, hedeflenmis tedavilerde
kullanilmaktadirlar (Sun et al., 2014).Yapilan c¢alismalara Ornek olarak;
polidimetilsilioksan (PDMS) biyomedikal araglarda ve arastirmalarda yaygin
olarak kullanilan polimerdir. PDMS kolay modifiye edilebilir, kimyasal olarak
stabil, fiziksel ozellikleri bakimindan hiicre ¢aligmalar1 i¢in uygun ortam saglar.
Bir ¢aligmadaa PDMS substratlarinin 3 boyutlu yapisi anti-EGFR aptamerleriyle
fonksiyonel hale getirilip hiicre izolasyonunda kullanilmigtir. PDMS yiizeyleri
incelendiginde; aptamerlerin baglanmasi i¢in genis bir ylizey olusturmaktadir. Bu
da kanser hiicrelerinin yiizeye afinitesini arttirarak tutunmasini saglayan yiizeyler
olusturmustur. Olusturulan yeni yiizeyle birlikte kanser hiicrelerin yiizeyden
izolasyonu saglamistir. Bu c¢alismayla olusturulan yeni yiizeyler timor
hiicrelerinin belirlenmesinde olanak saglama potansiyeline sahiptir (Wan et al.,
2012).

Nanoboyutlu sitipermanyetik demir oksit nanopartikiilleri ylizey kimyasi
caligmalar1 vb bir¢cok biyomedikal uygulamalarda kullanilmaktadir. Bunlar;
manyetik rezonans goriintiilleme (MR), doku hasarlarin tespiti, ilag salimi gibi
farkli alanlarda kullanilmaktadir. Yapilan bir calismada; siiper manyetik demir



oksit nanopartikiilllerinin ~ polimer yiizeyleinin kaplanmasiyla manyetik
goriintiileme ajanm1  gelistirilmistir. Polietilenglikol (PEG) ile demir oksit
nanopartikiilleri modifiye edilmistir. Olusturulan yiizey iizerinde insan fibroblast
hiicrelerinin davranislar1 incelenmistir. Sonuca bakildiginda manyetik partikiille
PEG’in kaplanmas1 spesifikligi ve yararlanimi arttirmistir. Bu calismayla bazi
ilaglarin salim1 ve gen terapi yaklasimina yeni bir platform olusturulmustur (
Gupta and Curtis, 2005).

Polimerler farkli yan gruplari nedeniyle ylizey modifikasyonlarinda
kullanilmaktadir. iletken polimerler fiziksel, kimyasal, elektriksel &zellikleri
sebebiyle doku miihendisligi i¢in gelecek vaat etmektedir. Polimerlerin
elektrokimyasal birikimleri sayesinde, kalinliklar1 kimyasal ve fiziksel 6zellikleri

kontrol edilebilir olmasiyla avantaj saglamaktadir.

Iletken polimer olan  3-(2,5-di(tiyofen-2-yl)-1H-pirol-1-ylanilin  (SNS-
MNHzITO) camlarin yiizeyine elektrokimyasal olarak biriktirilmistir. Olusturulan
yiizey RGD ile modifiye edilerek, insan keronosit hiicreleri (HaCaT), maymun
bobrek hiicresi (Vero), insan noroblastoma hiicrelerinin (SH-SY5Y) modifiye
yiizey lizerinde kiiltivasyonu yapilmistir. Yeni olusturulan yiizeyler hiicrelerin
izlenmesi, ilaglarin ve kimyasal maddelerin etkisinin hiicreler iizerindeki
dinamiginin optik olarak incelenmesi ve/ veya elektrokimyasal olarak

analizlerinin yapilabilmesi igin yeni lab-on-chip sistemleri olusturulmustur
(Oyman et al., 2014).

Yeni nano kompozit materyaller ve polimerler adhezif 6zellikleri sayesinde
ilgili hiicrelerin taninmasinda yol gosterici olmaktadir. Bu konu kapsaminda;
poli(metil metaklarat) b- polikaprolaktone blok kopolimer (PMMA-b-PCL-NAC)
hiicre kiiltiirii matriksi olarak kullanilmaktadir. RGD ile modifiye edilmis PMMA-
b-PCL-NAC (PMMA-b-PCL-NAC-RGD) yiizey kullanilarak hiicre kiiltiirii
calismalarinda avB3 reseptor pozitif glioblastoma hiicresi (U87-MG) ve negatif
kontrol olan insan keratinosit hiicrelerinin (HaCat) proliferasyonu incelenmistir.
Gelecek vaat eden bu materyalle se¢imli hiicre adezyonuna ve proliferasyonuna
olanak saglanmigtir. Bunun yansira integrin avP3 iin hiicrede yiiksek miktarda
bulundugunun optik olarak belirlenmesine olanak saglamigtir. Bdylece
fonksiyonel yiizeylerin cell-on-a-chip sistemleriyle entegre edilip canli hiicrelerin,
ilaglarin ve kimyasallarin etkisini izlemede kimyasal dedeksiyonu saglamaktadir
(Oyman Eyrilmez et al., 2015).



2. MATERYAL VE METOT
2.1. Materyal

Dulbecco's Modified Eagle's medium (DMEM), RGD peptid, EDC (1-etil-
3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid), triton X-100, formaldehit (%37), 4,6-
diamino-2-fenilindol (DAPI), CytoPhalloidin 488, rodamin B, fosforil kloriir, 9H-
Karbozol-9-Etanol, trietilenamin, asitonitril (ACN), magnezyum siilfat (anhidrit)
Sigma-Aldrich firmasindan satin alinmustir. Tiyofen, toliien, siiksinil klorid,
hidroklorit asit, sodyumbikarbonat, etanol ve propiyonik asit Aldrich firmasindan
satin alinmustir. Penisilin/streptomisin (P/S) (10000/10000 unit) ve 200 mM L-
glutamin Lonza firmasindan satin alinmistir. Fetal sigir serum (FBS) Biowest’ten
satin alinmigtir. Sodyum Piruvat (100 mM) Gibco’dan satin alinmistir. Fosfat
tamponlama tuzu (PBS) (pH 7,4) 8,0 ¢g/L NaCl, 0,2 g/L KCI, 1,4 g/L
Na;HPO4.2H,0 ve 0,2 g KH,PO4 (Merck) kullanilarak hazirlandi. Diklorometan
(DCM) Merck’ten alinmistir. 8 - 10 ohm / sq dirence ve 150-170 um kalinliga
sahip ITO (Indinyum kalay oksit) kapli 24 x 24 mm boyutundaki camlar

Teknoma firmasindan temin edilmistir.
2.1.1. Kullamlan Cihazlar

Elektrokimyasal 6l¢limler PalmSens potansiyostat (Palm, Houten, Hollanda
) ile alimmistir. Tiim Sl¢iimler 10 mL’lik 6l¢iim hiicresinde, 3’lii elektrot sistemi
ile gerceklestirilmistir. Calisma elektrodu olarak modifiye edilmis ITO, Ag/AgCl
(3.0 M KCl, Metrohm, Isvigre) referans elektrodu olarak ve Pt ise karsit elektrot
(Metrohm, Isvigre) olarak kullanilmistir.

Hiicre goriintiileme c¢alismalarinda Olympus CKX41 model inverted
mikroskop kullanilmistir. Modifiye edilmis yiizeyler iizerindeki floresan
yogunluklar1 Varian Cary Eclipse floresan spektrofotometre ile takip edilmistir.
Hazirlanan yiizeylerin, 1slanabilme ozelligi (temas agist) Olglimleri Attension
Theta markali cihazla yapilmistir. SEM fotograflart Philips XL-30S FEG model
cihazla alinmistir. Polimerlerin elektro-optik karakterizasyonu sirasinda Iviumstat
potansiyostat/galvanostat spektroelektrokimyasal Olgiimlerle birlikte kullanilan
Agilent 8453 UV-vis spektrofotometre kullanilmistir.

2.2. Monomer Sentezi

Monomer sentezi Pamukkale Universitesi Kimya Boliimii Prof. Dr. Metin
Ak ve Dr. Rukiye Ayranci tarafindan gergeklestirilmistir. 4-(2,5-di(tiyofen-2-yl)-
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1H-pirol-1-yl)anilin (RF) monomerinin sentezi literatiirdeki benzer prosediirlere
gore sentezlenmistir. Rhodamine B ve 9H-karbazol-9-ctanoliin kondenzasyon
reaksiyonu sonucunda rodaminle islevsellestirilmis elektroaktif monomer (RD)
elde edilmistir. Rhodamine B (1,0 g, 2,1 mmol) ve fosfor oksikloriir (0,24 mL)
karistirilarak kuru diklorometan i¢inde geri aktarilmistir. Ortaya ¢ikan ham asit
kloriir, 10 mL asetonitril i¢indeki (3,0 mL) trietilamin ve (0,4 g, 2,1 mmol) 9H-
Karbazol-9-etanol ¢ozeltisine eklenmistir.

2.4. Elektrokimyasal Hiicre Sensorii ve Floresans Goriintiileme
Platformu Olusturulmasi

Ik olarak, ITO kapli camlar sirasiyla aseton, etanol ve dH,O icinde 5 er
dakika soniklenerek yikandi. Farkli tarama hizlarinda, -0,5 V ile +15 V
potansiyel araliginda 0,1 M TBAPFs/DCM ortaminda RD (0,1 mg / mL) ve RF
(0,4 mg /mL) monomerlerinin elektrokimyasal kopolimerizasyonu gergeklestirildi
(Sekil 2.1).

Biyomolekiillerle

kovalent
Hiicre goriintiilleme baglanacak
icin Floresan Kismi fonksiyonel kisim
f—) \
- DadVavava
N A . / N n S N S ‘m
\ ¢ \_/
O Elektrokimyasal
~c 3 kopolimerizasyon s O
1}
NH
[ DCM/TBAFP o 2
NH, CM/ 13 o

0
/\NON/\ l /\N O
0 NN
P RD N

P .

Sekil 2.1. RD ve RF monomerlerinin elektrokimyasal kopolimerizasyonunun sematik gosterimi.

Polimer kapl ITO {izerine baglanmayan monomerlerin uzaklastirilmasi i¢in
pH 7,4 PBS ile yikandi. Iletken polimer yiizeyindeki serbest amino uglarindan
RGD tripeptidi amid bagi ile kovalent olarak yilizeye baglandi. Bunun i¢in, RGD
peptidinin karboksil gruplar1t EDC reaktifi ile aktive edildi. 0, 2 M EDC pH 7, 4
PBS de ¢oziilerek igerisine 0, 05 mg/mL konsantrasyonu olacak sekilde RGD
eklendi. Ardindan hazirlanan karisim 15 dakika 1000 rpm de oda sicakliginda
inkiibe edildi. Serbest amino grubu i¢eren kopolimer ITO yiizeyi aktiflenen RGD
ile kaplanarak gece boyu oda sicakliginda tepkimeye birakildi. Baglanmayan
RGD’nin uzakastirilmast i¢in 3 kez PBS’ le yikandi. Elektrokimyasal hiicre
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dedeksiyonu ve floresans goriintiilleme amaciyla olusturulan yiizeyin hazirlanma

asamalar1 Sekil 2.2” de kisaca gosterilmistir.

RD ve RF

Elektropolimerizasyonu )\

Biyomolekiil
immobilizasyonu/

P(RF-co-RD RGD
S Hiicre Adezyonu Biyodedeksiyon
; I«
8 NH, . g
L CE0 e Gllolilasto.ma E \'/\(
2 C Hiicresi
RD
\/‘\..\/ ; Potansiyel (V)

Sekil 2.2. Biyoalgilayici yeni platformun olusturulmasinin illiistrasyon gosterimi

2.5. Elektrokimyasal Karakterizasyon

Yiizeylerin elektrokimyasal karakterizasyonu dongiisel voltammetri (CV),
diferansiyel puls voltammetrisi (DPV) ve elektrokimyasal impedans
spektroskobisi

(EIS) ile yapildi. ITO, P(RF), P(RD), P(RF-co-RD) ve P(RF-co-RD)/RGD
ylizeylerine ait CV 6lgiimleri ; -0.5 V ve +1.5 V potansiyel araliginda, 0,1 KCL
ve 5,0 mM KyFe(CN)s igeren PBS (pH 7,4) iginde gerceklestirildi. DPV
Olgtimleri ig¢in bos ITO, P(RF-co-RD) ve P(RF-co-RD)/RGD ve P(RF-co-
RD)/RGD/Hiicre yiizeylerine ait potansiyel araligi -0,1 ve +0,4 olarak incelendi.
EIS 6l¢iimleri i¢in 0,03-10 kHz ve potansiyel +0,18V olacak sekilde se¢ildi.

Ayrica, yiizeylerin karakterizasyonu spektroelektrokimya caligmalariyla da
desteklendi. Bu amagla, 0,05 M TBAFPs/DCM ¢oziicii sisteminde P(RF), P(RD)
ve P(RF-co-RD) polimer filmlerinin nétral durumdaki maksimum dalgaboyu
(Amax) olctldii.
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2.6. X-151n1 fotoelektron spektroskopisi

X-151n1 fotoelektron spektroskopisi (XPS) ile elde spektrumlar, Thermo
Scientific Model K-Alpha XPS enstriimaninda, monokromatik Al Ka radyasyonu
(1486,7 eV) kullanilarak olusturuldu. Cihaz, 128-¢ok kanalli bir detektor sistemi
ile donatilmig, yar1 kiiresel elektron enerji analizorti kullanildi.  Analiz
cemberindeki basing 2x 107 mbardr.

Calisma spektrumlar1 ve yliksek ¢oziiniirliiklii spektrumlar, her bir numune
ylizey alaninin tek nokta analizinde 300 um'lik bir spot boyutu, 50 eV'lik analizor
gecis enerjisi kullanilarak ile elde edildi. Veriler, Avenger XPS yazilim paketi
kullanilarak analiz edildi; bunlar, Gauss / Lorentz zirve sekilleri ve bir Shirley /

Smart tipi arka plan kullanilarak yapildi.
2.7. Hiicre Kiiltiirii Uygulamalari

U87-MG (ATCC) ve HaCaT (CLS) hiicre hatlar1 DMEM ortaminda
icerisinde 10% fetal sigir serumu and 1,0% penisilin/streptomisin igeren
ortamlarda kiiltive edildi. Hiicreler %5 CO, igeren 37 ° C de inkiibe edildi. U87-
MG ve HaCaT hiicre hatlarinin konfluentligi %80 oldugunda pasajlandi.

P(RF-co-RD) and P(RF-co-RD)/RDG yiizeyleri segici ve hiicre adezyon
ozellikleri bakimindan ticari polistiren (PS) ve ITO yiizeyleri ile karsilastirildi.
[k énce yiizeyler UV 151k altinda 30 dakika steril edildi, ardindan 6 kuyucuklu
plakalara yerlestirildi. Tiim hiicre ¢alismalarinda yiizeylerin iizerine 5x10* hiicre
ekimi yapildi. Hazirlanan ylizzeyler floresan mikroskop altinda incelendi.
Hiicreler 37°C’ de 3 farkl saatte (24, 48, 72) inkiibasyona birakildi. U87-MG ve
HaCaT hiicre hatlarmin farkli yiizeyler iizerindeki davranislart incelendi. Her
caligmada ticari PS yiizeyleri kontrol yiizeyleri olarak kullamldi. Inkiibasyon
sliresi sona erdiginde, hiicreler formaldehitle fikse edildi ve hiicre ¢ekirdekleri

DAPI ile boyanarak floresan mikroskop altinda incelendi.
2.7.1. Hiicre Goriintiilemesi

3 farkli inkiibasyon siiresinde farkli sekillerde modifiye edilen ylizeylerdeki
hiicre adezyonu floresan mikroskopla goriintiilenmesi i¢in ilk olarak 3 kez PBS ile
yikama yapildi. Ardindan % 3,7 lik formaldehit ¢ozeltisi hazirlanarak 40-60
dakika boyunca 37° C de yiizeyler inkiibe edildi. Formaldehitin uzaklastirilmasi
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i¢cin ylizeyler 3 kez yikandi. Fikse edilmis hiicrelerin ¢ekirdeklerinin boyanmasi
icin DAPI (1uL DAPI + ImL PBS ) ¢ozeltisi hazirlandi. DAPI ¢ozeltisi ITO
yiizeyini kapatacak sekilde koyuldu ve 5-15 dakika inkiibasyona birakildi.
Boyamanin ardindan fazla boyanin uzaklastirilmasi icin yiizeyler 3 kez PBS’le
yikandi. Hiicre sayisinin belirlenmesi i¢in ylizeylerin farkli bolgelerinden
fotograflar ¢ekildi ve Image J (NIH) programin kullanilarak hiicre sayilari
belirlendi.

Yiizeylere ait SEM goriintiileri, hiicrelerin modifiye edilmis yiizeyler
tizerinde 72 saatlik inkiibasyonu sonucu formaldehit ile fikse edilerek alindi.
Yiizeyler tamamen kurutulduktan sonra SEM gériintiileri Izmir Yiiksek Teknoloji

Enstitiisii Malzeme Arastirma Merkezi’nde alindi.
2.8. Istatiksiksel Analiz

GraphPAd Prism siirim 5.03(Graph Pad Software, San Diego, CA)
programi istatistiksel analiz i¢cin kullanilmistir. Gruplar arasindaki farkliliklar
ANOVA (Bonferroni) testi kullanilarak belirlenmistir. istatistiksel farkliliklar p<
0,05, p<0,01 ve p<0,001 degerleri icin sirasiyla *, ** ve *** ile belirtilmistir.



14

3. SONUCLAR VE TARTISMA

3.1. Yiizey Karakterizasyonu

P(RF-co-RD) kopolimeri ITO-cam tizerinde elektrokimyasal biriktirme
islemi ile olusturuldu (Sekil 3.1.). RD( 1 mg/mL) ve RF(4 mg/mL) monomerleri
0,1 M TBAPFg destek elektrolit varliginda DCM igerisinde ¢oziildii. Monomerler
TO vyiizey iizerinde dongiisel voltammetri yontemi ile biriktirildi. Ddngiisel
votammetri -0,5 ile +1,5V potansiyelleri arasinda 5, 10,15 ve 20 dongii olarak
biriktirildi. Olusturulan yiizey floresans mikroskobuyla incelenerek, dongii sayisi
optimize edildi.

5 Dongii 10 Dongii

15 Dongi 20 Déngli

Sekil 3.1. Farkli dongii sayisina sahip yiizeylerin floresans mikroskobi goriintiileri. (Bilylitme
oran1 200 pm)

Olusturulan polimer yiizeyler floresans mikroskobunda incelendiginde, 5
dongii olan yiizey diizenli gozlenmemistir. 20 dongii olan yiizey kalin ve
inkiibasyon sonrasinda yiizeyden kopmalar meydana geldigi tespit edilmistir.

Bundan sonraki ¢aligmalar 15 dongii izerinden gergeklestirilmistir.

ITO kapli camlarin iizerine ayri ayri P(PF), P(RD) ve P(RF-co-RD)
polimerleri elektropolimerizasyon yontemiyle biriktirildi. Yiizeylere ait redoks
potansiyelleri CV  ile belirlenmistir  (Sekil 3.2.).  Elektrokimyasal
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kopolimerizasyonunun olusumu, kendisini olusturan monomerlerin CVlerden
bagimsiz olarak olusmaktadir. Sekil 3.2a’ da P(RF) ye ait oksidasyon piki 0,79 V
ve rediiksiyon piki 0,16 V alinmistir. Sekil 3.2b de P(RD) ye ait oksidasyon piki
0,63V da olusmustur, bunun yani sira oksidasyon piki hem 0,41 V hemde 0,01
V’da gozlenmistir. P(RF-co-RD) kopolimer oksidasyon piki (Sekil 3.2¢) 0,26 V
ile 0,79 V arasindadir ve indirgenme piki 0,05 V olarak 6l¢iilmiistiir. Kopolimerin
yiikseltgenme ve indirgeme piklerine karsilik gelen homopolimerlerden farkli
olmasi,  kopolimerizasyonun  bagarili  bir  sekilde  gergeklestirildigini
ispatlamaktadir (Zhou and Heinze, 1999). RF (Eonset = 0.45 V) ve RD (Eonset=0.61
V) monomerlerinin oksidasyon potansiyelleri arasinda farkin az olmasi,

monomerlerin kopolimerizasyon olasiligini arttirmaktadir.

c)

0=

Akim Yogunlugu (mA/cm?)

0,5+

AJ LJ

0.5 0,0 05 1,0 1,5-05 00 05 10 1,5 0.5 0,0 0,5 10 1.5

Potansiyel (V)

Sekil 3.2.  Elektropolimerizasyonun CV diagramlar1 a) P(RF) b) P(RD) c¢) P(RF-co-RD) (0,1
mg/mL RD, 0,4 mg/mL RF) 0,1 M TBAPFg DCM ¢6zgen sisteminde tarama hizi 100 mV s™ ve
10 dongii yapilmistir.

RF, RD ve olusturduklar1 kopolimerin spektroelektrokimyasal davraniglari
incelendiginde, nétr haldeki maksimum absorbsiyon dalga boyu incelendiginde
cok farkli bulunmustur (Sekil 3.3.). Maksimum absobsiyon dalga boylari
elektroaktif monomerlere ve yan gruplarina baghdir. P(RD) maksimum dalga
boyu 299 nm ve P(RF) i¢in maksimum dalga boyu 425 nm olarak bulunmustur.
Kopolimerin maksimum dalga boyuna karsilik gelen 356 nm homopolimerler
arasinda gozlenmesi, RF monomerlerinin RD monomeriyle birlikte polimer
zincirine dahil edildigini gostermektedir. Bu, amin fonksiyonel gruplara sahip

fluoresan kopolimer yapisinin sentezini kanitlamaktadir.
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0.8
299 nm 356 nm
0.40 J 425 nm
; 0.41
: 0.6
0.39 . :
0.38 . L0.4
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: 0.2
0.36 4 P(RF) ' .......................... -
~——P(RD) : L0.0
0.354.......P(RF-coRD) '
—a - L0.39
200 300 400 500

Dalga Boyu (nm)

Sekil 3.3. P(RF), P(RD) ve P(RF-co-RD) ait spektroelektrokimyasal spektrumlari

XPS yiizeydeki kimyasal baglarin aydinlatilmasinda kullanilan sayisal bir
analiz teknigidir (Ho et al., 1985). Kantitatif XPS analizi sayesinde RGD
baglanmadan onceki ve sonraki yiizeyler arasinda karsilastirma yapilmasina
olanak saglar. P(RF-co-RD) ve P(RF-co-RD)/RGD kaplanmis yiizeylerin N 1s
XPS spektrumlari Sekil 3.4’te verilmistir.
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Sekil 3.4. Yiizeylerin XPS N 1s spektrumlar1 A) P(RF-co-RD) ve B) P(RF-co-RD)/RGD

XPS N 1s spekturumlarinin bilesenleri literatiire gore uygun sekilde; C-
NH,, 399,9 eV; C-N, 403,6 eV; N-(C=0)- amid bagi, 402,3 eV bulunmustur
(Casanovas et al., ; Huang et al., 2014 ; Jedlicka et al., 2007 ; Yang et al., 2017).
N 1s spekturumlarmin bilesenleri, kopolimer yiizeyinde amid bagmin varligini

gostermektedir.

P(RF-co-RD) ve P(RF-co-RD)/RGD yiizeylerine ait florimetrik dlgimler
yapildi. Yiizeylerin maksimum absorbsiyon piki 554 nm ve emisyon piki 626 nm
olarak olgiildii (Sekil 3.5A). Ayrica Sekil 3.5B de P(RF-co-RD) ve P(RF-co-
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RD)/RGD ait floresans goriintiileri  bulunmaktadir. Burada RGD nin

baglanmasiyla yiizeydeki floresan siddetinin azaldig1 gézlenmektedir.

A 225+ P(RF-co-RD)
—
=- -
©
N
5 150-
c
=
e}
o -
>= P(RF-co-RD)/RGD
® 754
© —_—
0
[&)
— <
o
|18
0 200

450 500 550 600 650 700 750
Dalga boyu (nm)

Sekil 3.5.  A) P(RF-co-RD) ve P(RF-co-RD)/RGD polimer kapli ITO cam yiizeylerin PBS (pH
7,4) igerisinde absorbsiyon ve emisyon pikleri B) P(RF-c0-RD) ve P(RF-co-RD)/RGD yiizeylerine
ait floresan mikroskobi goriintiileri (biiyiitme orant: 200 pm).

Floresas mikroskobu altinda goriintiileri alinan kopolimer yiizeyin ve
kopolimer bagli RGD yiizeyinde ayni floresan siddetine maruz kalan yiizeylerde,
immobilizasyon sonrasinda yiizey morfolojisinde bir degisim gdzlenmemistir.
RGD ile modifiye edilen kopolimer yiizeyi P(RF-co-RD) yiizeyinden daha
karanlik goziikmektedir. Bunun nedeni yiizeye baglanan RGD’nin 151k
gecirgenligini  azalttigt  distilmektedir. Sekil 3.5B’de  goriildiigii  gibi

immobilizasyon yapilmasi yiizeyde herhangi bir bozulmaya neden olmamustir.
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3.2 P(RF-co-RD) Kopolimer Yiizeyi Kullanarak Hazirlanan
Biyofonksiyonel Yiizeyler Uzerinde Memeli Hiicrelerinin Adezyonun
Incelenmesi

3.2.1 Karakterizasyon

Yiizey modifikasyonun gergeklestirildigini géstermek amaciyla ferrasiyaniir
([Fe(CN)s]* ™) redoks probu varliginda EIS, CV ve DPV elektrokimyasal

Olgtimler alinmustir.

Elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS) yiizey modifikasyonunu
gostermek igin ¢ok etkili bir metottur (Hilmiye, 2013). Tim EIS verileri,
[Fe(CN)g]* ™ redoks probunun difiizyon direncinin (Rs), Warburg impedansi
(Zw), cift kath kapasitans (Cdl) ve yiik transfer rezidansi (Rct) iceren devre

tasarimina gore gerceklestirilmistir.

Sekil 3.6 ° de goriildiigi gibi her modifikasyon asamasinda R¢ degeri
artmustir. Calisma elektrodu olan ITO’ nun 9,74x10> ohm, kopolimer kapl ITO’
nun P(RF-co-RD) 2,72x10° ohm ve biyomolekiil immobilize edilmis kopolimer
yiizey P(RF-co-RD)/RGD ise 5,18x10° ohm olarak &l¢iilmiistiir.

7x10°+ . a
6x10°- o
5x10°-
E 4x10°-
)
N 3x10°4
2x10°
Bare ITO
1x10°q ¢ P(RF-co-RD)
11 P(RF-co-RD)/RGD
0d

0,0 4,0x10° 8,0x10° 1,2x10" 1,6x10"  2,0x10
Z'(ohm)

Sekil 3.6.  Modifiye edilen yiizeyin EIS diagrami ( 5mM [Fe(CN)s]*"* ve 0,1 M KCl igeren
PBS pH 7,4 iginde)
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Redoks probu varliginda alimnan CV Olglimlerinde yiikseltgenme ve
indirgenme piklerinin goriilmesi ylizey karakterizasyonu i¢in oldukg¢a kullanigh
bir tekniktir.

Calisma elektrodu olan ITO caminin tipik yiikseltgenme ve indirgenme
piklerinin gozlendigi CV egrisi, Sekil 3.7’ de goriilmektedir. Monomerlerin
elektropolimerizasyonu ile kaplanan ITO caminin CV egrisindeki pik akimlar1 bos
ITO’ ya gore dramatik bir sekilde diismiistiir. Biyomolekiil immobilizasyonu
gerceklestirildikten ~ sonra, = P(RF-co-RD)/RGD’ye  ait  ylizeyin  de
yiikseltgenme/indirgenme piklerinde azalma meydana gelmistir. Ayrica U87-MG
hiicrelerinin adezyonu sonrasinda e¢lde edilen elektrokimyasal sonuglar Sekil
3.7A’da verilmistir. CV oOlgtimleri ile elde edilen anodik pik akim bos ITO ig¢in
1320,5 pA (Epc=0,36 V), P(RF-co-RD) elektrot i¢in 905,52 pA (Epc=0,35 V),
P(RF-co-RD)/RGD elektrot i¢in 593,63 pA (Epc=0,59 V) ve P(RF-co-
RD)/RGD/U87-MG elektrodu igin 28,93 pA (Epc=0,79 V) olarak bulundu.
Ayrica ylizey karakterizasyonu DPV metoduyla da yapilmistir. DPV sonuglarina
gore pik akim degerleri (Sekil 3.7B); bos ITO igin 409,51 pA (Epc= 0,7 V), P(RF-
co-RD) elektrot igin 312, 23 pA (Epc=0,16 V), P(RF-co-RD)/RGD elektrot igin
248,98 pnA (Epc= 0,18 V) ve P(RF-co-RD)/RGD and 67,26 pA (Epc= 0,18 V)
olarak bulundu.
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Sekil 3.7.  ITO, P(RF-co-RD), P(RF-co-RD)/RGD ve P(RF-co-RD)/RGD/U87-MG ait A)CV ve
B)DPV diyagramlar1 ( 5mM [Fe(CN)g]* ™ ve 0,1 M KCl igeren PBS pH 7,4 i¢inde)

Polimer kapli ylizeylerin biyomolekiil immobilizasyon Oncesi ve sonrasi
SEM goriintiileri  Sekil 3.8” de verilmistir. Polimer morfolojisi, polimerik
parcalarla piiriizliilik gostermektedir. RGD immobilizasyonu sonucunda yiizeyde

herhangi bir bozulma gozlenmemistir. Bunun yani sira, polimer kaplh yiizeyde
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hiicre adezyonuna iliskin SEM goriintiileri Sekil 3.8’de gosterilmistir. Hazirlanan
kopolimer yiizeylerin 1slanabilirlik 6zelligi temas agistyla Olgiilmiistiir. P(RF-co-
RD) yiizeyine ait temas agis1 81,45 + 2,19 olarak bulunmustur. Peptit
immobilizasyonundan sona olusan yiizeyin P(RF-co-RD)/RGD temas agis1 55,11
+ 0,23 olarak bulunmustur. Temas agisinin diismesi,yiizeye immobilize edilen
peptidin yiizeye hidrofilik 6zellik kattigini gostermistir. Ayrica hiicre adezyonu
saglanmis yiizeyler lizerindeki temas agis1 50,65+ 0,29 olarak bulunmustur (Sekil
3.8).

Sekil 3.8.  A) P(RF-co-RD) B) P(RF-co-RD)/ RGD veC) P(RF-co-RD)/ RGD/U87-MG
ylizeylerine ait SEM fotograflari

3.2.2 Hiicre adezyonu, Proliferasyonu ve Sensorii

Peptit modifiye edilmis yiizeyler {izerine 5x10* hiicre eklenerek 72 saat
sonundaki adezyon sonrasinda hiicre sayilar1 belirlenmistir. Integrin overexprese
olan U87-MG hiicre hatt1 i¢gin RGD peptidi secici bir materyal olarak daha dnceki
calismalarda da kullanilmistir (Oyman et al., 2014;Zhan et al., 2012; Russo et al.,
2013)

HaCaT ve U87-MG hiicre hatlar1 peptit modifiye yiizeyler iizerinde 72 saat

inkiibe edildikten sonra, hiicre cekirdekleri boyanarak, hazirlanmis yiizeyler
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tizerindeki proliferasyonlar1 incelenmistir. Yiizeydeki bulunan peptit varhigi
HaCaT hiicresine kiyasla RGD-ligant pozitif olan U87-MG hiicrelerinin
tutulumunu arttirmistir (Sekil 3.9.).

~ @ Ps
T 8 Imo
£ £ P(RF-co-RD)
D [ P(RF-co-RD)/RGD
5
(&)
o
(8]
He ]
I
2
\‘\0
"

Sekil 3.9. U87-MG ve HaCaT hiicre hatlarinin RGD-modifiye yiizeylerine PS, ITO, ve
kopolimer yiizeyler lizerindeki proliferasyonunu karsilastirmali olarak gostermektedir.

Veriler, ti¢ deneyin ortalamasi +standart sapmay1 temsil etmektedir. Yildiz
isaretleri, her iki hiicre hatti i¢in PS ylizeyine kiyasla anlamli farklanmalari

gostermektedir.

U87-MG ve HaCaT hiicre hatlarmmin proliferasyonlart Sekil 3.10° da
goriilmektedir. Ticari PS yiizeyler her denemede kontrol yiizeyi olarak kabul
edilmigtir. ITO camlar1 hiicre adezyonu i¢in uygun materyallerdir ayn1 zamanda
PS yiizeylerde benzer 6zellikler gostermistir. U87-MG hiicre hatti i¢in P(RF-co-
RD)/RGD ylizeyi, hiicre tutulumunu arttiran bir yiizey olarak bulunmustur. Bu
durum gosteriyor ki, U87-MG hiicre hatt1 i¢in segici bir yiizey olusturulmasi
basarili bir sekilde gerceklestirilmistir. Buna ek olarak, polimerin floresan
ozellikte olmast hiicrelerin ilave boyama islemlerine tabi tutulmadan

goriintiilenmesine olanak saglamigtir.
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Sekil 3.10.  U87-MG ve HaCaT hiicrelerinin farkl: yiizeyler tizerindeki 72 saatlik proliferasyona
iligkin floresan mikroskop goriintiileri

DPV hizli ve etkili iyi bilinen bir elektrokimyasal dl¢iim teknigidir. Bu
sistem ile diigiik dedeksiyon limitlerinde dl¢iim yapabilmesi ve zemin akimini iyi
ayirt edebilmesi sebebiyle tercih edilen bir metottur (Elqudaby et al., 2014).
Biyomolekiil bagli kopolimer yiizeyine farkli sayida (10, 10%, 10°, 10% 10°

hiicre/mL) hiicreler eklenerek, 24 saat inkiibe edildikten sonra olglim alinmustir.
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RGD varligindan dolay1 olarak integrin reseptoriin overexprese eden U87-MG
hiicre hatt1 igin segici yiizey olusturulmustur (Moncelet et al., 2013). HaCaT,
U87-MG ye gore efektif bir adezyon gostermemistir. U87-MG i¢in dogrusal tayin
araligi 10'-10* hiicre olarak bulunmus ve dogru denklemi y=15,004x-15,246,
(R2=0,983) olarak elde edilmistir. Diger taraftan HaCaT igin dogrusal tayin araligi
y=5,478x-5,179 (R,=0,961) olarak bulunmustur Sekil 3.11.

504

——U-87 MG | .
HaCaT

Log(hucre/mL)

Sekil 3.11 DPV yoéntemiyle 10-10° hiicre ile 24 saat inkiibe edilen yiizeylerin P(RF-co-
RD)/RGD/U87-MG ve P(RF-co-RD)/RGD /HaCaT ait kalibrasyon grafikleri
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Cizelge 3.1. Literariirdeki benzer ¢aligmalar

: .. Dogrusal
Materyal Ligand | Hiicre Hatti Aralk Referans
[hiicre/ml]
Altin/ITO TAT Vero 10°-10° (Soylemez et
HelLa 10'-10° al., 2016)
RGD U87-MG 10'-10°
Vero 10%-10°
Hela 10%-10°
Us7-MG 10*-10°
Altn/ITO RGDS HelLa 3.0x10%-10" | (Wangetal.,
2014)
Altin disk elektrot/ Con A Bel-7404 10° -10° (Huetal.,
Lektin 2013)
Altin Elektrot Folat- MCF-7 10°-10° (Zhao et al.,
DNA 2013)
PTCA/Grafen Niikleolin HelLa 10° —10° (Fengetal.,
aptameri | MDA-MB- 2011)
231 (HeLa)
K562
NIH3T3
DTP-aril-NH, Folik asit Hela 10 -10° (Azak et al.,
2016)
PMMA-b-PCL- RGD U87-MG 10-10° (Oyman
NAC- Eyrilmez et
HaCaT 10%-10° al., 2015)
P(RF-co-RD) RGD U87-MG 10-10* (Ozturk
Kirbay etal.,
HaCaT 10-10° 2017)
Bu calisma
Con A; Konkavalin A, RGDS; Arg-Gly-Asp-Sertetrapeptide, PTCA; Perilen

tetrakarboksilik

asit,DTP-aril-NH,;

4-(4H-dithieno[3,2-b:2,3-d]pirol-4-yl)anilin)

polimer , PMMA-b-PCL-NAC-; N-asetil-L-sistein (NAC)-kapli poli(metil metakrilat)-
b-polikaprolakton blok kopolimer
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4. SONUCLAR

Bu c¢alismada iletken polimerler kullanilarak elektropolimerizasyon
yontemiyle, elektroaktif yiizeyler olusturuldu. Olusturulan yiizeyler RGD
peptidiyle modifiye edilerek secici yiizey olusturulmasi saglandi. Yiizeylerin
karakterizasyonu spektrofotometrik ve elektrokimyasal yontemler kullanilarak
yapildi. Farkli hiicre hatlari ile in vitro uygulamalar1 gergeklestirildi.

Elde edilen sonucglara gore, hazirlanan yiizeyler hiicre adezyonunu ve
proliferasyonunu tesvik edici olmasiyla birlikte tizerinde uzun siireli hiicre
kiilltivasyonuna  imkan  vermektedir. P(RF-co-RD) kaplh yiizey hem
elektrokimyasal hem de floresan dedeksiyonunda kullanilabilecek potansiyelde
yeni bir sitosensor platformu yapilmistir. RGD immobilize edilmis yiizeyler segici
hiicre adezyonu ve proliferasyonu i¢in 6nemli bir rol oynamistir. P(RF-co-
RD)/RGD matriksinde U87-MG hiicre hattinin canliligi Kontrol grubuna kiyasla
% 152,31 olarak belirlenmistir. DPV yontemiyle yapilan U87-MG i¢in dogrusal
tayin araligr 10-10* hiicre.ml™ olarak belirlenmistir. U87-MG hiicre hattinin
yiiksek miktardaki hiicre konstrasyonu logaritmik bir artis gosterdiginden
dogrusal tayin araligindan sapma gostermektedir. Negatif kontrol grubu olan
HaCaT hiicre hattmin  dogrusal tayin aralizi  10-10° hiicre.ml™ olarak
belirlenmistir. Bu farklanmanin olmasiin sebebi, U87-MG hiicre hattina segici
ylizey olusturarak, proliferasyonunu destekledigi belirlenmistir. Bunlara ek olarak,
hiicre adezyonunda kullanilan floresan yiizeyler, herhangi bir boyamaya ihtiyag

duymadan goriintiileme amagh da kullanim1 saglamaktadir.

Literatirde benzer amaglarla hazirlanan yiizeylerde genellikle ticari
polimerler kullanilmistir. Fakat literatiirde yeni sentezlenmis floresans ozellik
gosteren polimerlerle ilgili bir ¢alisma bulunmamaktadir. Elde edilen modifiye

ylizeyler kisa siirede ve diisiik maliyette hazirlanma olanagina sahiptir.
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