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OZET

Sunulen cabisma, mikrotasiyici-destekll kiitir sistemisrinde kuliantian ticart slarak
mevcut asvicilars alternatif olabilecek veni poiimerik mikroteswiciiarin gelistirilmesi ve
buniarin sap virtisine duyarh v Hamster Kidngy" {BHK) hilcreierinin retiminde
kullanimini amaclamistir,

Calismanin 1K b8liminds, uygun viizey ve vigin fzellikiering sehip hidrofilik karakierli
PHEMA ve nidrofobik karakierii PS mikrotastyictiar tarafimizdan gelistirilen véntemlerle
hazwrlanmistie,

Caiismamin Kinci asamasinda, nam lanan mikretaswiciarin cesitli fiziksel dzeliikiers
{ycguniuk, sedimaniasyon ™izy, vb.) saplenmis, viizey yam%am Uygun yéniemier%e analiz
sdiimistir.

Caiismanin dclinedl basemaginde, durgun ve siispanse kiltlir kosuiiarinds mikrotasiviciiarmn

hiicrs yepisma, vayiima ve Uremes! Gzerindeki etkisi inceienmistir. Mikretesvici-destekis
kiitlr sistem yarametm i {mikrotasiyicl konsantrasyenu, hiicre inokiilasven yogunlugy,
karistirma Rizi, vB.) degistiriierek hlicrs verims gin optimum kosullar oelirlenmistic.
Catismalar, kissik hiiere kilitir sistemiertyie ve ticari clarak meveut mikrotesiviciiarle
tekrarianmis ve scnugiar karsilastirmah glarak incelenmistir. Avres, hilcre yapﬁm ve

reme Kinstikieri, arastirma Kepsaminde geiistirilen matemaliksel modellerie deferien-
dirtimistir.

Calismanin son oOiiminds ise. PHEMA mikrotasyict destekti sistemlerde Uretilen BHXZ
m‘}cre¥er:«'n, Ao tint sap viriisiine duyarhiiiklars incelenmistir,

ik bdiimae gercekisstirilen celismaler, arashirma kapsaminds gelistirilen sispansivon
polimerizasyanunu vdnteminin istenilen bov (100-200 @) ve boy deilm arahigine
sehip.Useffal ve dizgin kirsessl vepidaki capraz begin PHEMA mikrowmsivicilarin
NEZITiaNmast aIBInGan uvgun cldugunu v yapiva llave egilen MMA ve DMAEMA mong-
merigrivieyiizey ve vigin fzeilikierinin istentien dlizeve cetirilebileceging gistermistir. Bu
poilimde  difer cahsmaiar, capraz nagh PSS partikilierin (Siobeads SK2) vurey
fzeliiierinin, bu cabismecda gelistiriien plazma colimerizesyon fexmigi kullamilersk

o it im s -
mogitiye egliedbilecedin gdstermistir. Yiizsy mogifikasyonu sesitht alkiiaminierls (£DA,
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ALAM ve TEA) gercekisstirtimis ve alkitemin Wirling plazma reaksiven kosullarimin {plazme
guc ve stirest) farkli yiizey dzellikiering ulasiimeasinda stken 0idugu saptanmistic,

Cahismamin iKindl ssamasindg nazirlanan mikrorasivictiarin optimum  mikrotaswios
gzstlikierinin goguna saitip oldukiart analiz sonugiarivia saplanmistir,

i’icﬂns:‘:s o8limde gerceklastiriien hilore kiitlr cahismalariyia, PHEMA mikrotasivictiarda

tcre vapismast ve Uremesinin @ia@ﬂmw icin MMA va DMAEMA yapilarinin gerekii cldugu,
0.13 mol MMA/mol HEMA, 0.1%5 mol DMAEMA/mol HEMA bilesimine sahip PHEMA mikro-
taswyictiarin Ovicdex-1 ve Wm@x—& mikr a’tasmc igra ailernstif olarak kuilamiabilscedi
sapianmistin, Yizeyl modifive edlimis PSS mikrotasiyseniaria durgun kosullardas vapilan
cahismatar, TEA kaph viizeylerds hilcre veriminin, EDA ve ALAM kapii vizeviere girs dahs
yilksek oldulunu ve vizeyi TEA plazmasinde, 10 dakika sireyle ve 10 Watll glicte kaplanan
mikroteswnciieria en vilksek hicre yapismea ve lreme Sederierine uizsiididm gistermistir.

P

Gifinda, aralarindaki Jyum i oldukea byl oldugu, blvielikle bu tir sistemisrde kuilantia-

*

hlicrelerinin sap virdstine duyariinkiarinin saptanmaest amart {ie vapiian calismalar, stz
kenusu hiicreierin Aog tip sep virlsine duyarh olauguns gistermistir,

Bu sonuglerin st aitinds, ereslirme  kapsaminde hezwrlenen PHEMA ve PS
mikrotasiyiciiarin  kuliamilmasivie, BHK hicreierinin #relim  kepasitesinin kiasik
vinlemierdeking eranie artliriisilecegt ve virls lretiminde kuliamiebilecsdi sonucuns
diessinnistir.
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SUMMARY

he mdy presented here, aims the development of the novel polymeric micrecarriers 2s
. alernatives to the commercial microcarsiers used in microcarrier cullure svsiems, in

no

order 1o faciiitated the production of "Baby Hamster Kidney” (BHK) celis which ars sensitive

1o the "Foot and Mouth Disesse” {FMD) virus.

n the first part of this study, hydrophilic peiv( hvdroxvethyimetheoryiaie) (PHEMA) and
hympha ¢ polystyrene xPS) microcarriers in suitable surface and bulk properties wers
prapared by the novel methods deveioped by us.

in the second part of the study, the physical cheracteristics (1.s., density. sedimentation
velooity, ale.) of the microcarriers were Getermined and thelr surface structurss
investigated by means of the approprisle melhods.

in the third pari ¢f the study, the ceil attachment, spreading and growih characteristics of the
VIOPOCANTIErS Were (nvmt igated in siationary and aisc submerged cuiture conditions. By
cham;éng the microcarrier-fecilitated cullure system parameters, (ie. microcerrier
concentration, cell  inoculation densily, stirring speed, sic.) the optimal conditions wers
defermined in order 0 achieve higher cell vieids. The sludies were repeated with the
treditional culture systems and alse commercial micrecarriers (i.e., Cviadex-1. Cviogdex-3)

and thus, the resuils were comparsd. On the other hand, the celi atlachment and growth
kinstics werg gvalualed by means of the mathematical modeis proposed in this study.

“3

in the iest part of the study, the virus susceptibiiities of BHK celis produced on the PHEMA
microcariiers wers investigated

Ths studies were performed in the firsi pert showed that,ths novel suspension polvmerization
technigus is much suilable ip order o oblain spherical and {ransoarent orossiinked PHEMA
microcarriers in desired size { 120-200 pJ and size distributicn, and their surface and buik
structures were agjusted by nciuging hyaraghobic and charged comenomers. MMA and
DMAEMA. The PS microcerriers were pregared by the surface megificetion 0'{ the commerciai
crossiinked PS particles {Biobezds SX2). The surface {reatment of the microcarriers was
carried out by @ redicfreguency giow dischargs poivmenrizaticn process. Using this technicue
the suriaces of the MICrocarniers wers ¢oates with plasma polvmerszed peivmerie fiims
formed from primery ang tertiery alkylemins ({e. EDA, ALAM ang TEA). By changing



fv
monomer type and plasma reection conditions. the chemical nature of the microcarrier’'s
surfaces was verisd

The celi culturs stugies ingiczted that, the presence of MMA and DMAEMA monomers in the
PHEMA structurs are necessary in order o achieve the desired cell altachment and growth
snd PHEMA microcarriers which includes 0.13 meol MMA/moi HEMA; 0.15 mol EGDMA/mol
HEMA can  uses as an aiternative ¢ the Cvladex-1 and 3 microcarries in microcerrier
faciiitated culture svatems. The PS microcarrier cuiture studiss shewed that while the mest
repid atiachment ocours on the EDA piasma coated surfaces, the cell growth was best on the
TEA coated surfaces. A sharp increase on cell vield occured when the power of the TEA pissma
was increased t¢ 10 Watls, at 10 minules.

The aggrement betwean model predictions and the experimental dale described the kinstics of
the ceil atiachment and growlh are reasonably geod.

in the iast pariof the study, it was found that, BHK celis grown on the surfece of the PHEMA
microcarriers arg sensitive (o the Ay type FMD virus.

By taking of thess resulls intc account, il can De said that, thess PS and PHEMA microcarriers
mav be used in microcarrier facililated cell cullure svstems in order o incresse Ithe
production capacity of BHK ceils.
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i. GIRIS VE CALISMANIN AMACI

@‘3

Moedern anilamdaki "hayvansal hiicre teknolojisi”, glinlmizden 30 wil kager dnce, Earle ve
arkadgeslam [ 1] tarafindan hicre Uremesini destekiavecek besi oriamimin gelistirilmesivie
basiamis clup ginlimiizde cok ssyide dnemii bivoiciik maddenin ureﬁmmfm vay@m olarak
kullamimakiagw [2-4]. Bu driinler arasinda t:p ve veterinarlik amach viral asilar,
interferon ve plazmingjen aklivatdriari en Snemii veri timakiadir. As.i&x icm&e de dratim
kapasitesi agiswingan Sap a5t "Foot and Mouth Dmase ¥accing” birinci siradsdir.

Giintimiizde hilere {2 muici%ss gianinda yaazién catismaiar Uretimin endistrivel bovutier
gerceklestiriimesi yﬁm'}nde itk Ka“aamm Bu konu, hicreierin degisik ortamiarda
BY

Bilingigi gibi, kiitlr orlamnds serbest ciarak Ursvebiien sispanss hilcraier, mikrobivai
gi Gio
hlicrelere benzer sekiide, homejen kiltlrde ve bliviik 8icekds kolaviikia Gretilirier ve eide

edilen Urdnier cok miklerde ve dusuk maivyelledir. Ancak, Bezi virus tirlery suspanse
ortamda Uremis hicrelere adeple ediiememekiedir. Avrica |, bu tir hilcreler normel simayan
Kromozomai degisimier ve timirjenik dzeitikler gislermekiedir. TUm buniarn scnucy olarak
stispanse hiicrelerin bivolgiik Uridn Gretimindski kuilemmiar: simirlandiriimis ve Amerikan

Saghik Orgutd, bu Gir hicrslerden sice saiien bwelopk amach urunierin wnsen

[ 1,030

ridcre kuitlrierinde kullaniian kinct Wir hucreler "yizeve bagimit” hicreler olup.
dreyebiimeler] icin lzerine tulunabilecekieri uvgun bir kel vizey cerektiririer. Bu
amaciz, uzun witlar, negalif vikii stitkat yvada torat gw;siam igersen cam en uvgun materval
cizrak kullanilmistie, Son yillerds ise. degisik viizey ve yigin Zzeliikiering sahip plastik

matervalier gelistiriimis ve vavgin oiarak kuilaniimava basianmisuir {5-71.

maizemesen imai ediinis patrt kepiarinin (abaning vapisarak 8k 1abake nalinde urstiiirler
Burade en dnemii sorun, vizey alanmimin sinirhi olusy r@c@my > hiicre firetim kapesitesinin
gistx oimasair. Son yiliards, dhylk kepasitell dretimisrds kuilamiiecak veni sistemierin
geiistiriimest iCin £0k savida calisma vepiimistic. Tim bu calismalards ulastimavs calisilan
hegef, birim hacimeex: vizey alamins arltrmakiic. Su amagla gebsurilen sisiemisr

asinde, dner siseii sistemier {81, spirai film sistemier {21, cox {abekelr treticiier [10]
vg cam kire dolgulu kelenlar [11] sawisbilir. Ancak bu tir sistemierin alan/hesim

ERT



]

mevouliur.

Hiore kKUNr reskibrierinde Uretim mizi ve kepasitesinin artlirilabilmesi foin son villarde
teknoiojik bovutlards da uygulamava gececek dizeve gelen vent ekmikierin en amemiis
"mikrotaswici-destekii kGitir” sistemieridir. By y@ni sistemd:e. hiicraier, Ureme ortaminds
Refif karistirmayis slspanse nalde (ululabilen ve rotaswyict oiarsk adiandiriian,
polimerik vapideki kali parlikllierin viizeyinde dretilirier. van Wezel tarafindan fleri
surdien sczkenusu vontem ik olarak, hicreierin pozitif yUkiL dekstran kiireler uzerinde
{iretiimesivie denenmis [ 12], ancak viizey vilk mikiar: vilksek oidufundan, hiicre dremesi
{izerinde inhibisyon stkist gizienmistir. Mikrolasiyicr sistemierin kulienmimaswis, yiizeye
belimby hilersler de mikrebiyel hiicrelere Denzer sekiide bDlnvlk ficeki] fermentlrierdes
viksek Grelim kapasiteierinds Uretilirier. Mikrolasiyicr kilitlrler:, teknoigjik bovutde
1000 Wik fermentirierde de gercekiestiriiersk, cesitii bivolsjik maddeier dretilmistir

I

C)l

Li

L et SERNVN

Sen ymamg mikrelasiyic sistemierin karaklerizasyonu ve uyguiamalars Uzerinds vojun
selismaiar vaptimakiadir, Jelalin, poliskriiamid, polistiren ve seliiloz temslii cesitis
mikrotasiviciiar ticari amech: olerek gelistiriimis oimesing radmen en vavgin siarek
xuliantianiar deksirendan Wretiimis olanlardir { 141

é

Yapilan celismada, licari olarek  mewoul ieswiciiars ai“ematif olebilecek  veni
mikrotesiviciiarin gelistiriimes: ve buniarin sep virusung duverls "Baby Hamster Kidnev®
{BHK) hilcreierinin Gretiminds kulianimy amacisnmistic. Bu ameos uygun oiarek farkh iki
Wr polimerik matriks secilmistic. Bumiardan birincisi hidrofilik  kerakierd 2-
nidroksietiimetakrilat (HEMA) monomerinin sispansiven polimerizasvenuyia hezirlanen
goliidroksishiimetaieiiat { PHEMA), digers ise Ridrefobik vapideks peitstiren (PSYair,

it

Calismanin ik basemefinde uvgun vizey ve vifin Szellikierine sehip, PHEMA ve PS
mikrotaswyiciiar mf“a‘ms% 120-200 @ capindeki, seffaf ve kiiresel PHEM

N4

mikrolasiviciiar akrilik monomerierin ferafimiadan modifive edilen siispansiven kepeii-
nerizasyonu véntemivie hazwrianmistic. Bu yapide HEMA monomeri temel bilesen slup.
etilenglikoldimetakrilat {EGDMA) monomerivle cepraz baglanmistie. Yepinn viQin ve vilzev

=

3

ozeilikisrinin avarlanmasi amacivia ga meuimsiakriial (MMAY ve  Gimelilaming-
emmemmat (DMAEMA) monomerieri kullamimistir. PS mikrotesiviciier ise, "Bichesds
42" {BicRad Lab. ABD) isimii PS partikiilierin tarafimiztan gelistiriien veni | §s pizzme

{?)
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polimerizasvon  ieknigivie vlzeylerinin  kapianmas sonucy  hemwlanmistr.  Yiiey
modifikasyony fc defisik alkilaminie (elilendiamin, ailiamin va Wrietilamin) ve degisik
resksivan kosuliarinds ( plazma gues ve surest) gerceklestiriimistin.

Cahismemin ikinel Dasameginde, hamwianan mikrolastyiciiarin cesitll  fizikokimvasal
czeiikiart (vofuniuk, sedimentasyon tizi, bov ve boy dafilimi, viizey vepist ve yiki, vb)
wygun yantemierie tayin ediimistir.

Calismamin dglncd Dasemagings, hazirianan mikrolasivictiarin vyouniugy hucre kiitdr
sriaminds virdtlien calismalaria seplammistir. Mikrolasiyici~destekli k{ithr calismalars,
durgun ve siispanss kiiltir kosuliarinds, Ovtodex-1 ve Cylodex-3 {Pharmecia, isves) isimii
ticari mikrolasryiciiarie karsiiastirmals olarak viritdimisilir. Durgun kGItUr kosullarings
vapiian cahismaieris mikrotasivici-gestekln kiitlr sislemine ail gesilii parametreierin
{mikrolasivics kensentrasyony, hiicre inckilasvon V@x&ﬁiﬁ@& ¥} eticisi incelenmis, hicre
vapisma ve reme kinetikieri matematiksei ciarak dedsriendiriierek uvgun modetierie ifade

&
§
4

Cahismamn son besamadin plirma kapsaminde  geiistiriien PHEMA mikro-
tesiyicilarin s8p virds Uretiminds kuflaniiabiliriigh Kiasik vintemierie karsilasbirmal:

slarek arastirviimistie,

Yaptian Wm by celismaler 1si§ingd. TUrkive'de nalen xiassik vintemlerie BHK hicrelert
kullanilarak dretiien ve sap nestaliginde asi ciarak kuilensien sap virusiniin mikrotasnici-

2

iimesi icin gerekii temel veriier eide ediimistir.
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Bu biiimde, vapian calismanin lemelind ciusturan, konuvia gl Teratlirds meveut
piigiier sunuimusiur. Oncelikie hicrs kitirG lemmisnmis ve killir sistemierinin
gzeliikieri karsiiastirmaiy olarek inceienmistir, Ayma arestirmanin a1 Konusuny
slusturan mikrolesiyict destekli hiicre kiitiriert ayrintils olarak ele slinmistiv, By ik
b8iimiin sonunda da hiicre Greme kinetiginin teorik esasiaring ver veriimistir. Sonraki
btilmde hiicre kiitir eknikieriyie Uretiien blysic)ik maddeler arasinds en Snemif verd
aian ve arastirma kepsaminga de Grelimi gercekiestirilen sap virlst ve asiss hakkinds
czet Bilgr vertimistir. Dahe sonra 198, polimerik mikrolasiviciiaria hezirlanmasinds ve
viizey mcdmkwomnda kuilamian slspansivon polimerizasyonu ve piszma
poiimerizasvony vintemier tamitimisir,

2.1. HOCRE KGLTIRG

Hiicre bivoteknoiojisinin temeli, kompieks doky vevs croaniardan izole ediisn hiicrele
suni besi orlamisrings Urellimesi ve Urelilen hilcrelerin de in vilre kosullerds farkis
erganizmalar clerak devranmesing deyenie. Hicre kiiitlicrlers, hicrelerin vapisal olarak
farkhiasmasing, dejenerasyonuns veva transfiormasyonuns neden olur. By durum, veni
oriamde, doku ve da organdakinden farkit Dir wvapisel dlzenin vm;gmm
keyneklanmakladir. EQer hiicre pepiilasvonu, nislolglik dizende gerceklesti
hucressal fonksivonlar avnen devam eder, K1 Dy coku kUNGrinin gercek tammidir. Hicre
kiitirdnge  ise, dokuiar farkhy hlcreiere percaiendifindan histolejik orgamizasyon
bozuimakia ve bunun sonucu ciarak da hiicresel fonksivoniar farkiissmakiadir,

::
=
g’—g}
%
&

Biveiciik disiincenin DIr percest olarak doky kUNGrd vepim: ook eskilers davamir,
Gnceleri sadece inceleme sekiinde vilrGifien cabismaler virmingd vilzvihn origisrming
dogru mizlandiriimis, plezme ve embrivo sivis: kulianiierak cesitll dokularin tretiimesi
tekmigs bir Kisim arastiricuar teraiingan origva kanmustur. Arastiriciiardan anviars de
cesitii hiicreierin dretileblimesi icin Desi orlemiarmimin gelistiriimest dzeringe
cehismisiar ve havvensel doku hiicrsisrinin i}ret:‘xebﬁm@?sd stermislerdir. insan
hilcrelerinin retlimesi ve policmyelitls virdstnln bu hiicrelercs codelarak sitopatalo) ik
segisikhikier vapmass virelgiae yent bk ¢igir agmistic .



Cizeige 2.1, icre Kiitirlerivie Uratiien Urinier.

Grup i. riicreler Grup 1. Hilcresel Uriinler
Synt Dt Buvime Fakigriers
Suni Organtar Epidermal Bivime Fakitrd
B-isiet Hicreleri {(Pankress) Sinfrsel Biylme Faktird
Hepatositier {Karaciger) Kan Fakidriers
Kemik it Monokional Antibadiier
Limfositier interferoniar
roteaziar { Urokinaz, vb.)
Asilar
Hormoniar
insan Bliviime Hormony
insiilin

Paratireid Hormonu

riicre teknclgjisindski modern anlemdeki gelismeler 30 vithik bir geomise sahiptir.
Cesitiy hucreler i uvgun Desi orlamiarinin hezirianmasiyis nlicrelerin ve hiicressi

Grdmerin dretimi mimkin oimusiur. Cizelge 2.1.d% hilcre kiitirieriyie Urstilen bu
Uriinier verilmistie,

Dofrudan doku ve de orgen clarak kullaniiecek hicrelerin {retimi kopusunds volun

caiwsmaiar yaprimakis olup, kiinik uyguismaiar icin blivik bir gelecsk vast atmekiedir.
Hiore kUithrieriyie Uretiten bivelejik Urinler arasinda, astier 4n sirayt aimaktadir.
AgtiEr ginge en genis ver: Keplaven veteriner amachi astiar olup. $8p 2318t Biring: sirads
gelmeklegir

rucre teknelgyisinge son 10 yii wwersings vapiien ¢elismalerda, Urslim kapesitesimin
endiistrivel bovutlara Cikariimass agir ik kazanmistie. Secilen hedef, hayvansai hilcreler
icin de mikrobival i*ucramdek.ns Denzer endisiriysi fermentasyon prosssierinin
glistiriimesidir. Ancek, her iki tr hiore icin de evn temel kavramiar gecerti oimasing
ragmen, argiarindaki orembi vapisal farkiihiklar, hevvensal hlicrs kiitlirlert cin daba
Ges}‘sak p*zms arin lamimisamesing wekh kiimistie, ik hilcre

farkhiikiar Cizeige 2.2, de Szstienmistir,

ril arasindaki
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Lizeige 2.2. Hayvansal ve Mikrobiyal Hilereierin Karsiastimimas.
Gzeliik Mikrobival Hiere Havvansai Hilcre

Ureme i ikilenme stirssi fxilenme sires!
0.2 - Zsaat iG -~ 72 seat
Metabolizma internai olarak diizenlenir internai ve eksternai

Yilkssk metaboiik aktivite {Hormongl) olarak dizenienir,.
disiik melaboiik aklivils

Yapi Sert hijors quvari Sadece kolay parsalanan
plazme membrani
Cavre spanse kijitlrds Bazi hiicreler bliviimek
tzmk biviime icin uygun yiizey gerekliric

Mikrobival hiforeler icin reme orlam: bilesimi esneklir ve toksik melabelit birikimi
icin inlerans meveutlur. Gvsa ki, haw? 521 nicreierin lremesi cavre kosullarindaki gok
der bir erebikie swmirh olup, by n {frredin pH, cizlinmis cksijen, vb.)

-

mikemmei kontrolunu gerekiirir. r%awaasa: hicrs kUitlr ortams, czmolik olarak
dengeienmis vitemin, mingral ve aming asilierin karisimindan oiusur. Son willards
serumsuz oriamda de celismalar vapiimasing radmen. genelitkie orlem havvansal serumia
desiekienir. Kimvessl olgrsk lamimianmis ortem. blvime fekifrieri, hormenisr,
proteinier ve metal tuzierindan clusur ve ¢Sk sayids hcrenin dremesind seglar [ 15-171.
Ceneilikie havvansal niicreier COx/hava {Grnegin, ® S5/% 95) atmosferinde frerler.

Sekii Z2.1.'¢e havvansal hicreier igin geneliestiriims hilcre maodeli gerdimekiedir.

pA

Hayvansal hilcreisrin kimvasal biissimi Clzeige 2.3, de veriimistir.

dicre kUNLr sistemieri, hlcre popliasvon yodumiufung ve niicrsnin Bir substrat

vigzeing wiunmast veva susSpanse Nalds ursmesing hagiz glarak ¢esitii all gruplars

gyrihiniar. Hicrs yoguniugunun distik oldugu (<104 hilcre/mi) durumdaki ireme "kional
ber)

iy
agar gibl verikali bir ortemde stispense clarsk Ureven hiicreierds de girilebilen bir
Ureme seliidin
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Clzelge 24, Ylizeye Bagimit ve Sispanse Hicrelerin Aventajian.

viizeve Bagimii Hicreler Suspanse Hicreier
Cesiti tiniert mevoutiur ¥iiksek kapasiteds Gratitirier
Primer hiicreier Jistemierin 1sistmeve slinmasi ve
Diploid hilereier kontroiu kelayair
Hat hilereler Strekt kiitlrlerds Uretiiebilirier
Yirds tirisrine duyarhdictar Tripsinizasvon gerektirmezier
Tumgrjenik dzeilik gistermezier  Monokional antibadi
Yapisal kararhihik gisteririer Limicblastoid interferon ve
Fibroblastik interferan 3ap virlstinin tcar! reliminde
Ureliminde kullamilirlar kulleniliriar

mentirierde Grerier. Gizelge 2.4'de bu iki tir hicrem
slarak inceienmistir.
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Asalida ek tabsks hicre kGNUrd dehe avmintily olmak zere, her ki kEUr sistemi
acikisnmistie,

Z2.5.1.1. Tek Tebsks Hicre KIlUdrd

Tek webaka hicre kiitirler. organ kisimiarinin enzimatik parcalanmasivia slde egilen
tek hicre siispansiveniarinden hezirlamiriar, Hicre preparsty, kiitdr ortemy iceren
Kiitlr kabing sstiamr ve kosullar: kontret edilen bir orlamde inkibe sdilersk Birineil
plicrs kKURGrG oluslurviur, Leboratuver cabismaierinds bu HWir kiltirier. birincti
kultirierden 1zole ediiersk, vava hazir huore susiars olarak ¢esithi organizasveniardan

{&rnefin American Type Cuiture Coliection ve instilute for Medicai Research gibi) temin
aditirier
Z.1.1.1.1. hlicre~-Subsirat cikiiesimi

.....

tabaka hiicre kifltirierinde temel basamak. hilcreierin kUHir kabimn vizevine
vapismesidir. Hicre veyilme ve Uremesi. ancak uygun viizeve vapisma gercekisstikisn
sonra besiar. Su nedenie en dnemii takide, hicre-substrat vizey sticiiesimidir. Hicreler
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aovden fmerl ve seffafl olmahdir. Tim dunlamin Slesinds, hilers vapismasing ve trame
sirasindaki hlicresel harekeliilife izin vermelidir. By fzeliikler dikkale alnarsk
sectimis cesilli substraliar meveul siup, buniar: dodal ve vapay subsirallar oiarsk 2
grupta toplamar mimkiindir.

Dofel substratlar: in vivo kosulierds Rcreierin vapistifn dider hiicre veve vapiler
“hiicre dist matriks” olarak adiandirilir. Szkenusu matriks, hiicre icin sadece bir destek
malerval cimakia keimayip, aynt zamanda, hilcre metaboiizmast ve farkis%asmmxm &
etkiler [26]. Hicre disi malriksin vepisinda bulunen bilesenierin nemiiieri aselids
kisacs dzetienmislir,

@ Keliojenier: Kollgjenier, eill sermail vepidaki proteinier oiup, yiksek glisin.
profin ve hidroksiprolin iceriging sahiplirier. Tekrarianan vapy Gly-X-Y sexlingedir.
Genelik acidan 3 farkhy tirde keilojen meveutiur. 1. Deri, kemik ve tendoniarda : 1i. Epitel
hiicrelerin membraminda: i1, Deri, plasenta ve kas® ; IY. Kan damariary ve i¢ ormniarn

perankimesindg bulunen V. Kartus. Bunfardan i, Y ve ¥ fibriilar vapidadir. 11, i ise
fibrtiiar oimavip hlicreier 10in wygun vuzey: sajiar.

»

© Proleogiikanier: Bu vepiiar, merkez! proteing vepismis ¢ok sevideki glikezaming-
glikeniardan olusur. Giikozaminogiikaniar 198 hekzeamin ve diger Dir seker malekiid
iceren ekrarianabiiic disakkarit birimierinden clusen uzun peifanvenik zingirierdir.
Snemii Wird meveullur. Hyaiuronik asit. koendrotin suifal, keratin suifat ve heparan
suylfal. Tim yaaz%ar son  gderece komplsksdic ve merkszi proleine  vapismis
glikezeminogiikan tUrdndn degisimivie, farkls vepideki hicreier icin Uvgun subsiratler

=

3

s Diger profewnier: Hicre d@ist malriksin yapisinds Bulunen diger protewmier,
fibronsitin, %am%nm, giastin, seniskiin, tondroneklin we ook seyadeki  isimsiz
giikeproteinierdir. Glikoproteinierin bilesimi ve miklariarindeki degisimisrie, farkls
hticre dist malriksier eide edilir ve bunier defisik Wr niicrsler icin hiicresst vepismavs
sagiaciar. Graegin fibrobiastiar ioin fibronektin. epitel hilcraler o lamsnin vapismade
gtkindir {27].

a
7
3
&
]
7
0
3
?9?

(rzetlemek gerekirse. hicre g Karmasik yapida ciug, hucre vagisma
ve {remesini desieikiemek amacsyfa by matriksin cesitli bilesenieri. vepay subsiratiarin

vizevinde kuliembr. Kolicjen kaph vilzevierin kullamimi casitli hicre hatler: icin

denenmistir [281. By dodel vapilerie gercekiestirilen calismalar, nicre iremesi ve
arkitiasmasinds matrikein rolindn anlasiimasint sagiamistic, ancak Licart bovatlardel

e



calismatar icin teminieri son derece zor ve pahah oldudundan. by tir uyguismaiarda dogal
substratiarin verini giscek vapsay substratiar gelisticiimistie,

- ¥apay Subsirallar: Bugrupdeki substratiar cam ve plastikier cim: r\&zare iki trdle.

» Cam: Cam viizeyler. sada cami (normal cam) ve alliminvum borosilikat cams olarak
2 grubs syribivler. Hicreler soda ceminda revebilic, fakal dzefiikie slerilizasven
siwasingaki yitksek swcekikiards, vapidaki sikatinin ortema mhnmasz hilere Uzerinde
1oksik elkive neden olur. Aikall oksil icer:iginn soda camindan 10 kat dahz dlsiik cimasi
ve yviiksek hidrolitik direnci nedenivie silminvum borosiiikat cami hiicreler igin deha
uygundur {29’. Ayrics, selofen, karbon veye kollojen keph cam viizeyier &
gelistiriimistis

o Plastik: Hicrsier, degislk kimvassl vapidaki piestik wilzeviers, frnegin.
peiistiren. polietilen, polikarbonat, potipropiien, pelivinilkicrdr, teflon, ssilifez ssslat.
seiofan ve diteriering vapisic ve brerler. Ancek, licars clarak meveut plastik vepiiarin
paztiars m&crs kiitird icin vvgun degiidir ve hicreler bu tiie viizeyiere vapismaziar.
Bakierivelojik pa% istiren pelri kepiars tu Wrdlr, Cssé‘t%é kimyzssel ve fizikssl teknikierie
gotistiren viizeyier hlicre kUitlrt icln uygun duruma getiriimis ve pivesaya sunuimustur

'3

Tdmar nlcreleri, érnegin Hela hicreier: ve himichiestoidier Uremeleri icin bir vizey
gerektirmeven sispanse nilereier olup, Dakierival fermenissyondsking  benzer
ekipmaniarda Urstilirler. Sispanss kiillirisrde hiicre lireme Kineligi karakleristik clup

-

miicre kUilgrinin endistrivel bovillerde gercskisstiriimesi amativie son yMas‘da

<
Ci)
8

lismaier veni hiicrs kiilr sistemigrimn gehistiriimes: vdntnde voguniuk

z

kazanmistir. Endlstrivel boyutdeki sistemierds karsiiesiian soruniar sunlardir:
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KOLON KARILERLER SISTEM
=100 Siv=307 S0 = 122{200
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JENSEN L0 TieliER GYROGEN

5/v=94

Sistemierin timinde aian/nacim orant diner sisell s*;s‘tem‘serdm dang yiksskiir, Ancak,
ook tabakah treticiler (101, spiral film (9], plastik torbaier {32 ve Ovrogen [35]
acim oraniary, pratik u\,zguiama:a, oin vine 8 velersiz kalmistir,
Cam ilrslerin kullamiidifi sistem {11], kirsiern hicrsieri deforme glmest negenivie

icimin divaliz Wp demetivie dolduruimasivia slusmustur. Hicreier rﬁ?s yww rerken,
kUit ortams da Xapiierierin ic xisminden akiilir, Besin maddeleri kapiisr duverindan
niicralers gifiize slur, oksijen ise, s*;%*;mim n kehuk taraiin yadan havayéa sadiamr
Jensen'in 1L 410 tibiler spiral filmi {37 gaz cecirgen fiimcen /am g Dir tlpcen
giusmusiur. Rilcraler, tipun iginds drerier, a' n s gaz gegirgen Tiim bevunes tipin

disindan beslenir. Son ki sistem e, 1iK anlat ‘éama; agire son derece ;:*aai'& r.En uvan
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Hayvansal hlicreler, kemspvrucu hiicre cepering sahip cimadikiary icin, slispense orlamdaki
kayma kuvveliering } k& ook duyerlidiriar. By nedenis. vizeye bedimii hilers retimi
amaciyia veni tekmikiern gelistirilmesinde ana hedef, alan/hatim oraninin arthiniimes:
iken, susgarse hlore kiRlrdndeki veni leknikierde bhedsf, kaymamin minimuma
indiriimesigir. Onsrilen vontemierden iiki, dedisik tir karmistmicr dizayming y8neiiklir
(.‘;‘«81. Diger vinlem ise, hlcre duvarina ok olarak vepey bir hiicre duverinm
gelistirtimesidir. "Mikrakepsiiilonmis sistemier” olarak adiandiriian by veni sistemds,
hicraler, sgaroz veya aifjinal’den hazirlanmis vekiastk SCO i boyutundeki kireler
icerisinde immobilize durumdadir. Yéntem 1k clarsk 1980'ds Lim ve Sun larafindsn
{331 pankreatik isiet iicreierin ;mmmiizasvcr aciyig kulianiiniisr. By sistemds,
mz‘km&acsuis kiillle lransiert dnemli bir sorundur ve normal sispanse kiitficle
karsiastimiidigings »Wﬁem ikilenme sliresinin daha uzun cidudu girlimisitr.

Z2.3.5. Mikrotasiyici-Oestekil Hiers KEREr Sistemiert

Yizeve pajimii hlcre kERlrier: mr mikrotavisicr sistemisrde viritiimesi fik i ik
ciarak van Wezei lergfindan ortava slilmis ve DEAE (distilaminostii)}-Sephedex A-50
{Pharmacia, Uppsaia, Smsccn) ticeri tyon-degistirici recins mikrolasiyics siarek

12 . Bu mikrotasiyics, vilk kapesitesi 3.5 mEg/g kury melervai oien,
tersiver amin grupiars {DEAE) iceren capraz baghs deksiran matriksien s}amasaur. Szl
edilen mikrotasiyict sistem kuilamilersk oirincil hiicrsisr ve insan dipicid nicre
serilerinden eide edilen Misrsler Uretiimis ve ooliomyeiitis virlsil hazrianmistic [ 121,
Ancek, mikrotssivicr konsantrasyenu | g DEAE-Sephadex A-S0/1itre kEitlr, degerini
astiginde hiicr eﬁef* Jzerinde foksik etki olustufu gizienmis ve hicrs verimi % 50
azeimistir [ 40]. Mikrotasnyscr konsantrasyonu 2 ¢/1itre degering astiginds ise. hicreler
tamamen Simistir.

Sonraki galismalar, itoksik stkinin ezal
vekiesim, mikrotesyiciia

Karooksimetilssititoz [43] ile kagimmss@:r.? kat oy e mikrotasnviciiar ticer siarsk
gebistiriiememistir, Daha sonreki celismelards mikrotesivics vik xaaasﬁes%m ), teard
rundekimin % 40'ne. vem 1.5 mEg/g kuru malerval, degerine Gusurdimesinin Gvgun

¥



ié

oidudu bulunmustur 144,451, Insan diplaid hliers serisinden eide edilen hileraler, veni
hezirianmis, dusik vik kapssilesine sahip DEAE-deksiran matrikslerde (5 g/iiire

mikrotesivion konsantrasvonu) Urstildiginde 4 x 10% nicresmi hilkcre konsantresyony -

degerine ulasiimishic. Yeni geilsmeler ve yizeve befim hilereierin endlistrivel Sicekde
Uretimine duyuian gersksinimin arlis, bu disik vike sehip DEAE-dekstran
mikrotesiviciierin ticari olarak Uretimine yoi egmistir,

=
«
p

Bu konuds yapiian calismalar, sdz konusu mikroteswiciiarin pekeok hiiers Wril iein
uygun oldugunu gistermistir [46]. Ancak, hiicre Uretimi ve Uriin eldesiyle figili ben
sorunlaria variigi, dinya dzerinde ¢ok savida ticari sirkel ve arastiricinin, degisik
fzeilikierds ve daha uvgun vepiiardd mikrotastyictierin geiistiriimesi konusuns
véneimeierina neten simustur {471

2.1.3.72. tlikrctasywyici-Oestekii KEr Sistemierinin Avantaiiar:
Y i

Mikrolasvicr-destekii kiitlr sistemieri, diger bl Sicekll vizeve badimb iicrs
kiitlr teknikierine gire asafida amkianan avanigiars sahiplirier

o Yikssk aian/hegim oraning uiasiir ve ayrice mikrotesvvicr kensantrasvonu
gefdistirilerek islenilen alan/hacim dederi sagianabilir. Bu durum, birim hecimde vilkssk

hiicre xonsanirasvonuna neden olur ve golgvisivia Grin verimini & \
perfiiz kifitirlert kullentlarak, 9 x 108 hilors/mi hilers verimiiligine ulesimisr [48].

o Hicre Urstimwin, bweok kicdk drelim dnitesi verine, {8k bir vitksek Uretis
kapasitesindeki reekiiirde gercekiestiriimesivie, kGitlr orlaminmin son derece ekonomik
bir bicimde kullamimss sadianmiz olur, 2 Hitralik mikretasiyicr hiicre kiitlirinds
ittre oriem kullamidi@ings, hiicrs ve virds verimiiliginin, 235 Hitre oriam kulianvian
250 adet diner siseve esit oldugu Bulunmustur (491, Avrica tek b reskifirdeki hilcre

L) : : :

dretimi, maniplissyen isiemierinin azeimesing, ®lavisivia malivel ve konteminasvon

=

¥

N

&.

degihims cevre kosullarinm (Srnegin, oH, pOz ve oriam bilesenierinin kensantrasvony)

irdn veriminge tekrarianaditie
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kantroiuny mimk{
sonuglar saglaniv.

%

o Diger eknikierin cofunds mimkin oimayen. mikroskobik inceleme veys kimvessi
testier igin Srngk alinmast mumkindir.



o Mikroteswiciiar, sUspansivon orlaminda koisyhikia cikiriiebilecekierindan.
hilerelerin orlamdan ayriimas son dersce koiaydir

& 300 ye‘z‘m rda. sistemin kullamimim ¢ok daha  keigviastiracsk veni hiicresst
manipiiiasyon vinlemier! gelistiriimistir. Ornegin, proteoiitik enzim kullanmeksizin
nbcre transiert , Koloniarda hiicre kiitir perflizvoniart {SO], binviik ficekii mitotik
hilere geri kazemimi [S1] ve dic boyutlu matriksde hiicre farkiilesma celismalar: {521,
Bunlar arasinga saviiabiiir.

¢ Bekieri ve siispanse hayven hiicre kiltirierinds kullaniian alisilageimis ekipmen
{ fermentbrier) kuliemiiarak. Gretim kepasitesi istenilen 'wfmmm ¢ikarsiabilic

Z.1.5.3. Mikrotasiyici-Destekli Kiithr Sistemiarinin Dezevaniajiars

-l

Mikrotestvict-gestekii kiitlr sistemierinde karsilasvian dezaveniajlar aseide

2 Mikrolaswvicr sispanse sistemieri de. dider hicre sispanss kiiltlrlerinds
kersilesilan  zevif  oksijen Urensfer  GzelliGini  gislterirler. (ksijen  transfer
kerakieristikigrinin glistirilmest ioin cesitll vénlemier dneriimesine ragmen,
maiiyetin arimes distindlricl cimakiadir.

@ Her Wir dDlcreain  mikrolasiyict  vizevinden eyriimast ey kelaviikia
Oroegin, 5 g partikii/it kiitie

-

G
miklarinda mikm“a’smcg e dagu nda sistemin malivet] S0 ABD Doiemi/1Vdir. Ancak
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gverak, zemania ortamin fakiﬂssmesme negen
sluriar. Ancak. BU sorun sismevan vmc‘ﬁ venl mikrotasivietianin gelistiriimesivie
Z.1.3.4. Optimum Mikerotzsiyim Gzeiiikleri

Hicre kiWdrleringe mikrolasvior olarak kullaniiacek malervallermn sahip Glmes
isteniien Gzeliikier 2setide swralenmistir.



e Mikrolasnas vilzey Szeliikieri, hiiore yapisma, veyilma ve iremesine izin verecek
sekiide cimahdr. Hicrelerin homgjen Ursmesi igin yilzey Szeiiikisrinin de homajen
glmasi gerskar.

e Mikrolasiyvie veduniugu, orlam yoduniuQundan dahe fazie cimalidir. Blyielikis,
mikrotastyiciiar balil keristirmayis kiitlr orleminds sispanse helde twtuiabilirler.
Standart kiiillr kosullarinda mikrctemyior yofuniugu 1.030-1.045 ¢/mi delerinds
simahdir,

o Mikrotasiyis oplik Gzeliikieri. mikroskep aitnds hiicre Szeliikierinin kolayhikis
incsisnebiimesine izin verecek sekiide oimahdir.

o Mikrotasiviciiar toksik . mulgjenik ve kersingjenik oimamali,  kelevikia

o Keristirma sirgsingg hiicre deformasyonung neden ciunmamesy igin mikro-
{astviciiar esnek yapida oimahidir,

2.1.5.%. fikrstasyies virierd

fere kiWGr sistemierinde kullamilan cesith ticari mikrotzmviciiar ve tceri
oimayanier esadida Tistelenmistin,

- Bu mikrelesiviciier S grupde topianabilivier:

iceren  mikroteswiciiar  (Biecarrier, Oviodex-1,
5 i hidrofitik matriksden slusuriar {deksiran
G tersiver aming gruplert Wm matriks icerisinds

aedrimis durumdedir,

u mikrolasivicilerin dis vilzeyi

3

Z} Yizeyi vikiG mikrotaswiciiar (Ovicdex-2).
Kualerner amin gruclarivig vikisnmistr.

3) veletin veve kollojen keph mikrotasiviciiar (Cytodex-3, veniragel. Geiibosds),

Mikrotesvictisrin @is viizeys cak ince gematlirs kaiigien veva capraz bagh jelabn tie
kaplenmistiv.



Cizelge 2.5, Ticari Mikrolasiyictiar.

Ticari Creltigi YUk Grup  Malriks Sexil Yoduniuk Perezile Seffaflik
Ads Boyut {g/mi}
Cyiodex i Pozitif DEAE Dekstran  Kiresel 1.03 + +

(Pharmacta)  gruplar 1312104

roatrikstedie
Cyiodex 2 Pozilif THAMP Dexsiran  Kiressi 1.04 ¥ +
(Pharmaciz  grupiar 114-156 &
viizeydesir
Cylodex 3 Koiiojen  Kolipjen Dekstran  Kiressi i.04 + +
{Pharmacie)  kephidir 133210 jk
Biocarrier Pozitif OMAP PAA Kiresel 1.04 o >
{Bic-Rad} grupiar i20-180
mairiksiedir
Ventragel Jeiatin jzlatin Jdejatin Kiresel - + +
i50-250 ¢
Biosiion PS Negalil P3 Kiiresel 1.08 - -
160-300 i
vhatman Poziiil BEAE Szililez  Silindirik - » +
grupler 40-50 ¢ cap
matrikstedir B0-400 § boy

4) Polistiren mikrclasiviciiar {Biosiion, Ovicspherss). Bu mikroteswviciiar.
hidroichik. gezeneksiz polistiren malriksden hazirianmistie ve yuzevinge Gusuk negalif
viike sahiptir.



Cizelge 2.5. Ticari Qimavan Mikrelasynciiar.
Mikrotaswic Referans
Protew kaph DEAE - Sephadex {53}
Jelatin mikroteswyics {54]
Polilisin, jelatin veys heparin {55]

kaph mikrotasiyicilar

Pozitif vikid (tersiver amin) PS [56]
ici bos cam kilreler {57}
Negatif vikii { siitfoianmis) {55]

pozilif viikii ( polietiteniming
koligjen, BOA, laminin veya
fibronekiin kephi PS-DYB
Pozitif viikiG { poiitisin, DEAE veave (5%}
gizminchekzan) veva iaiaﬁn
trevii agsr -poligidehit
Primer amin tirevii poliskrilamid {60}

Yukerida o8z8 edilen ticari mikroteswnciiarin ayrinli fzeilikieri Clzeige 25'd

ricari Oimaven Mikrotasiviciias: Ticari mikrotesiviciias, biveigiik  Grinierin
endistrivel  bovutiardeki retimi  ioin  gerekii  Ozeliikier! taswacsk  sskiide
tasarianmisiardir. Ancek, bazy arastiriciiar, by mikrclasivicilert kendi kditr
sistemiert win uvgun bulmamisiar ve gegisik dzeilikiere sehip, veni mikrotaswvactiarin
getistiriimesi dzerine calismisiardir. Bu mikrolasiviciier, Cizeige 2.6'ds variimistir.

-

2.1.3.6. Mikrolamyioi-Destekli KEGrierin Uygylemelar:

iiors Uretimi: Cizelge 2.7ds, degisik mikrolasiicilarin kullamidyp kiitir
sisismisrinde iretilen hllerelere frnekier veriimistir, Balik, Xus, omurgs ve memel
orijinii hicreier. transforme oimus ve normail niicreler. fibroblastik vevae epile
hiicreier ve son glarak da genetik olarak moditive edilmis hicreler, mikrotesnacilar
lizerinds Uratiimistir.



)

Cizeige 2.7. Mikrotasnnci-Destekii Kiiitirierde Jretiien Hicreier.

Hiicre TirE Referans
Primer veya sskondar hilersier [62-66]

o,

Si@ir BEbrek hilereleri

Sigir endotebum hiorelert

Képek bobrek hicrsler

Fare fibroblastiam

Domuz tireid hiicreier

Tavsan sndolet hiioreiert

insan hepatositiers, endotel hticreler

Himfositier ve amnictik hiicreler

Normal veva transforme hilcraier [67-71}

MDCK. iBR-52

BHK LIC-MKZ

CHO o
Namalva BSCi
Helz AEp-2

insen dipioid hiicre seriiers [43,63, 72. 73]

Wi-38, MRC-3, WR-90, HEL-299,75-4

Gelenekael iek labeka kiillrierinde hiore Urelimi ameowis kullamvien iRy
eriemiarimin mikrolasiysci-destekii kiitlr sistemieri ioin de uygun olduu saptanmistir.
Ayrica, serumsuz oriamda germs(est rilen mikrolesiyict kiitle calismaiart da vardw
IR

51

e

Virds i}reﬁmf: Mikr@‘ias viciiar dzerinde Uretilen hiicreisr virds Gretimi amacivie

verimiitigin vilksek olusu. bwfusz boyutde virds Grelimi icin avents] sajiamal
Poliemvehilis virust ve sap virusy, endistrivel bovulda ast dretimi ameciyia. DEAE-

dekstran mikrotasivics kidrlerinde Gretiimisierdir.
Yiral Qimayen Bivoieiik Urfinierin Urelimi Cizsige 2.9'ds sirslanan cesith

bhvoigiik Grlinier mikrotasiyis kiitlirierinde Gretiimislerdir. By drinier. enivi



(73]
{80]

Referans
{81}

Mikralaswyici-Destekil Kditiirlerde Gretiien Virlsier.
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is
2p virust (FMD wirlis)

ferpesvirds
Onkorna virisier
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inntoe olur. By sorum, harcenan Dest ortaminin verine lezesi konulerak. Kismen
oiztimisnebiiir.

Siirekil sistemier kiitlr calismalery fein daiba wygunduriar. Bu hicrsierin gereksimm
oian bilesenier. sistems slirekii siarak beslenir. bifvisiikie, sabit besin kensanirasysnu
saglanir. Cevresel paramelreier konlrol edilebiiecefi icin, hiicre Uremest ve Urdn
olusumu en fyi sekiids optimize adiiebiiir. Ancak by sistemierds de, alik Urln sorunu
wardic. ALk madds konssntrasyonunun mimnisndirtimasi  Desin maddest akisim
ayariayarak gercekisstinilir. Avrics, mikrotasivict sistemierds siirekif calismek, oriema
profesiitik enzim (Grnedin tripsin) ilaves vepiimsksizin hlcrsierin mikrolasiyics
viizevinden syrilmast ve ortama yeni ekienen  mikrelagiyiciiers yapismast mimkiin
oimavacalindan zordur. By kenuds erastirmalar devam simekiedir {901,

Perfizyon sistemierds. sislemin ssvreime hizm avarianarak besin maadesi ve atik riln
snsantrasvoniers kontrol edilsbilir. Seyreime Nizi arttiriarak, desin maddesi miklarms
ritirir ve 2tk §rin konsanirasyonyu azeltinir. Fakat, per fm«*@n sistemi @& perivedik
clarak venilenen kesikii sistemie avni gezevanta)iara sehiplir, Cmm, besin maddesinin
reekitrden disars atiimaesi, prosesi ekenemik yinde .basas*mzh@a ugratmaitadir.

C!) ‘5&“‘

Hicre kilittriert geneliikie karwsbirmall reekifrierde virillimesing radmen. B¢
sistemier cesilil deraveniajiara sehiplirier. Sispanse hﬁcre kiiitlirierings. crim
veniiendiGinde, hicreierin s reakUrds aivkonmast 2ortur. Bunun SOnuCy olarek 6a slispanse
kiitirde ulesiiabitecek maksimum hicre kensentrasyonu, dokuda eide edilen deferden 2

kal deha giisiktir. Bu durumun Srlenmest icin "spinning fiitre” galistirtimistir {911
Fakat by defa da fiitrenin zamanie Ukanmas: serunu ortavs Cikmakiadie, Mikrotasnic
kilirierde. mikrotasnner kensantrasvonunun artlirsimasivia, hilere konssntrasvonu
ge artlariimis clur. Fakal orlamdek! kargesedsn doieyi  hiicreier keolaviikiz mikro-
tesivics vizeyindsa avriliviar, By soruniarin vemisire Kevma kuvvellerine karss

duvar itk g8 Snemii bir sorun clam
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L r SUSPANSE LR MIRCHAPSULLENME
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GiRist . oulss CIAIS cirist

(D)
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Sepil 2.7, Hicre Kilirierinds Kullamian Bivorsakidrier,
A} Kamstirmal Kzp: 8) Mikrokepsiiasyon Tanky:

£} Seramik Malriks: D) Hellow-riber

roliow-fiber reekifrierin  hicre «iltirinde wullaum:, 19707erin  basinds
gercekiesmistir [92]. Besin maddelert ve atikiar, kapiier frgliden ¢

hlicre kavdi olmsksizin vilksek biicre konsanirasyonigring ulasiiin. Holiow - fiber
sistemmisr, hem silepanss, hem 8 vilzeye befimis hlicreler icin kulianilir. Sistemin son

.

wwgulemast monckional entibedi dretimidir,

Son villends, viizeve badimis hiorsierin Gretimi icin. "KC Bisiogical ve Corning” [93]

arestirmaniiary farahindan {ammizngn "seramik melriks” sistem, veni Dir monchitik
desisk inermekiedir. Sy destek materyal, seramik oiup, kKare kesitii kenaliar icermekie,
toiavisvia vidksek aian/hacim dederini seflamakiadir. a"nkrc*{asmoz sistemierie uiastian

iimesi igin seramik mairiksierde reakirin ook fazia byt~
mesinin carskmesi dnemii Dir dezavantgjdir.

b

kapasiisiers uiasiiabi

?*

.

Mikrokapsiiienmis sistemier 36ldm 2.1.2'de acikianmistir.

A
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narcanan substrat ki kalegoriye gymibir, 11K Kiswm hilers Uremesi ioin kuliamibirken,
fkincisi hilergierin vasamiarin sirdirmeleri amactvia harcanir. Basks bir ifsdevie, my
terwme, harcenan subsiratin dogrudan hicre udremssinds kuillamiimayen Kismini iade
atmek amacivia denkiige ilave ediimistir.

Mikrobiyel Hicrs Greme Kinetigi

Mikrobival hiiore kiditlrd stz konusu olduunda hilers Uiremesi, Uremenin ortamdaki tek
bir substrat konsantrasyonuyia simrh olduGunu varsayan Monod modeiiyie ifade edilir
{95]. Bu moasida 21 Ureme hizi aseidaki esitiikia verilir.

B hma S/ {(Ke+S) (2.4)

Bu e3itiikie: fmey @ Makeimum Gzglil Ureme Mz ; Kg : Michssiis-Menien sebith &
S*smﬂayec: supsirat konsanlrasvonudur,

(1/@) va kerm (1/8) grafiginde, efim Ko/Peax. ¥ SkS80INI kesim nokizm ise
Ng,amx‘mn Bu modei. Uremeyl simiriavan substratin DIIRGIGH durumiards. kesikii ve

Py

se

siirekii kiitlrierds hilore dremesind son derecs ivi bir sekiids ifade ader. .
Beiley v 0ilis [96] terafindan acikiants gibi, kesikli kiiitiirds nlicre ireme miz1, hicre
komsantresvanundeki ertisin veinizes hicre kemsentrasvonunun  fonksivenu oidudu

¥araayimivia, en Dasil olarak aseGideki bagintivia veritir,

gt = 1 (2.5}
£3itiik (2.3.)'de verilan gengl forme 2it en besit model Maithus kanuny olarak bitinic ve
asafideki sekiide ifade edltiic

f{x) =X {28}

ve _an

Bu yakiasim. Uremede dusiisiin Dasiady gerileme bblgesing icermez. 1844'de Yerihurst
ve Pegrl, 1920'de Reed, freme igin inhibisvon fakifrintt de lceren bir leori
srermislerdin. By durumde kesikii fermentdrdeki hiicre kensanirasyonunun degisimi
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HKid = kR(1-BX)
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sskiings ifade ediimistir.

[g)

sitlik {2.7.), Waiss. Ollis ve Kiimek tarafindsn {97, 98]

iR = @i}g{ [ (X meax)j (2.@}

Gzgit dreme WiZi; B(ma, Basiangic k@sui‘famda ylasiiacek maksimum hilere kensant~
rasymmar.

2.7 numaraly esitiik. substretin Uremede neden oldudu inhibisvon giziniline shinarak
mediflys  sdiimistie. Mikrobivel nlorsierin kesikil Uremesi siresinds, hilcre

>

KCRSantrasyony arierken, substratl konsanirasyenu ve substral inhibisvony azaiwr
Baviece. hilcre Ureme Mz, Esititk 2.8'deki x deferinden "m” mertebesi k@f@r ariar. By
Gurum gizinting shindifinda ioj istik denkiitk asedidaki sekilde vaziiebilir,
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/dt threvi, denevsel verilerden faydsionarsk nlimerik clarek oizimisnir. Fsitik
2006k In [/ {0~ X e dt ] . In X'e kers grafife geoirildiginde side egilen
dogrunun ordinati kesim noktasi | Ing's verw, egimden de m buiunur.

"N

.

Medifive egtimis ig)istik cenkliik, hucre konsantrasvenunun Yeinizca zemamn fonksivenu
cidulury ifede cder. Difer Bir zamens beli s:le@wz(sn 8rnefin, substral xonsami-
resyonung bedimis cegilgir. Xemax . m ve @ bilindiginde herhangibir  zament ioin niicre

konsanirasyony bulunabiiir,



2.2. 3AP HASTALIBI YE ASISI

Sap hestahi, cift Lirnekis aveil ve vabeni heyvaniards saiginiar sekiinds giriien. atesii,
akut ve ook buiasict bir hastaiik olarek vzun yillardie biiinmekiedir. Avrups'ds 1514
yilinde girlildugh keydediimis, hastelik hakkinds 1k bilgi 1546 vilinda verilmistir.
Hestahifwm vavgin olarek gBrlildigh Ulkelerden b clan Tlrkiye'de de 3-5 willik
aralikisria tekrarionen saiginier ekonomik atvdan bivik zerariers neden oimekiadie
{991

Z.2.1.

Sep ¥irdsd ve Gzaiiikie

>

iastalik slkeni, Liffier ve Frosch larehndan. Greme kabiifvel! olan, 20f  besi
rlemisrmds Gremevan ve flilreierdsn gecsbiien Dir
tken clarak Bilinen en kiik virtsierden oiup (7- i3, Picarne virds grubuna dehil
fimistir. Elekironmikroskopta kok benzeri. ovalimsi sekilierde ve toplu heilde zincir,
halka sekiinde veva kiimelenmis olarsk goriiitr [101]

Ribonikisik Asit {ANA) ve cevresindeki prolein vepisinds kepsid'den slusmakiedir.
Siiindirik vapidaki kepsidinde 42 kapsomeri bulunup. cavre membran: vekiur, Yirds bir
niiklecprotein olup, gilisit ve 1ipid icermez Bu nedenie Kiorofarm, eter, aselon ve sikeoie
karst devavikindic, YirGs 8 31 RNA, B 69 proiein icerifine sahiptic. RNA, sadece
enfekliftir. protein ise antijenik ve immungjeniklir, RNA, B 24 Guanin. 8 26 Adenin, &
728 Sitesinve R 22 Urasii cimak Uzere 4 cesil bazdan clusmusiur.

-

¢irils olarsk sa«;ﬁmmzst;r {100}

rn €3
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Yirdsiin canli orgenizma disindg uzun Zaman vasavabiimesi icin Bir hicre vevs doky
icerisinge oimasi gerekir. Hlicre disinds kise slirede Silr. Glnes siniaring ve isiva
devamkszdir. Sep virusy, pHI7.0-7.7de kererhdin, Yirls ineklivesyony pHAS.8'de
besiar ve pH:8.0°da tem clarak inskiive siur. Bazik orlemisrds ph:10-172'de enfeklil
dzeliidini kavbeder. Yirds. formoi. aselil elilenimin, beta propioiaxion, giiseraidenit gibt
kimvasal maddeieris ve ullravivaie il inakliive ediiebilir. Sap virlsinin karakieristik
fiziksel dzeiiikierinden biri de uilrayiyeie isinier: absorplamasidir.

- L [ORTITEY e - o v X podmy o . 3 Alann

Seg virusunin moiekil agirhig 4.6 x i0° daa*m, voguniuQu 1se 1.43 g/ome oiarak
o “y Y

septenmishir. Proteinin molekdl afirhig. 6 x 105 deiton, RNAmin 2.6 % 109 daitendur.
W

¥irls proteini 4 cesit 2t protein yapising sahipdir. Bunier. molekill apriiiaring ghre
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Sap Virds Tiplert.

Yirtisin Tipt i imistdildigiver  izdieEden AL TipSans
g 1922  frensa. L'0ise f. Yaile ve Care ii
A 1922  Franss,Ardennes  H. ValieveCare 3G
¢ i92¢  Aimanya Waildmaen ve Trautwein b
SAT. i95¢  Gliney Alrika Brooksiy ve Galloway 7
SAT.2 1981  Giney Afrike Birocksby ve Gailowey 3
REYIKS 1951 Rogezve Brooksby ve Galloway 4
ASIA 1 1954  Pakisten Brocksby ve Gatioway 3

¥P4: 34.000 Daiton
¥Pa: 30,600 Dailon
¥P3: 26.000 Dailon
¥P 4 13.000 Daiton

»

Buniardan YP4 en icle BNAve vapisik coiarak bBuiunur YPI en dids viridsh
cevrelemekiedicr, Bu drl proleindsn sedece VP11 imminojenik kerskiere sshiplir,
enzimisre duvarh clup imminile icin gerekiigir. Sep virisi enfekls organizmads cesitli

“sm

antikorter clusiurur, buniarden en Boemiiieri, nélrsiizan, kompiement twilan ve

0

Fransa'ds 1920 wilinds ckan 8p Riginiaminds kulisniian e serumizrmin ben
bigelerde elikisiz xaidhi§ girdierek, cesitii sep virlsl Upierinin varldy iler

sirdimstie. Buiunan virusierin Uipieri. vili. izole dildigi ver, kimin leraiindan imle
odiigigi ve ait tipierinin sensi Cizeige 2. 10'da veriimistir.

Asisi

f‘b Lo Ted -~~~
Lulinod B

k3

"

Degisik tip ve all tipleri Bbuiunan s8p hestahifivia miicadeie emecivia lkeler ekonomik
durymiaring gire kesim, asilama ve kesim, astiame ve keranting gibi cesith vintemier
uyguiemak tsdiriar. Buniar arasinds hayvaniards akUT Dedisikik mekanizmast olusturan
281iama vonlemt on vavgin olarek kuliswisndir. S4zkonusy vintem S25 VIrusUnun

-

[
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antijenik oigugu ve aa@%s%khk verdiginin saplanmas {ie aklif bafisikiak vintemi elarak
wyguianmaya basianmistir. 11Kk etkili inaklif a: Sehmidt, Wamann vg Kogbe igraiindan
geiisticiimis ve asiya x.daacimam-&hmmﬁ”as v ad veriimistic [ 102].

=y

3ap asisi hazirlanmesinda en Gnemii nokta. immingjenik, sercisiik ve Bivoiojik olarak
851 Uretiming siverisii virds susunun segimidir. Sonraki asamads iss secilen by sus
wygun virds Gretim vintemine adaple egitir. Virlis Irstimi amaciyia kullamian ok sayide
vinlem meveut olup, si@ir diii epilel] ya da diger athvis Frenkel véntemi . birinchl
pdbrek hilere kTitlrd vintemi, BHK tek tabaka ve BHK slispanse hlicrs kiiitlr vintemiers.
buniar arasinda en yavgin clarak kulianilanlardic [ 103].

“Baty Hemster Kidnzy* (BHK) hiore kiitr véntemi, virls rstiminde kulianiisn en
vens ve gelismis vintemdir. Burads, birwneil dlicre kmii}riem ve Frenkel kiitirlerings
karsilasiien gliclik ve sinwriamaler orleden kaldimiimis ve dretim stendariiestinii-
mistir,

BHK hiicre susy 1962 vilinds Mﬁc"hma vg Sloker terafinden 1 ginilk vavru hamster
bibrek ki t‘ rinden :zoie ediimis ve BHK-27 serisi olarak tammi
hiicrelerin dirbiring paraiel slarak Grevebiien fibroblest benzert g@mmmde tek tabska
killirilerde ortgiama ikilenme sirelerinin 12 saal ve kervoliplerinin & S5, Zn=44

‘

o~

oidufu Dildiriimistic [10S1. Senraki willarda vepiian calismaler sonucunds bu
hiicreierin sop virlsline d%f;"w v oldukiar bilgiriimis [108] ve virlls fretiminde
kulizniimaya basianmisiardir,

- .0

Hicreye virls sdeplesyony son derecs kolaydir. Yirls skimt vepiien kiltirierds hilcrsier
enfekle oiup dkdiddkierinde virls topiani, bu zemends virls en viiksek enfekliviiays ve
. .

Kiresei pelimerik pertikiiier, endistrivel uyguiamalerds gidersk artan bir dneme
sahiptir. 5-200 i bovutundeki polimerik mikropartikliilerin en vaygin kullamm-
Tarwwian Birt, stk ve de yilksek molerll edirhikis cizlnmis maddeierin kromalografik

{107]. Stzkonusy parukidiierin diger uvgulemeier: arasings,
xoloniards doige meddesi oierak kullamim, bivomiinendisiik aleninds protein ve Vpig
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sdsorpstvonu, enzim immobiiizasyonu, farmakoigjide fiec sahmi ve zon oiarek da

»

rezksivoniards kalaiizie oiarek kullamimiar sayniabilir [ 108-110 ]

5-500 § doyul erahifingeki polimerik mikropartikiiiier, geneilikie, “slispansiven
peiimerizasyonu” prosesiyle, deha kilclik boyuldekiler ise "smiiisiyon polimerizasyony”
iie hanwianirlar. {ki vonlem mekanizma olarak birbirinden tamamen farkhdiv.

Slispansivon polimerizesven fiket 11K olarek 1910 vilinda orlaya aliltmis olup, Ueari
Gloskds hezirianan i1k polimer, pcﬁwmimmasmaﬁmf. Glindmiizde proses, akriilk ve
metakrilik asitier, stiren ve kopslimeni, vinil asetal, vinil kicrle, viniidikiortr, tetra-
fiorostilen, Kiorolriforsetiten ve dahs mrmk doymamis monomerin polimerizasyonunds

Sispansiven potimerizesvony, incl veva tane polimerizasyeny clarak da Bilinir. Prosesds,
monomer uvgun Dir g2giima ortaminds, ki ou gensliikie sugur, suspansiyen haline
getirilir. Besiatics, sude defiimis heids buiunen monomer demiecikianimin icindg
cEzinmistir. Ortam strekil kermistinviarak, monomer sUs answ nunun  devambing
safiamir. Dagilma ortamindz oiiziinen stispansivon stebilizirieri ve emiiisifiye ediclierie

suspansivonun karariihi@s destekienir. Sisteme uyguianan wilma programs iie monomer
demiacikiarin k{iresel poiimer tanscikieri hatine mmsm 5i sefiemir. By prosesde sislem
perametreisrinin ayarianmasivia, S p'den 10 mm've keder istenilen beyde polimer

.

tengcikierin eidesi milmkin cimakladir.

Sispansivon  poilmerizasyony ashinda, uvgun Dir orlem  ioinds virltllien wign
pelimerizasvonudur, Her monsmer damiecifi velerll Desielics igerir ve isililines
gigerierinden Dagimsiz olarak polimeriesir. Resksiven zi, vigin poiimerizasvondan dahs

vifksektir. Sonisnms ve zincir tfansferi aves oldufundan. deba Bilvik moiekid
3@@ ikiering uiasihir, igin prossse gire bu prosesin en Snemil avantejy, dislk ortam

polimerizasvonung nore dezavants;iars ise, stirekii raristirma gereklirmes: ve stizme.
YiKama, kuruima gibl fabrikasyeny deha karmasik ve pahab: hale geliren verdimes
islemier icermesidir, Avrics, Uriin vizevine adsorbe olan stabilizirier ve difer katks

maddeisri Grlintn Kirienmesing neden simakiadir.
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Sispenziven prosesierinin, emiisiven prosesiering gire Snemii avanizjiarindan biri, bu
vintemds Urin tanscik i}cwn:zn 00K cézha Koiay @mﬂmbﬂmeﬂ ve isteniien bovy ve boy
gephm arahiginde Uriin eide edilebilmesidir. Ayrics, katk: maddsierinin neden oldugu
kirienme, emiiisiven peiimerizasyonuns giire daha azdir ve Uriin bagdii olarak daha ucuz ve
basit avirma ve sefiastirma iziemisrinden sonra pivasavs sunuiabiimekiadir.

Sispansivon polimerizesyonunds olusan par‘{ikmierm Gzeliikieri i parameireve
baghdir; kamistirma Szeliikiert ve slispansivenun aravizey gerilimi. Sispansiyen
prosesinds birlesme ve yigiimavt Onlemek igin velerli kamistirma hiz ve dilzent
ssglanmaiidir. Karwstirma Tz ve dizent syat zamanda partikii bov ve bay dagitiming da
pelirier. Ayrica, Wi karistirma iie iyl sicekbik konlroiu vapiiabilic ve biviecs Uringn
wmoiekill aduhidh de dehe ivi gyarianabiiir. Slspansivon poiimerizasvonunda avarisnmes
gerekii diger Dir parametre de monomer/su cramidir. Criam viskezilesinin artmesns,
gelayveiyle sicekik kontralinln zor iesmasin Sniemek amectyia monemer/sy orani §/4-
171 eresings cimahidie. Resksivon iieriedikee. organik faz viskezilesinin defismesine
b2gis ciarak araviizev gerilimi defisir ve by durum partikiil boy ve boy daliiiming Snemii

Blinlmizde, sispansivon peiimerizesyonu konusundeki cehismaler, dar boy &efibm
sralifing sehip partikiiierin elde ediimesi dzerinde vogunissmistir. Partikill bovuny
stkiieyen paramelrsierden bezilart {(Grnegin. reskir geomelrisi, karistimics
kerstirma izy, sispansiven stebiiizirierinin vepisi ve konsantrasvony, su ve organik
fazlarin tafpi miklariar) kontrol edilebiiic cimesing karsihk, diterier {érnegin.
monomer ve su fazisrinin yofuniukiari, viskeziteleri) kontrol edilemezier. By nedenis,
dar SOy defiiwm araliginde partikli eidest, slspensivon poiimerizesvon reskidri
asarimInin son derece milkemmel cimesin gerektirir.

Pote
gi.
’§,

Pead

Z.3.2. Kidrofiiik Yionomerierin Sispansiven Pelimerizasyony

Hidrofobix moncmerier il sispansiyon poilmerizesyonuy ook i aniesiimis ve
> ragmen, hidrofilik monemerier foin avm durum geserli defdiidir.
By durumun hasﬁm nedeni. hidrofiiik menomerierin sy ortaminda sispensivon halin
geuriimesingeki zorluklardir. Cengilikle, Du Wr monomerier win rganik suspansiyon
ortemy kullamibie, Fakel Du kez de, eide edilen drindeki sefmzhitlerin fazlalip,
istenmeven Bir Gurum clarak ortave Cikmakiadir. Ozeliikie bivolip Wvguiamaiar ve ivon-

gefistiriciier icin viksek saflikiz polimerik mikropartikiiiier istenmekisgir.
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Sen yilisrda, Musiier, Horsk ve Peppas ferafinden U¢ yeni polimerizesyon teknig
gelistirtimis olup, 2-hidroksietiimetakrilat (HEMA) monomerinin poiimerizesyonunda
kullantimistar [ 111-113].

2.3.3. PHEDIA ve Slspansiyen Polimerizasyony

PHEMA, 2-hidroksietiimetakrilat (HEMA) monomerinin, u wvgun basiaticvier {azobisizobis-
izobitironitril, amonyvum  persuifst, redoks ciftieri, 0. gibi) kullaniiarak
polimeriestiriimesi e eide ediimekiedir. Yapisindski hidroksil gruby nedenivie, hidrofilik
Bir potimer oian PHEMA, vign . slispansiyen ve emiilsivon polimerizasyen prosesiert iie
Gretilebiimakiedir.

PHEMA §ik defa 1936 viiinda Dupond arastirmaciiart tarefindan Cretiimistic, Ancsk HEMA

monomert yelert kadar satisstiriiamadigy oin sonuc Urdn capraz bagit, termaosst yapida

olusmustur. Bivolgjik amcu PHEMA, 1960'h willards Lim ve Wichterie {erafindan

sentezienmistic [ 14} ve | @fgmmas vumusek konlgkl fens yapamﬁ;a Dahs sonrakd
/5105 .

ik uyguizmaiar: fle

tigili drnekier hizia arlarek, Quﬂ imdzdek! bovuliara uissmislis, Cagraz &m 'HEﬁA

sahiplir. By mikrop
(EGDMA veve TEGDMA) ‘msiimer%zmyen/mpr“- pejlenme  reeksiveny  sonusy
haz;ﬂam*f:iaﬁ;r. Reaksiven. Sekil 2.9'da gostertimistin, Kopoiimerizasvon reaksivonunds,

pendan melairil gruplaryia tinger polimer z*;m*&r‘ser’; s%’usa ekiave bu gruplar diger droven

¢

FE

{canin} zincérier g elkileserek, viiksek derscede dalianmis, cepraz bagly polimer zinciriert

bir zemana keder, hadrorilik HEMA monemering czswzas duruma getirebiiecek

Y

uvgun Bir gjamin bulunamayist neden yie capraz badi PHEMA mikropertikiiiierin deetimi

Y Y8t b
olerek MglOH), cdzsitisi ve aiksi karsimiary (dodekancl ve sikichekzansi) kullaniimis ve
i wul aranginda pertikilisr eide ediimistie
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2.4.2. Plezma Polimerizasyonunun Mekanizmas

Urganik ve ¢rganometalik oiissikierm plazma palimerizasyon mekanizmasi - ook
karmasikiir ve "serbest redikal mekanizmast” sekiinde viirlr. Bir organik molekiiden
serbest radikalin olusum basamadl henllz tam oiarek soikianamamistie. fierd siirdien
Fgrise gire, siekiriksel vk boselimi somucunde, serbest elekironler olusturuian
eigklriksei alandan snerjt kazanwiar we ndlral gez  moiekiilerivie c¢arpiserak
enerjilerini kaybederier. Enerjinin molekiiilers transferi, serbest ragikaller, alomiar
ve fyonlam iceren vent olusumiars gitirlr. Serbest radiksl olusumuny tekiben
petimerizasyan, radyasyon pelimerizasyonung benzer sekiids gercekissir. Ancak, plazma
poiimerizasycny buber fazdaki monomerie, radvasysn p@i:merizasyanu %se kondenss
fazdeki reakshyoniz ligilendiginden, iki polimerizesyonu dojrudan kersvisstirmak
mimkin degiidir. ki polimerizasyon aresndaki en Baemii fark. polimerizesvonun
Dasiama Wizt ve prosesin doz Rizidie. Plammadeki serbest redikal kensantrasyvony,
radyasyen  polimerizasvonuns  gore ook ylkeekUin.  Westweod,  plazma
-poiimerizasvonundeki doz Mizinin, radyasyondan 100 ket daha fazla siduguny gistermistir
i

o A= e t e . P
1171 Sonuc slarek, pi ¢

iszma poiimerizasyonu, o0k yiksek doz hiznds gergekissen
radyasvon polimerizasyeny olarak disinGicbiiir.

3

€

«

Piazma polimerizesyonunds cok vilkssk & Mo nedentvie, serbest radikailerin
konsantresyonu arter ve Du sertest redikalierin birlesmest, vant "sonlanme” Dasamag: en

tnemii Dasamak, resklif cift befiara keliimanin geroekiestigi "lreme” basamefidir.
Serbest radiksilerin birlesmesiyie olusan sligomerierin sirskii olarsk baslangic

Dasamedini lekreriamaierivie vilksek moiekdl alirhikii vegilar elde edilir.

o Plazme-uvariimis polimerizasvon
P

¢ Plezma-iel polimsrizasvonu

Molekiiier trdeki polimerizasvon plazme-uyariimis, atemik proses sekiinde gercekiesen
ise plazme-hai pelimerizasyonu olarak adlandiriiir, iki polimerizesyon arasindski en
dnemli fark. piezme-nal polimerizasyonunde. polimer yepising girmeyen gaz-faz
urunierin olusmasidir. Bu durum. piazma-hal poiimerizasvenu olusurken, plazma
fazindeki Dilesenierin defisimine neden siur. Senuc olarak, gz-piazma drinleri, sisten

icin fnemil bir f2kitr olarak balirir.
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Polimar, yukarida tamimianan basamakiarn ekrarianmastyia ciusur. Plazma-uyariimia
pritmerizesyon 158, Zingir Urams mekanizmas olarak esegidaki sekiids iads wdilir,

M7 My” ———> My~ Mg

Piazma-uvaritiiis polimerizesyon, polimerissen vap Uzerinden viridigh icin gao-Taz
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. DENEYSEL CALISMA
Arastirma kapsaminda yapiien denevsel cabismaiar: asedide verilen &rl ang grup allinds
incelemek mimkiindlr.

Mikrotastyioilarin Haowrlanmas
o Mikrstasiyici Fizikok imyasai Ozeilikiertnin Tavint
¢ Hicre KGitér Calismaiars
© Sap ¥irish Uretimi

&

.1. MIKROTASITICILARIN HAZIRLANMASH

. PHEMA Mikrstaswyisiiar

i

rapiian celismada PHEMA mikrolasivicilar.2-hudroksietiimetakriiat {HEMA) monomerinin,
etilenglikcidimetakriiat (EGDMA) monomeri il capraz bedianms / K \cmhmemmun

resksiyenu sonucu Razrianmisdi. B4ilm 2.3.3ds aveminlih olarsk atikianan resksivon,

sspansivan orleminds viriididiglinden, bir sispansiven sc?imerézasva prosesidir. Bu

&

s

calismada Midrefibik monpomerierin sispansivon po imemzasy@m eI Peppas iaraiinden
geiistiriien teknik taralimizdan medifive edilerek kullemimistir. Polimerizasven sistemi ve
kentrol glemaniam Sekit 3.1°de sematik olarsk gosﬁer:imestzr. Potimerizasvon reakitri,
300 mi hacminds, pvrex camdan imal sdiimis. Uo dovuniu, laboratuver lipi bir bRiondur.
Keristirma islemi, reakior tabamindan 1.5 om vikssklige verlestiriien Dicak bipi karistirics

tesiven  bir mekanik keristirir {Heidoiph, SC111. Bati Almanve) iie sefiznmistic,
Kermistirics, rezkificn ortadaki bovun kismindean sokuimus ve DU Kisimds swdrmazhiGin
selienabiimesi icin cive {Te doiduruimus cam bir hazne kullantimistir, Raaktéjrdek% dider ki

riswmlar cam rodgjierie kepalilarek sizdirmaziik Qa'; LS. isitma, sebit sicekhik
anvesuvla (Mive, Termemix, Tirkive) vapimistir. Bur"yo sk civaly kontakt
termometrs ve rileden olusen bir sistem g kantrel ediimistir.



o
<

RE

ki MMA

Yep

|

KOMTAKT
AZ

o

i 174} 3 ./
0o u Ny
T b~ & g
<0 i

w2 G

SYON
REAKTORU

MONCGMER
PCLIMERIZA

emel mongmer HEM/
von Dasiat

el
]

resrisrunges | sas

11

#
¥

2sinds kuligniis

, Fabimers
)

me oriamis

e

r'.
1

.
i

%
3
=

.

e
polimerizasy:

¢

wswviciiarin has
jitere

3

rimistie.

-
]

k

1

st

Monomer daditme

Seki -

roskie

devir /dekika (rpm) mizde ke

AIBN, BDH,. ir
B0H {ingilters) firmssindan al

%

[
fe;

Kuilaavian Kimyasatiar

PHEMA m

{



43

)

Cizelge 3.1, Pelimerizesyenda Kuilaniian Monomerier,

Monomer Kimyasal Yapi

HEMA (Hidroksietiimetakriiath Ly =
v

MMA {Metilmstakrilal) Oy = %‘ - CHz

EGDMA (Etilenglikeidimetakriiat) CH2 =C-CO0CHoCH OC =0
CH*,:=£-CH3
CHz LH3
RIBN { Azobisizobutirenttrii) CH3 - {’i‘ -N=N- ;C - CH3
i

CHs CHz
i i
DMAEMA (Dimetiiaminestiimetakriial) CHy = C - COOCH;CHg N
i

CHz

e Uygun miklarda AIBN. HEMA monemeri icerisinds cizliiglikien sonre. capraz bagiavic
EGDMA {lave editerek haziriangn karmisim reskifrs bosaitibir.

e Keristirma Wiz {slenilen w;,sr@ getiriiir. Calismede 150-600 rom arab@ings ¢
degisi nizds calisiimistin,

2 Poiimerizesvon siiresince uvgun isitme grsgrams uvgulenie. By amacia, ik o sest
700 da sonrak Bir saatte ise 90%C'aa calisiimistic

3

2 Reeksiven slresi sonunds pelimerizasyon orlami karistirigrak sofuluiur
2 Ortama 3 371K HOT gizaitisi figve edlierek kaian Mglin cizinmesi saglanir.

o

e Poiémerizawm sonucy olusan partixiier ilitrasvonia ortamdan avmilir. sirssivia
 YiKkengikian sonra | glin slireyie ota sicakivlinda ve daha sonra 46°Cda

- ’r ™

ve 150 mm Hg besinchi vekum desikatérinds {Nve. EY 018, Tirkive) o gin sirevie



NHo = CHa - CHa - NHp ETILENDIAMIN  (EDA)
CHp =CH-CHo - NHo ALILAMIN {ALAM?
(CH3CHalz N TRIETILAMIN  (TEA)

Sekit 3. 2. PS5 Partikilierin Yizey Medifikesycnunds Kuiiamian HMonomerier.

N

Poiimerizasyon azot atmosferinge gsrwkifrtwﬂm* ve karistirma hizinin yamairs, basislion
konsanirasyony, smxhk ve dedisik sisme fzellikisrine sghip PHEMA gamk Hllerin 2l
ediimest win ¢apraz Daglavici, EGDMA, miklar da gegistiriimistiv, Partikilierin vizey ve
vilin vapiier:, peiimerizesyon Karisming defisik oranlerds fiave edilen MMA ve DMAEMA
monomerierivie dizenisnerek, hiicrs kiiitlr cahsmaiar icin uygun duruma gatiriimistir.

&

2.1.2. Poiistiren Mikrolagtyiosiar

o~

capinds, kiiresel ve B Z2-divinilpenzen {D“;Ei} iie capraz ba«jiaﬁ ni% i;' 20ROl p Bisﬁmds
SX2" ticari adwvia pivaseda meveutlur. ;
Szeltikiarinin mogitikasvonunds Piskin as‘&msiam tarafindan Snarilen veni Bir wme f
uvguianmistic { 115]. Yontemin ayrintiiar: 256102 acikianmistin,
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g

PS partikulisrin vuzey mogtiikasyony, ik glarak by calismada gehistirilen vemi D "plazma
vilk bosshim” sistemivie gercekiestiriimistir. Menomer clarak o degisik aikilamin
xaliantimistir. Sekil 2.2.°ce kimvasai vapsiar veriimis sian bu monomerier. etiisndiamin
Y
¢

{EDA), alilemin {ALAM) ve trielitamin {TZA) ciup her dcli de Aldrich (ABD) firm assumn

pernikul vuzey motilikasvonunds kulianiian plazme potimerizesvon reariory SeiGi 3.3
semetik olersk gsteriimistir. Reskilr, 15 om uzuniugunda ve 2.54 cm i¢ cepwnda pyray
camdan imal edilmistic 1.2 o genistigindeki 2 bakir siskirad 1.6 om araiikia reskifirlin

&
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MONOMER

beyisitkie slrekii karistirma uyguianarak, reekidr icerisindski tim portikitierin viizey
maogifikesyvenunun homojen sekiide gercekiestiriimesine calisiimistir,

Yeni getistiriien bu vintemin, viizey modifikesyony 2cisindan wguniufunun arsstiriimes:
?r kiasik plazma polimerizasven yintemivie, aym rsaksévm Kosutiarings PS fiimierin
slanmis ve senucds uiasiian viizev vepiiar kersiiestirmal olarak incsienmistir.

<
ch
¢
z

Cahismanin Du 2semasings, Pden imal edilen bakleriveloiik doku xUitlr keplery (Faicon,
ABDY, tomx 1 em bovutiarings kesildikien sonrs assisn ve elangl ortamiarings uitrasonik
vikgyieivia yikanarsk temizienmis ve PS fiim olarak calismads kullaminmstic

PS filmierin vilzey xapiamast Sekil 3.4'de sematik gdriniimi verilen pyrex cam reskifirde
gareekiestirfimistiv. Reekidr 77 om yzuniu@unda ve 2.54 cm capindadie, Bakir slekirotiar,
B8tim 3.1.2.1"de sizli ediien piazma reskiCrinde kulieniianieria ayn: dzetiiklers sahip ciup
reektdr dising konuimusiardir. PS fiimier ise bakir elekiretisr arasinds simk s&k?%ﬁe ve

stiresi bir Snceki cistemis avm Wiviarak fiim viizey ‘M EQA L/"\( ve *c}i\ monomerierivie

Argstirme kapsaminda hazirianen mikrotasiyicilerin, mikrotasivicr desteki! hilre ke
sistemierinds kulianiiadilirtiginin sagzamase amacivia bu tir sistemierds halen o0 vavgin
olarak kuiiamsian ticari mikrotasiviciiarla paraiel calismalar virttiimisir
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. Cﬂzm’@
CYTOUEX —~1 cepraz bagh DERSTRAN—O~CHy ..ﬁa-w HGL
c:-z?cs-m
O
CYT0DEX -3 sapraz bad DEASTRAN—G—CHy—CH—CHy—NH—{LYS.HOLLOJEN)

Sekil 3.3, {ahsmeds Kuliawian Cvioden Mikrotamnciar.

Czhamalards, rh@rm:sa {isvep) firmasinden befis olarak sadlanen tki Wr mikrolasvics
xullandimistir. Burlar, Oviogex-1 ve COylodex-3 olarak agiandiriian capraz bagh deksiran
mtr*;ias%erdéa M@d@x-s de pozitif vikil N, N-distilamincetil {DEAE} gruplam matriks
inerisinge gelrtiinns, Ovilodex-3'de 138 matriks yiizevi kollojen tie kepianarak. matriksier
hiore kGG weguiamsiar: ioin elverisii hele getiriimisierdir {Sekil 3.5).

&

-

3.2. MIKROTASIVIC FIZIKOKIMYASAL OTELLIKLERININ TAVIN

Hikrotasyicsierin htiore kEREr orlaminds besarvia kuliantiebimeleri icin B8im 2.1.3.4
ﬁzsmamn Dy belimynes

2
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mamy‘sayamiav wn:yuniem;e aniat 3m%3&3r.
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2.1, Togurnivk ve Sedimeniasyon Hizd Tayini

Caiismada hamrianen PHEMA ve PS mikrolesyiniiarin yvedunivkiars, Tirkive Cimente
Vilstehsitieri Arestirma Merkezi'nde bulunan hava karsilastirmall piknometrs {Beckman,
ABDY e tavin ediimistir,

“«

Mikrotasivicr sadimentesyon hizlery “sam-kolon” vinlemivie saplenmistir. Yontem su
sekilcemir. 20 om uzuniuguncaks cam kolon. B 10 {agirbik/nacim ) craninde 7osiat tempon
ctzeitisi iPﬁS}i iperen 10 mi'tik pertikii sspansivonuvia doidurulur. Mikrotestyiciiar
chkmeve Bwaksiir ve ssdimentesvon stirest Sslirlenir, ve bursdan {com/dekika) clarek
mmmﬁm Rizing gecilir.

>



3.2.2. viikrotasiyics Boy ve Boy Dsfiiim Tavind

Mikrotastyics 0apt, dogrudan optik mikreskep mikrometrastyis (Nicon, Aiphabol mikroskep,
&apmya) Sictilersk .,apianmst :;Sdasxt 150 adel pertikiiin mikromelrik o8
mierivie partikiil boy dedibims bulunmusiur, -

é.

Siispansivon pelimerizesyony yintemiyie Urstilen PHEMA bezhi partikiilierin boy defihm
elek anatizivie seplanmislir. Bu amagia, Turkiye Cimenlc Misb ssﬂm Arastirma
Merkezi'nde  bulunun Axphm@ jel elegi (Stephan-Werke Hemsin, Augsbugsburg)
kullaniimistir. [zlenen vontem kisace sovledir:

¢ 10 gram afwrh@indak! PHEMA mikrolasnicr Srnekieri sirasivia gesitll elek tepsiteri
{ gizerek capii 45, 63. 90, 125, 300. 430 {., Tyler Co., ABD) izering konularak. baswich
havayia partikiiiier elgkien gecmeye zorianir.
o 3 dakikalik stire sonunda siek tepsisi Uzerinds kalan partikll mikiar tarlilerak tesbit
itlir.
o Tum elek tepsiiert in tekrarisnarak siekier {zerinde xaian % perlikii mikiars
buiunus.

Siispansivon polimerizasvony ile Gratilen PHEMA baziy mikroleswviciiarin poroziteleri.
ODTU Psirol Mihendisiigh BHitminde bulunen bir civah porcoimetrete (Merc
Porgsimeler. Kal. No. 1653, 805 RUSKA INST. ) Sicliimistir.

3.2.4. T8zgy Angiizi

Caliomada hazwianen mikrolasivigiiarm viizey vapiiert ssefide verilen ki teknikis
ncsignmistin,

-

ie getiriimis ve Tlrkive Cimenle Mistansilisri Arastirma Merkezi'nde bulunan SEM cihan
{LEITZ-AMR 1000. Rester-fiskirenen Microscops. imuera} kuii&w&“ak viizey 3EM

Yiizey vamisi incelenecek drnekierin yvizsy! 200 A m%mi;@mféa aitin e keplanarek fletken
2
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3.2.4.2. %~ isniar: rolosiekiren Spekirsskepi (XPS, X-Ray Phoisslectrsn

Bu vintem "ESCA” {Fiectron Spectroscopy for Chemical Anslysis) olarak de adiandimihir va
guniimiizde Szellikle biyomatervai viizevierinin analizinde kulismian en mikemmal teknik
olarak bilinmekiedir. Calismada hazirlanan mikrolaswict Srnekleria yizey alomik bilesimy
Washington Universitesi, Biyolip Problemieri icin Ulusal ESCA ve Yiizey Amaliz
Merkezi'ndeki {NESAC/BI0) S5%-100 £SCA Spekirsfotometre (Surface Science Modsl) ile
analiz edlimistir. Mikrstasyaisy Grnekler, vepiskan bant Uzerine Wwituturuidukien sonra
£SCA 8rnek yuvesing verlestiriimistir. Tim drnekier igin "slan arams™ spexirumiar: ve
yitksek aymisim Cisspekirumiar (high resolution Cis spectra) cekilmistir.

3.2.%. Jisme Gzeliikierinin Tayini

Mikroteswiciiarin sisme S2011g1, kUG- siresinda besi oriami bileseniarinin mikrotesnner
{arsfindan 2bsorplanmast sonucuna o3llrdigy icin isleameven bir durumdur. Bu nedenle,
grastirme  kepsamingg hazirianan mikrolesiyiciiarin sisme  fzeliikieri denge sisme
denevierivie incelenmistir. Denevier 35F0.5°C sabit swcskbikigin =i su orleminds
yapilmistir. Basiangicle kuru heide bulunen 2-3 gram a@arh@m@kﬁ gertikiiler orlame
konulmus ve belirll zaman arabikiariviz oriamdan abinarak Shimadzu Libror £B-280
{Japonya, T 1x1079 g) elekironik terazids ia?tue & 5 ism%s pertikiiierin su icerigi
aegeriers sap*anzass‘sr. Partikiillerin dinamik sisme davramist & oplik mikroskop {Nicon,
Alphabet, Jaganva } tie incelenmistir. Caps bitinen partikiil, pelri kaby icerisine konularsk
mzkmsz(cp tebiasing veriestirilmis ve suvun partikiiie dm Zvony taki

{amamiangidinds sismis durumdaki partikil cepi okiiler mikrometre ile é?ci’simmi’ar.

<5
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3. HUCRE KULTUR CALISMALARG

3

Bu bilimoe "Baby Hamster Kidney" {(BHK 27} hilcre hathy kuilanilarak vapilan denevsel
calismaler aymialilt bir bigimde anistiimistir. ik olarak BHK hiore kditirintn
hezirianmast ve helen Ucar! bovuliardaki cismalarin yUrBtEIggd diner  siseld
sistemierdeki hiicre kiIUrd ssiklenmistiv. Dahe sonra durgun ve sispense xilUr
oriamiarinds gercekissliriien mikrotaswici-destekli hicre kildr celismalery ve by



talismalards izlenen deneysel yintemier veriimistic. S8zkonusy hiicre kGt celismalar.
fnkara Sap Enstitlist Konirol Laboratuvarinds vapiimistir.

3.5.1. BHK Hiecre Kiitlrd
Hilcre kUithr calismalar:, “Syrian Hemster Kidney” hiicre hatli (BRK Z1) fle yepiimistir,
Sozkenusy hiicreier "Pirbright Yirsloj ik Arastirma Enstitiisi“nden (ingiltere) Ankara Sep
Enstitiisiine ginderiimis olup, 2. pasajde ve ortalema ikilenme siiresi vakiask 12 seatdir.
Fibroblastik yapideki bu hiicre hallh yalmzea tek tabaks kiitirde Grevebiimekiedir ve sep
viristine son derece duvarhdir.

Cahismaiorda, dner siseierdski stok hlicre kiiitlirlerinden alinan hilcreler kulieniimistie. By
isiem su sekilde gercekiestiriiir: Diner sissdeki hiicre kKUNUrG. hacimes R 0.2 oreninds
mipsin {DIFCO, ABD) icersn fosfal {empon cizsitisivie (PBS) iripsimize ediierek,
nlicreierin cam sise vizevinden kopmasi sedlanir ve % 0.1'Hk (a@irik/hecim) trypan bue
{BOH, ABD) cizeitistyie hilere canbihigimin kondrciundan sonra, hemesitametreyie {Birker)
hiicre sayimi vapilie. Hemositometrevie hilcre seyim vinlemi EK-Cde veriimistir. Yeni
hezirianacek hicre kiitlirinde isteniien inckulasyen vojuniuguna uissiimes: icin gerekii
sevimdeki hiicre. steril naldeki kGitdir ortaming akiarmiarak celisma baslatibir.

x

Caiismalar "Gizsgaw Minimum Eseential Megium” (MEM) ve "Duibeccs” larafingan modifive
ediimis "Cagle” (DME) vesatlarwiavapiimistic. Her iki vasat da GIBCQ (A8D) firmesinden
lemin edilmistir. Orlomiar & 15 {hecimes) fetal coif serum (F»S. DIFCO. ABD) 1ie
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Kiitlr orteminin steriiizasyonu 0.2 g boyutundaki Sartorious fiitrsierls gercekisstiriimis-
tir. MEM ve OME orlamiarinin bilesimi EK-A'de veriimistir. Arastirma kepsemindaki sterii
griam gereklirsn calismaiarin Umi iaminer akish steril hicre de (Vertical, £5, Kat 1,
Franse) vapiimistir.

3.35.2. Doner Sisel Sisiemde Hiore KEWNERS

Calismade kuilanslen BHK 21 hiicrs hatli, valnizca tek tabeka kiitlir ortaminds dreyebiime
czelfigine sahipliv ve Ankars Sap Ensuiusu'nde déner i1 sistemee dretiimekisgir,

Mikrotasiyici-desiekii hicre kitdr sisteminin avantgjizrinin acikea belirtiimesi ameniyia

) »

diner siseli sistemde parziel cahsmalar virttlimistir. Bu cahsmalerin vamimasinds

so v

iZienen vinlem sdviedir: B8ilm 3.3.1."de anlatilan s=kilde hazrianan hicre kKEWGrinden 150

mi ahinarak 7 I hacmindeks cam siseve akiaribic. Sisenin 20T sterii iestik manteris

¥
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kapailic ve 350 kepakiar 48 kepaliidikien sonra stiviski (37°C) doner ,és‘ieme VEEY
konumada veriestirtiir. Sistem dakikeda 3 devir mzis dndirGilr ve bivielikie sise viizaving
vapisan hdoraiertn kiitlr ortem 1le lemas etmesi sagienir. Urame lamamisninca sise
sistemden cikariiw, ortam uzekisstimidikien sonra Wipsinizesyon islemivie hilcreier cam
viizeyvinden koparihir ve hemasitometreyis hlicre sayimi vapilarak hiicrs lremesi beiirienir.

3.3.3.1. Hicre KGitdrGnde Kulioniizesk Cam Melzemenin Hazivlanmast

Catismalarde kuiianiian her tir cam malzemsnin (pelri kapiars, kit reakidrieri, sissier,
pipatier, vb.) ¢ vizevi. mikroswiciiarin cam vilzeye vepismasinin 40 senm%i amstiyie
ilikonize ediimistic. Bu amacls dimetildikioresiiann (BDH, Kat. Ne: 33184, ingihers)
klorofermda ¢izlimesiyie hazirianen, hacimee 2 SHK ¢lzeit kullaniimistir. Temiz cam
maizemenin i¢ Yizevinin lamami bu cOzeitivie lemas ettiriidikien sonrs wezhma fazias:
uzakiasticilip, malzeme etivde kurutulmustur { 100°C). Enaz iki kez distiie su ii iz vikanan
maizeme 120°C. 20 psi buhar basincinds olokiavde (VEB MLW, Medinische Gerate, Berlin)
varim 22t slirevie steriilenmistir.

Boilim 3.1.°0e hazirlama viniemisri veriien mikrolesiyviciler. hiore kiitlr cehismalas
dncesinde 2seGide ecikianan isiemisrie kullemima hezw durume getiviimistir. izlener
vintemier mikrelasiyict tiriine bagh olarek kismen ferkhiik gisterditi icin, defisk ait
bashikiar gitinds teplanarak asadida avri gy veriimistir.

g

Syiodex Mikeotasiyiciiar

B

Oviodex- 1 ve Oviotex -3 mikrolasvicilar icin ayns islemier uvguianmistie. Mikeolesongiler
cam Wpler iceristnds, Ca™F, M@ lyeniert icermeyen [osfal {ampon cdzsiisivie
sigirvimistin, PBS mikiar:, mikrotasivicr gram agwiige besing 100 mi olarek saptanm:
oiug, sisirme islemi 37%0.5°C'daki elfivie 2 seat stresince devem sttiriimistir, islem
sirgsinda beiiri arghkiarie ka?*ast rma uvguianmistin, 800 rpm hizde. S dekike
santriflleme isi&mmﬁm sonre cizelli siizliierek uzskisstiriimis ve mikrolasivicier veni
razwlanmis PBS chizeitisivie (Lot ?’ig‘ * fvoniars wermeven, 50 mi/g Ovicdex w ﬁzﬁzfi&f@mﬁ
vikanmisiar ve vikama cSzeitisi wakxa*im arak, syns Gzeliikoeki {eze PBS cfzeitist flave

=
&



ediimistir. PBS ortamindaki mikrolaswagiiar 1157°C, 15 psi bubar basincinds oloklsvds |
dekika sterilienmisierdir. Oviedex-3 mikrolasmaciiar PBS orleming konulduklarinds
beslangic-vuzey gerilimi mikrotasivieiiarivislanmast ve cikelmesing Bniedigi inin artenva
2-3 damia Twesn 80 {igve ediimistir,

PHEMA Tiikrotaswyioiiar

PHEMA mikrotasivictiarin sleriiizasvonu y-radvasyonuvia gercskiestiriimistic. Kury
haideki mikrotasiviciiar, Cob9 - kavnaginds (Gemmacei] 220. doz mizi0.1S MRed/smt) 17
seatie lopiam 2.5 MRad doze ulastiacak sekilde isinlanmis ve steril mikrotasiviciiar, $8%% ve
Mg** 'yoriar. iceran. steril PBS icerisinde { 100 mg/1 Mgd04-7H20 ve 1060 mg/ CzCip iie
hezirienmis) bir gece bekietimistir (37°C'da). Santrififjiems ve sizme isiemierinden sors
mikroteswiciiar hiicre kUit ortaminda kuliemma hazir duruma geimistie,

PS mikrotaswyiciiar de y-radyesyonu iie sleriiienmistir. Yintem, PHEMA mikrotesnnmiar

icin kutianileniienin aymisidie. Mikrotasiviciiar taze hezirlenmis ve diveient kebyoniar
{(Ca** ve Mg**) icermeyen sterii PBS icerisinde 37°C sicekitkdaki etlivde bir gece

bekistitdikien sonra sentriflijienmis ve PBS uzekisstiriimistir,

Mikrotasyici-destekii hicre kGitlr calismalart ki farkh kiitdr ortaminde gerosk-

= Durgun kGitde ortamindgki calismaiay

o

2 Slspanse kiitlr orlemindaki calismaler

Asedida. her iki calismada izlenen denevsel viniemier ecikianmistir.

Durgun KETtir Ortomindski Cobismalsr

viiritlien hiicrs kmti}r%erénde dﬁeﬂmmis‘iiﬁ By calismaiards, hilcre karakleristikiers vani
nlicre yapisma, vayiima ve reme Szeiliklerinin vanisire . ortem kesullarinin atkist (oM.
besi griams. serum ieerigi, divalent katyeniarin varii@y, vB.), beslangic hicres vejuniugu



Cizelge 3.2. Durgyn KEitir Kogullar:.

Kiiittr Kabi: Bekteriyolojk PS Patri Kabi (35 x 10 mm)
Kiitér Ortams: 2 mi Glasgow MEM + B IS FCSveva ZmiIDME + B ISFCS
Hicre inckiiiasyen Yoduniugu: 1 x 16% hiicre /mi
3x 10° hiicrs /mi
6 x 1G% hiicrs /mi
asvony: 5 g/ It {Criodex Mikrotasyioiiar)
1G g/ it (PHEMA Mikrotasiviciier)

20 g / W {P3vs PHEMA Mikrotestyiciiar)
inkiibasven Ortemi: COp atlivl { @ 95-98 nem, 8 SO0z « B S5 hava)
inkiibasvon Siirest: 4 gin {PHEMA, Cy‘tofzex Mikretastyiciiar)

& gin {PS Mikrotaswiciiar)

Mikrslesivicl Konsantres

l

{inckillesyon vofuniugu) ve mikrclesivicr konsantrasyoniarimin etkisi  incelenmistir.
Avrics, mikrolesivictiarie iekrer kultaniabiliniigl ve mikrolasiyicwden-mikrotesiviciva
htore transfer azetiikiert 8 ncslanmistin,

(w9
&
b
o
<3
s
=
8.,
(3
=3
o,
&
=3
Caf
[91]
2
=
2
=]

pindaki bekierivelsiik polistiren petri keplarinds (Nung,
Danimarka) virttiimusir. B8lim 3.3.2.2'¢e aniatiian on islemierdsn gecirilen mikro-
teswicilar taze hazrianmis, 1hk kUit ortamiyie (50 mi/g mikrotaswioe) calkalanip,

; ; izsali uzekiastimiimistir. islemin bu
basamadt, fzetiikie klick hecimierie caiisiidi@ings., kURUr orlaminin PBS 118 sevrelmasinin
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kebing ,
petriler €02 mmne veriestiriimistir, Etlv cahsma sicak iy 37.0%0.5°Cdir {LEEC Mogsi
63, ingiitere}. Petr: kapleringaks calisma kosuilart Cizelge 3.2'de Szetlenmistir,

B 3

Du;‘gun kosuilardaki mikrotestvici destekii hicre KUltir calismelarin 2 mikrolasivicva
hlicre vapismast ve mikrotasivict dzerinde hicre vaviima ve uremes: Bgiim 3.3.4'Ce
aciklenan yinlemierie

2

-

izlenmistir.
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Cizelge 3.3, Sispanse Kid Kosullars.

Reakisr : Spinner Fiask { Belics)

Rezgkifr Haomi: 100 mi

Calisma Haemi: 50 mi

Keristirma Tidri ve Hizi: Magnetik Keristirma, 60 rpm

Kiltir Ortamu SO mIDME » 3 1SFCS

Hilere inokilesyon Yoguatugu: 6 x 103 hilere / mi

Mikrotasivict Kensantrasvonu: 5 g/ 1t {Oviadex- 1 ve 3)
0g/ R{PHEMA)

Inkilbasyon stirest: 4 glin

Sweakhic 37+ 0.5°C

pr: 7.2-7.6

Durgun kUitdr kosullarinds vepilan calismaiarda PHEMA mikrolasiyictiarin kGitie
grigmings Oir kezden fazia kullamimy da arastirilmistie, Bir kez kuliamian mikreteswiciier,
yizeyinden hilcreierin kaparihip ayriimesingan sonra, steril PB3 ¢izeitisivie 3 kez vikanmis
e veni kitr ortaming akiartimistie, 1K kez kullanimdek! cahismalar gynen lekrarienarek

hiicre Gramest inceienmistir. Ayrica, hiiors dremesinin tamamlandiy kiltir ortaming ven
mikrotaswyictiar ve taze kUitr oriamy flave edilerek, Uremenin tamamisndids mikro-
taswictiardan yemieréne nbcre transieri ve hiicre Uremesi arastirtimistir.

Durgun kit kosuliaminde gercekiestirfisn cehismalarls mikrolaswier destekli hiicre
kUil sistemisrt ioin optimum Szehiikier v celisma kosuilar: septenmistir, Seplenan by
kosullarin 19%; aitinge suspanse kUitr calismalars vepiimistin, By grupdaki cahismaierds
yalmizea PHEMA mikrotasivicilar kulianiimis ve sonuclar O,/twsx mikrotesiciiar igin eide
edilenierie karsiiastimimistie.

Cahismaler Sekil 3.6'a sematik olarak gisierilen 100 mi hecrindski reskisrierde ( Belics,
Medel 3002, ABD) viritGimistlr. Hilcrs inokiiTasvonundan sonrz 4 saat sliresines oriem cok
hefif karistiriimis, deha &0 rpom hizds karistirma < glin Dovuncs stirdiriimistie
{ Gelienkemp, Aimanya). Cizeige 3.3'de siispanse kiiitir kosuilers veriimistin,
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Bundan sonraki isiem, viizeyden kopariimis hiicrelerin mikrotesniiiardan avmimendr.
Literatlirde bu isiem icin dneriimis cesilli vntemier buiunmeklagir {96], ancak yapilan
calismade guUveniliviigi amisindan. filicasyon” vintemt seciimistic. 100 mesh'lik
sterillengbiiir nayion filirelerie (Zurich Beiting, Riischiiken, isvicre) vepiian filtrasvon
istemi sonucunda mikroles smmr‘ hilereter ayritmis ve EX-C'de verilen hemositomatrik
savim vinlemi uyguianarak oriamdeki -hiiere savist Belivienmistir. Bulunan defer,
rikrotasiyict viizeving vapisan hilcre sayisini gostermexiedin.

£

12

Yukarida aciklanan vintem, hiicre inokillasyonundan sonreki 30., 60.. S0. ve 120
dekikalarda ortamaan alnen Wm Srnekier igin uygulanarak, mikrolasict viizeyine vapisan
hilore kesri zamana bagimii ciarak bulunmusiur.

calismeds, mikrolastyict vizeving hicre vepismast mikroskebik olarak da incelenmis ve
optik fotografiaris txexgezenmﬁsﬁr.

Hijcrelerin mikrotaswvier viizevinde vayiimes: mikroskebik siarst incgienmis ve belirii
zaman arahikiarinde cekfien fotografiaria tespit edtimistir.

3.3.4.3. Hicre Jremesi

$im 3.3.4.1'ds agikienan isiemisri wvgulevarak hiicre savim &ﬁ_,er‘xerinin buiumma\ﬂ
incglenmistie. Ayrica. vizey dzerinde Uremis hucrelerin optik fotegrariars cekiimisti,

£

Calismeda. mikroskebik incsiemeler ioln hlicreler giutaraidehitie sabitlestiriigikien sonrs

2 0171k {agirhin/hecim) kristel viyole cizeitisivie bovanmistir. Hemalokstiin ils bovama

y ntemi de denenmis, fakat kristal vivele {ie bovamanin veterii sidugu sonucure variimishir,
Hicralerin ssbitiestiriimesi ve bovanmas: icin izienen viintemier EX-D'de veriimistir,

Arastirmg kapsaminde gelistirilen PHEMA  mikroleswyisiierin sap virish Gretimings
kullaniabilirigl asefics Gzslienen calismaleris seplenmistic. Caiismalar, Ankers Sap
Enstitiisu Seroloji ve immunsloji Leboratuvariarinds virithimustinr,



3.4, 1. Tohum Yirds Seeimi ve Tek Tabeka Riore Kiiirinds Adapiasyony

. (Calsmeds, saheden secilerek slinen, siGiriarda.passjiart yepilip doku kilitiring adepie

edilen ve ~70°C da sakianan Ago/Mahmatii $ap viris susieri kulianiimistic. Sizkenusu
virlisden 1 grem ghinarak, pHY 7.5'8 syartanmis 10 mi Eagie orteminds ¢iziilmistir. Eide
edilen 1/10"uk virds clzeltist Torax omnimixer'da ivice ezilersk virds skstraksivonu
saglanmistic. Bu kemwm 2500 rpm Mizde 15 dakika santrifijiendikien sonra dibe cdken

gpitel artikiary atiierak Ustie kalan virus ofzeitisi loplanmistie. Virds, hiicre kilitlirine
inokilie ediimeden 8nce canhiiily ve antijenik glicl, fers inckilesyonu ve yari-kentitatif
"komplement Tiksasvon™ testierivie saplanmistir.

4.2, ¥irllis inskilasyonu

&

Yepiian cehismeds virUs Urelimi. oplimum durgun kUMlr kesullerindeki, PHEMA
mikrotasivici-destekil BHK hi}cra kiiitlr sisteminde gercekisst
da, pelri rapxamma hezirlanan hilcre kiitirieri kuilaniimistir, Mikrotasnvici-destekis
kit sisleminde hiicrs & fmmw temamiandikian sonra, kKUl ortemy uzekisslirilip
serumsuz “¥irls Medium 37 (¥M3) ortem: {le 2 cefa yikenmistir. Bu yikema isiemiyis,
hlicre draetiminde kullaniian serumda buiunen ve virls dremesine efki vapma intimali
bulunan antikerun ortaden keidiriimes: segienir. Hezirienan wirls. 20 hicre/pfy
Konsanirasvonunda ciacsk sekilde, hiicrs kiitirine inckilie ediimis ve daha sonra serumsuz
YM3 erlamy ilave ediierek 37°C de etlivde Uremeve birakiimistir, Hicrelerin virdsis enf
ocimaiari, virls inokilesvonundan sonra beilf sestierde {(12.. 24.. 35.; giingn &rn eéderm
mikroskos sitings incelenmesivie belirienmistir, Kiltirlerin virlss duvariikiery ise by
Sroekierin antijenite ve enfektivite titrelerinin bulupmasivia gercskiestiriimistir.
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4.3 Yicks Duyeriihiginig Deiirienmesi

£

Mikrolasvyci-destexii hiicre k{itlr sistemierinde Uretilen virtslerin dwvarhisg,
antijenite ve enfekiivile testierivie seplenmistir. Yirlsierin entijenik titreleri vari-

g f e

xantitatif "kempiement fiksasyon testi” (CFT) fie tavin ediimistir. Enfektif titreieri ise piak

h

test vintemi ile, "Tviose vert kali &rime” ortemi xulianihp plek clusum birimi “piague

"

forming unit”, pfu/mi olarak beiirienmistir.

“

e -

Yukemda o8z ediien vinlemier EX-E'de aoikienmistie. ¥irls Uretiminde kulianilan

ghzeitilerin bliemimiert K-8 de veriimist

=3
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. DENEYSEL SOMUCLAR YE TARTISILMASI

- Bu bolumae, vuzeve tafimil hunrelerin urelim kepestiesinin arttinlimasi amecwia o8sitl
poiimerik mikrotasvicilerin hazirienmast ve Dunlarn hiiers kijitie sss&;demnde
kuilammiyis figili olarak vapiian deneysel calismalertn sonuciar Sunulmus v8 vari widikes
bulguier Uzerinde larlismaler yepiimistir. Denevsel sonuclar 3ril a2na grup allings
incaienmis clup, 11k 1K1 bollimde sirasivig PHEMRA ve PS bazhi mikrotasvicilarin hezirlama
vintemi, fizikskimyasal dzeitikieri ve bu mikroteswviciiarls hiicre ke ortamiarinds
vapiian cehismalarin sonucior: ele ahinmishir, Sonraki Dollmde mikrotasivici-destekli
kUitdr sistemierinde hiicre vapisma ve Ureme kinetiklerinin matematiksel deferien-
girilmesivie gl sonuclar sunuimusiur. Dorduncy bgilimae 152 hiicrs &ilitir cehismalarinin
bir uygulamast ciarak garcekiestsr’;ien PHEMA mikrotaswiciiards sap virdsi dretiminin
SONUCIErIngG ver veriim

Beidm 2.1.1'de awkiandsls gibl, viizeye belimh hicrelerin Urevedilecekleri substratiar
uygun dzefiikiers sahip eimahdir. duniar arasinda, kKalihik, viizey vikil, vik voguniugu ve

istatiiabiiiriik sayiiebilir. Esas olarak.viizey dzeilikleri nedenivie subsiret vizevine
ghixoprotetnler {ornegin, fibronekting Dagianir ve Dunun sonuCLnga hucre vapismas: ve

vaviimast gercekiesir, Hiere kiitlir cehismaierimin pekcofu pelimerik subsiratizria
yuruwidﬁgu icin, sentetik ,,e%wer%ersn {ibronekiin beglama dzeitikieri arastirtiarak , hilcrs

Yapiian arastirmaiarig smmzm&a, fi0roneklin Sajlamavan ek ponr*cmk vapinin PHEMA
cidugu ve bu nedenle, PHEMA'min hicre vapismast ve Uremesini desteklemeyeedi iler
stirdimiistir 1120]. Diger yandan, PHEMA min toksik ve antijenik zeilikler lasimamast ve
bivokompalibililest cok viksek Bir polimer olusu. hicrs ve doku kil calismalar:
acisingan tercih egiimesing neden oimus ve bu amaca uygun olerax, PHEMA vizevierin cesitli
yontemier e megifiye ediimesi planlanmistir. Bu vintemler, viizevin vik boselim teknigivie
modifikasyony ve yaprya cesitli proteinierin {kellojen, v8.) ya ca hidrofobik v fvemik
monomerierin { MMA, EMA, DEAE, TEAEMA) ilave edilmesidir [ 121]. 8u sekilde hazirianmis
PHEMA flimier yapay demer uyguiamaiarinda kullaniimekledir. Ancak, vizeve begimls

1,

niicreierin dretim kepasilesinin arttiriimas amecivia {lert siirlien mikretasici-dester i
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®iRir sistemierinde kullemiimak {zere polimerik Dazh  cesitii mikrstasiygiier
getistiriimis cimasing ragmen, PHEMA bazh herhangibir mikrolasivict bulunmamakiadir,

Yukarids acikianan durumler gizbnline shinarak, sunulen c¢stismada, PHEMA bazh
mikrotesyicilarin gelistirtimesi ve hicre kit oremierinds kullemisbilirliginin
arastirilmast planianmistir,

-200 p boyutiaminds oimasy islentien PHEMA mikroleswimiiar, BSilm 3.1.1'de
acikisnan sispansivon polimerizasysn yontemi kullantiarak hazirianmistic. Yontem, organtk
safsiziiklar icermeyen, dar boy dagilim araliging sehip, dizglin kiiresel partikii slusumuns
ghtlirmesi nedenwis seclimis ve polimerizasvon  kosullary  avarlanarek. optimum
mikrotasyici 6zelliklerine sahip PHEMA mikrolasiyicilerin side edilmesing calisiimistir.

p*!émer%*@@/sn $irasings w‘ams ekienen ;;MA ve DMAEMA mon a”feﬂemy ¢ sagianmistie
MMA, malriksin wsigtilabiiiriiging, baska bir deyisie Ridrofilisite/hidrofotisite oraninmi
gvariemak icin, DMAEMA ise melriks vapisinda pozilif vik olusturmak amecivia
kutismimistir,

Bu cahismede hazirianan mikrolasivies matriks, E6DMA ile cepraz Deglanmis PHEMA'dan
oiusmeiedir By neenle, sispansivon patimerizesyon Szellikiert, HEMA-EGDIMA capraz beg-
lanma/kopalimerizasyen regksivony gezonune alinarak ncelenmis ve olusen PHEMA mikro-
tasiyics fzeliikierini ve polimeriesme reaksivonunu etkileyen paremetreler tartisiimistir,

4.1.2.1. Partikli Poy ve Boy Dediiimini Eikiisyen Perametreler

PHEMA partikdlierin sispansiven polimerizesyonuvia hamrlenmesindeki en dnemii zoriuk,
nidrofitik vepidaki HEMA monomert igin uygun bir 4fuma orizminin bulunemavisingan
kayneidenmistir, Onceki calismalerda, cesitii organtk coziichler deditma oriemt oisrsk
kiutianiimis, ancak Qu ortemiar partkul seimziiging vol acarak, ozellikie bivelin
uygulameiarinda sorun varatmistie. Son oyl
yomemivie [119-113] reaxsivoniar sulu fazes geroeklestirilmis ve safmizhik soruny
dnlenmistir. Ancak. bu véntemlerie eids edilen pertikiillerin genis bov gagitim arahing
sa,m;; mest cozum bekigven 0w sorundur. Yukerida sozu edllen vontemierin Feppas

afmzzm gelistiriianinde, polimerizasven, MgClp ve NeOH kerissmivis hamrienan il



vepisindeki Mgl CHjp oriaminda viritiimistir. Yapilen calismada, by vintem tarefimizdan
modifive edilerek kuliamimis ve dncelikie partikiil oy dafilimint ve seklini etkileven
perametreler, dar boy deihmm ve diizgliiniiginy sagiavacek sekiide avarisnmistic. Bu
parametreler gsafida sirgianmistir,

Monemer / daditma
Reakitr tasarim (k
Siwcak ik kentroly

i Irgm

Dagitma ortam: bilesimi
aort;
karstirer trd, mzi, boyutiars, vb.)

g © © D

Tarafimizaan maodifive edilen polimerizasyen vinleminde daditma ortams olarak dovgun Mgl
cazeitist kubianiimistin. HEMA ve ECDMA monomerierinin her ikisi de suts witksek
cozUnUr ik degerine sahip oldukiarindan, su fazing M@0 liave edilersk monomerisrin
ortamdaki cizliniiclikieri en disik dizeye ingiriimistir. "Seiting-out” isiemi olarsk
adisndirtian by teknik, sude oizlnebilen monomerierin poiimerizasvonunds. Gedisik
sekilierde uvgulanmakiadr [ 123].

Polimerizasvoniarda degisik monemer /daditma ortam omniarmda cahistimis {Grnegin, 1/2,
1/4, 1/10, vb.) ve en d&r boy dafiliming 1/10 mﬂnde asiimast nedenivie, bu defer
cplimum clarak belirienmis ve tim resksiyoniar by dederds gcrcckicstz imistie. Silindigs
gibi, monemer/dafitma ortam: orani, poiimerizasvon ortem viskezitesing defistirmekiadir
Bu gramn disik deferds tutuimam, resksiven llerledikce viskoziteds slussbilecsk artim
azalimakia ve sistem parametrelerinin {Brnsdin,sicek ik} kontroluny kolaviastirmaktadir,

H

Stspansivon polimerizasvonuyia elde ediien partikiiierin bov dagihimini ve sekiind stkileven
giger bir perametre. colimerizasyen reakirinin dzeliikieridir. Reakibrin tip! (vepiminds
kulleniian maizemenin cam va ga celik oiusu, tabanmnin kilrese] slusu, vb.), karistinicr tiri
{pervene, capa va & Dicak tipinds clusuw), kerstiriowmin reskidrdeki veriestiniiis dizent
{tabendan vilksekigi ve konumu) ve karistirma iz {hizin averh: ve veterli ciusu) fie fighi
clersk vepilen &n calismaler sonucunde Sekil 3.1'de sematik olarek gisterilen reskifriin
tesarims yapiimis ve dengveel calismalar b reakigrde vurutlimustie,

ki1 4.1, & ve U'de sirasiyia, Peppas ve arkedasiars larafingan daha nce aciklanan yvintem
cutianilarak hazirianan ve by ventemin tarafimizdan moditive edilmesivie

bagis PHEMA partikiiliere 2il optik folegrafiar veriimistir. Her iki tir aart;ﬁa’é%d@ 300 rpm
Larisiirme Mzinds side eﬁdmsar mc@ fiardan aciker gériﬁ‘sz*i gl m, vapiian cahismada

g8 gidukea d&zgzm Urelgrgir,
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Cizelge 4.1, PHEMA Particilierir Sick Ansliz Senuciars.

Partikiil Capi Agirhk Kesri ()
(1)

Karwstirma Hiz (rpm)}
150 300 &40

65 - 80 | ¢.00 0.00 56.3
80 - 105 250 2.3C 30.2
105-210 £.80 85.70 i0.4
210- 300 15.30 5.40 3.3
300 - 430 75.40 - 006 0.0

hasiaticy molekiilieri, makromolskifier zZincir olusumuny seflavacek <srbsst redikailer
olusturmekta ve capraz beglavies glan (EGDMA} d8, uzeven Zincir vepise kahiiarak
zincirler arasinda capraz beg mevdana cetirmekiedir, Polimerik drgiinin olussbiimesi icin
Bir zincirds sn az iki ¢apraz bed bulunmaliGir, ki polimerizasvenda bu nokla “fellesme
noktass” olarak tamimiamir. Reeksiyon jellesme nokiasindan sonra da devam efer ve
“yitrifikasyen nokigsing” ulesihie. Cesitil parametreler, drnegin, basiaticy konsantrasvons,
capraz dedlavicr miklar, v.b., resksivon Herleyisini elkileverek, bu nokislers farkl:
siirelerds uiasiimasing va de uiasiimamenina neden alur. Asagida By parametrelerin stkisi

rtisumshie,

Bagielicy Konsantrasvony: Pohimerizesyanda basialict slarak AIBM xullaniimis ve yapilan

-

calismaier AIBN Xonsentresvonunun polimerlesmede etkill olduduny gistermistir. Cepraz
tejlayict konsentrasyenu O.01 ol ECDMA/mol HEMA deferinde sabit tutuiarek,
golimerizesyon Uc dedisik AIBN kaonsantrasyonunda basiatiimis ve 4 sealiik resksivon siresi

sontnds Dizeige 4.2'¢e verilen dinlislim delerierine ulasiimsstin,

Cizeige 4.2. Dasislic; Konsanirasvonunun Dindislime £ikisd
ALEN Konsantrasysn Dindstim
{moi AIBN/mot HEMA) (3
.08 72.8
0.020 54.0

0.030 0.60
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Sekil 4.4, Siczkigin Polimertegme Regksivonuna Etkist.

Cizeige 4.2'de gordldugu gibs, avm EGDMA Konsantrasyonunda, AIBN konsentrasvonunun
artmasiyla 3 dindsim azaimakiadie. AIBN kensantresyonu 0.030 dederine vilkseltildigince
e capraz bagh Urin side edilememistir. By durum su seki‘:de amk.ianamiir; AN
consantrasyonuy seitiriidigings, resksiyon baslangininda ook savida serhast ragikal 2lusmakia
ve boyielikle 0ok seyida, K13 PREMA Zmewrlert 2lds ediimakiadir. Dolavisivia, avnt canraz
baglayict konsentrasyonunda cabisvicwiinda, oapraz teglevicr mikiery tim zincirlerig
baglanmasi icin veterii olmamakia ve bu dg pelimerizasyon verimind dlsirmekiedir.
Basiatici miklarimin dahe dg artmas) sonucy jellesme nokiasing ulasilamamakia va rapraz
bagh Urin slde edilememaklir,

Sicaklik HEMA-EGCMA caorez Daglanma/Kopotimerizasyon reaksiyony 70-307C arshgings
vurdtiimus ve By araghixia sicakhigin artisivia donusem gramimin @3 aritigy cozlenmisinr

LoBu durum, vikssk cdnlsdmisrce viskeoiecoxs artis redenivie vavesizvan
monomer ditiioyonunun, sicakhidin vikselmesivie mizlanarak, dontsdmi arttirmass sekiinds
vorumianabilir
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Gizalge 4.3. (apraz Baflevici Kensantresyenunun Polimerik Yapiya Etkisi.

EGDMA Keonsantrasveonu Denge S‘isme Oram
{ moi EGDMA/mel HEMA)

0.005 -
0.010 1.65
0.030 1.4
0.060 1.30
0.100 1.2

Capraz Badiavic Koneanirasvony:  Yapiian caiismata, basiatict kensaptrasvony G015 mol
iDN/mol HEMA cederinde sabit Wwiulersk, S defdisik TCOMA Konsantrasvonunda cabhisiimis ve
orez badiayict kensantrasvonunun polimeriesme reaksivonune eikisi, olusen partikiillerin
sisme  davramisiariyia  inceleamistic,  CQizelge 4.3'de  farkhy  ceprez  bagdlavic
konsantrasyeniarinds viiritilen polimerilssme resksivoniarivia elde edilen pertikiiileris

genge sisme dederieri varilmistir

izelge 4.3'ge glriidiigh gibi cepraz bajiayict konsanirasyony 0.005 mol £6DMA/mel HEMA
delerindevken capraz baghi polimerik vap: elde sdilememistir. Bu durumun negeni, cabistlan
nasiatict konsantrasyonunda, EGDMA oraninin olusan serbest polimerik zZincirler arasinde

L

capraz 026 olusturmak gin vetersiz kahisyla agiklanabilir, Uiasiian Du sonug, capraz nagh
FHEMA partikiitierin olusabiimesi icin, besiatic konsanirasyonuna baglt siarak, beiirli bir

taorag nadiavicy konsantrasyonunda calisiimast gerskiigind vurguiamakiad. Cabismageki
diger Uim EGDMA konsanirasyeniarinde ¢apraz badl vapilar 2ide edilmis ve artan EGOMA
Lonsenirasvenuvia, denge sisme dederiemimin onemit gicude azaitigy gorulmustir. Bu
bexlenan bir durum ciup. artan EGDMA konsantrasyonunun, vapideki capraz 5a8 voduniulunu
arilirmas ve Sonucda cok dana sik: bir polimerik Srglntn olusmast sekiinde vorumianabili

Daoraz  baflayict  konsanirasvonunun, olusan PHEMA partikiillerin dinemik  sisme
Swvramsiar: Gzerindekd sl sing belirlemek amacivis, 251Um 3.2.5 ‘e anlabiion véniemle
stamevia partikil caminga siugan ariis saptanarak D+/Dy orant sulunmustur. O 3ismenin ¢
Jndacap tedert: Do Zartiilin kury haideki cap dederiair. Dinamik sismedenavieri 294
. £apIncas P £ilA uamxuafsr‘e gercexiesuiriimis ve saotanan u»jDQ cegeriert, zamana

*

karsi grofige shinarek Sakil 4.5'de vertimis olan sisme efrileri sice egilmistir.
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Cizzlge 4.4. Polimerizasyon Kesuliart,

Dadrima Orlam » Mgo Cozeitisi. pH: 10
Mongmer/Dagitma Ortams {v/v) 1710

Karistirma Hizs 300 rom

Sicak bk 707C (3 szat) + 90°C {1 soat)
Besiatici Konsantrasvonu G.015 mol AIEN / mol HEMA
Capraz Bagiavict Konsantrasyony 0.1 mol EGDMA / mol HEMA

izeige 4.4'teks polimerizasvon kosuilarindg hazirianan ¢apraz bagli PHEMA partikilierin
mikrotasiviss olarak kuiienilabiimelert ioin, yiizey hidrofilisitesinin azaitiimasy ve vilzayde
yepismay: sagiavacak viKIG grupisrin clusturuimas: gerekir. Bu dzellikier vapwys ilave
edilen MMA ve DMAEMA monomerierivie kazendirilmisir. MMA ve DMAEMA mikiariars
registirilerek, Orzelge 4.5'de tistelanen mikrotasiviciler hazirlanmistr,

MMA dlavesi vepinin hidrofobisitesinl arilirarak sisme vizdesini azslims, DMBEMA
ilavesivie 132 sisme dederinge dedisim gozienmemistir. Sekil 4.6 'da her K3 monamerin
dedlisik oraniards ilave ediimesti sonucy, yapinin sisme Szetligindeki degisim gisleriimistir.

izelge 45, PHEMA Mikrotzsiviciiarin Bilegimi ve Flzksel Czelitkiert,

Mikrotesvior  HEMA MMA” DMAEMA” Yoguniuk Sedimentasyon
NG (mol) {gimi) Hizi {emydak)
} i - - 1.20 510
Z i 0.05 - .20 2.16
3 i 010 - 113 490
4 i .13 - 117 4970
5 : - 8.i0 .10 470
5 i - .15 P30 70
7 i - 130 195 410
8 | 0.13 0.1% 10 470

= mal/mol HEMA



30~
DMAEMA

20 4

MMA

0

SisME DESERD {4 agirtik)

Q T 1
0 Ryl 02 L3
M4 , DMAEMA {molfmol HEMA)

Sekil 46,  MMA ve DMAEMA Monomerierinin Sisme Uzerindeki Flkisi.

e

4.1.3. PHEMA Mikrotasiyicriarin Fizikokimyssai Gzellikieri

Hilers ke cabismaiarinda kullaniimak amzcivia hazirlanan ve frnek olarak seciimis
FHEMA  mikrotaswyictiarin bilesimi w2 arastirma keptaminda  saptanan fizikss!
Azalliklerindsn baziiar: Cizelge 4.57ce veriimistir,

Porazimetrik Olctmier, yukarida bilesimi varilen partikiillerin kuru halde qizenek yapisma
sahip almadiginm gdstermistir,

Sekit 4.7'de 8 numaralr PHEMA partikiliers ait SEM fotcgraft verilmistir, Foltcgrafdan do
cOrildigh gibi, partikiiier oldukca dizgiin viizey yapising ve dar bov deihimina sahiphir,

£3CA Teknigiyie Yizey Analizi

Jumsan <abismanin by oolimiénce,  arastirma Gapgseminds coripisnan RO

L

mikrotastyictlaroan seciimis frneklers it £30A tekmidi rullamiarar cercekiestiriimis
vulzey angliz senuciary veriimistie,



Seril 47.  PHEMA Partikiilierin SEM Folofrafl.

Sekil 4.8'de, i, 2, 4 va 8 numarall PHEMA mikrolasyicilara {Clzsige 4.5) ait £50A
spekirumiary vertimistic. Spekirumiargaki piklerden gorilecegi bt vizevde £ ve O
elementierinin vanisira, silikon ve magnezyum elementieri de bulunmakiedir,

Cizelns 4.6'da PHEMA mikrotesiyicilarin ESCA tie celirianen atemik Dilesimiery verilmistir,
4 ve 5 numaral Srneklerin yuzeyinde bulunan Mg, pelimerizasyon isleminin yvilr it
Zaqvima oriarmadan ka«;nak%anmas olup, polimerizasyon sonrasingg  Ornekierin  ivi
YIKANAmIS 0lmast sonucy arlaya oD stvleredilir. 1, 4 va 8 numersh frneklerds

cerdlan silikonun 158, leboratuvar slemiers sirasindaki Kir'snmeden Kaynakiandiy tahmin
aditmektadir,

Cizelge 4.6, PHEMA Mikrolasiyicitarin Yizey Atormk Bilesimu.
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Sekil 4.5,  Orijinal Cls Speklrumiarn: a) Capraz Bagh PHEMA: b) MMA

4 ve & numarail PHEMA mikratasiysilar, yapiiarinde DMAEMA icerdikisrindsn viizeyds,
amin grubundan kaynakianan N elementinin de bulunmes: gerekmekiedir. Ancek, hidrefilik
vapilards amin grubu, vizevin i¢ taraiine dsa;?ru yinlendifinden, normal aneliz islemivis
viizeydeki amin gruplart levin edilememekledir. Tayinin vapiiabilmesi igin, drneklerin
donduruimus durumda oihaza veriestiriimesi ve analiz sirasinda bu durumag tutulmas:
serekir, Dahsmalarin yapildidt oihezda, sureklt scguimayt  saQiavecek  aksssuarn
pulunmavist necenivie by 1slem vapilamamis ve vizavaek: N bilesimi tavin edilememistir

Sekil 4.9'da ¢2praz bagh PHEMA ve PMMA'a ail. literatirden ebinan [124,125] oriiinal
yilksek avrisim C1s spekirumiary veriimistir. Sgsktrumilarda 285 eY'daki beizrgm pik

hidrokerbon vapisin gistermekledir, PMMA'da, PHEMA'dan farkis olarak 287 e¥'da oksijene



74

bagh Karbon atomisrim gisleren bir pik bulunmekladr. Her 2 spekirumda da 289 o¥'de
giriiien pik s ester karboniarim gistermekiedir.

Sekil 4.10'ds 1, 2, 4 v 8 numarals mikrotasiviciiara ail yvilksek aymisim Cis spekirumisr
verilmistir. Spsktrumlar, Sekil 4.9'ds yer alan orijingl drnekisrs it speklrumiaria
karsilastiriidigindg 285 eV daki hidrokarbon pikinin tim ornekierds buiundugu, vapys MMA
iiave edildiginde 287 e¥'daki pikin beiirginiestigi, DMAEMA iavesivie de 289 eV¥'daki pik

siddetinin 2zl ghriiimekedir.

4.1.4. Hicres Kiitlr Calmaiars

Sunuian arastirmamn bu DGHminde, Gneelikie, hlicre kiitir cahsmalarinds kullaniian
hiiers trd, KOWr ortami ve calisma kosullarimin {pH, siceklik, v.b.) secim nedeniert
tartisiimis ve seplanen kosuilerdeki durgun KkUitir orleminds PHEMA ve Cviodex
mikretasmmiam viiritiiien celismalerin sonuciers veriimistir. Bu b6itmin sonunds da
sﬁspér.se ke orlaminds PHEMA mikrotasivicilaria yvepiian Celismalarin sonuglars,
Cviodex mikrotasivictiaria karstlastirmals clarak sunuimusiur,

ey

4.1.4.1, Hilcre Tord. KOitle Ortlam: ve KGithr Calisma Kosgllarinin Segim

Balim 2.2.1'ce gg Belirtiidigy gibi, mikrotestyici-destekii hicre kilitlrlers, vizevs
vepisarax ek tabeka halinde dreven hicrelerin rstim kapasitesinin artliriimasi amacivia
celistiriimis Bir sislemdir. Bu durum, vapiian calismada da, bu tr fzellik gistersn bir
hilcre tirintin secimini gerektirmis ve calismalar, fibroblast yagisindski BHK hilcreierivie
gergexiestiriimistic. Bu hicreierden siispanse kosuliarda drevebilme dzelligine sahip hiicre
hatlers de clde edilmis olmakia birifkie [ 126, calismalards, vainizea tek tabaka killtirlerds
Urevebiien BHK 21 hiicre hatly kubiaministir, Szkonusu hicre hatbmin sep virusing son
derece duvarlt olmast ve sep asist Uretiminde vavgin olarsk kullaniimes:, hicre tirg
segiming atkileyen van rakidrier olarak saviianihir,

KUltur ortami hdcre besienmaest ve uremsesi iCin gerekll Dilesenlerden olusmusiur v
hlicreve Szglidlr. Bu nedenie, ortem seciminde, kiitlr sisteminin dzeiligine { ek tabaka yada
stispanse kGitlir olusy) bekilmaksizin, birincti etken olarak hilcre tlrd dikkate ahnmistir,
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HUCRE VERIME (10%hiisre/ml)

O DME OR7AMI
0 MEM ORTAMI
Q . E v kf ¥
2 Z 4
ZAMAN {gin)

Sekit 4.11.  Kilitlr Ortamisrinin Hicre Uremesine Flilsi.

Ankara Sep Enstitlisii'nge BRK 21 hlicre hatlivia vapilan dena dnceki cahismaler ve literatiie
bilgisi, MEM ortaminin hilcresel fonksivopiarin devambilify agisindan uygun oldudunu
gfo‘stem'isﬁf {1 4]. DME ortems, ise MEM'e gire birkes kat dehe fazig amin asit ve vitamin
icermesi nadenivie vilksek hilers vofuniugunde (3108 hilcra/mi) vepilan calismelarda
tercih aditic. EK-A'da her iki artamin kimyasal bilesimi veriimistie,

kagisrinda hazirlanan killlirds, BHK hilersierinip & gzeiligi inceisnmistir. Sekil

-

Calismanmin Desisngicinga, mikrotasivior kullamiimagen D:"xE ve MEM oriamlarwvia peird
4.1

i 'den de girlileced] DME ortemivia dahe vilksek hiicre verimine uiasiieceds bulunmus ve
sonraki tWm catismaler by ortamis vapiimistr

KUl ortamy, hacimee & 15 oraninda eklsnen "foetal caif™ serumis zenginiestiriimistir,
Serum ilavesinin nedent,serumun esafids siratanan fonksiyenlars sship cimasivia apiiamr.
Serum,

= Hiicre fonkswvonu {gin gerekil hormoniar ve bliviime fakirisrim igerir,
@ Hicrenin yiizeve vepismasi icin gerekli fakidrier sagler

& gt tamponu slarex davranir,

= Toksik matervaiieri bagiar va da ekijvilelerinin kavbina neden olur.
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& Protesz inhipithriarind icerir.
 Hiicresel metabslizma igin gerakii besin magdeierint sadlar.

(¥

Calismalar swrasinda mikraorganizmalarin neden olecad kontaminasvon riskinin azsiliimast
amecvia ke ortamina antibivetik flavesi de veorimistir. Kiitir islemi siramnda, 48
saatlik zaman araliklarivia, eski ortamin 2 50'si yenisivie degistiriimek surstivie kiltlr:

ortami venilenmistir. Bu isiemin nedenieri 3ovie siralenabilir:

o Hilera iremest sonucu ezaililen temel besin meddelerinin karsilanmas:
o Bliviimayi inhibe edici metabelizima Uriinierinin ortamdan uzeklastimiimasy i~ 2
& pH kontrolunun sadlanmas:

Optimum Caiisma Kesuilarinin Saplanmasi Ve

gt o Calisma pH'si, hilerelerin kiitlr ortemindzki canlilifs, yizeye baglanmasi, :‘jﬁmsé?ve‘:
forksivonu Uzerinde onemit Lir etken cidugundan, cotimum pH gefert  saptenmast. viksek
hiicre verimi a@zsmdaﬁ gnemil bir besamakiir. ilgili lileratiirde 8HK hicreiert icin
optimum pH araii@y 7.2-7.6 deferinde verilmiz oldudundan calismaler da by aralikta.
vir{iimistir, aﬁw;\a HCO3 tamponuyia  vaprimistir. [

Sieaklik; Petri kebinda vepilan calismalerda SHK 21 hiicre helty icin optimume sicakhik

dnd

aralih 33-38°C olarek belirlenmis va calismalar 37705 C'de gercsklestiriimistir, Seki
4.12'den de giriilecedi gibi, 38 Chin dzerindsky sicexiklarda hicre 8iimi sonucunda, canlt

hicre sayzs’..dalayzszy* huc**rme mianiden azeimeaxadir,

4.1.4.2. Mikrolesivici-Desiek T Durgun KEWRIr Ortamindeki Calismaiar

=,

B8ldm 4.1.2'¢e verilen polimerizasyon kosullary kullaniiarsk  hezirienan  cefisik
Dilasimisrdeki PHEMA mikrotasyiciiamin hicre yepismast ve dremest aoisindan tyguniudu
durgun kilr kosuilerinda viritlien cahismalaria saptanmishir. By cahismalarin s
aitinca, mzkmtamwz:z-tsszaadz kit sistemlsrircs kullentiacak en uvoun PHEMA
mikrotasiyict sectimis ve optimum galisma kosuilar: sulunmustur. Cabamaler, Ovlodex- i
¥2 Cylogex-3 mikr ammc:!ﬁr‘ naraiel olarak viruiiimustie. Assdide bu oshsmalarin
sonuctart tartistimistie,

MR L e L
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HUCRE YERIMI (10%hiicrelmi)
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Sekit 4.12.  BHK 21 Hicre Verimmin Sicakigs Bagmithd,

4.1.4.2.1. Gptimum PHEMA Mikrataziviol Secimi

Bu bildmdeki cahismalar, Cizsige. 4.5.°de bilesimieri verilen PHEMA mikrotaswigiiar

kullanmlarak gercekiestiriimistie, Pelri keplerinds vapilan colismaiarde hilerslerin PHEMA
ve Oytodex mikrotastyicilara vepismasi, vaviime ve freme fzsilikleri incslenmistir
Cahismater 37°C ve pH:7.2-7.6 arahidindg ve 6x10° hilcre/m! inckillasyon yoGunludunde

vapiimistir,

¢ Yapismg (zellikleri: BHK hilcrelerinin mikrolesivicl viizeyine vapisma davranis:.
inokilasvondan sonraki 2 seatiik siirede incelenmis ve Bilim 3.3.4.1'de egikianan viintemie
% hicre vapisma defertert saptanmistie. Bulunan sonugier. PHEMA matriks bilesiminin ve
mixrotasivicinin hazirlanmast sirasinda kullanilen ortamin etkisi goztniine alinarak avr
21 cederlendiriimisur,

o Matriks Dilesiminin Efkish Sekil 4.13'¢e PHEMA matriksdeki MMA ve DMAEMA
gruplarinm hucre vapismast Uzerindeki stkileri gisterilmistir, Buradan gbriliscegi gibi.
yainizea capraz bagls PHEMA matriksten olusan mikrotasiyvioriar durumunds yiizeye yapisma

£

cimemaktadir. Bu beklenen bir sonug clup, PHEMA viizeyierin vikssk ssiattlabitiriik
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HUCRE YAPISMASI (%1,)

Sekii 4.14.  PHEMA Mikrotamiviniiaria Cyiadex Mikeotamiyiciiarin Hilcre Yapismas: Yéoinden

Karsiiastiniimas,

«

viikseitilgigings, itk 30 dakika'es hlicrelerin 3 70%nin viizeve vepisti(n, fakal daha sonrs
hizh bir disme kaycetlidl gozlenmistir. By durumun, yukaride 626 adilen inbibisyon
efkisinden kaynakiandifs séwenebﬂir.

Yapisma densyierinden eige ediien bu sonugierts, hazrianacek matriksin ferkd bilesimierde
TMA ve DMAEMA monemerierinin Kombinesvenundan stusturuimeasina karar veriimistir. By
sekilde hazirianan cesith mikrotesivicilarta vapiian calismalarin sonucunds. 0.13 mol MMA
v §.15 mol DMAEMA/mol HEMA bilesimine sahip PHEMA miks sasyzmia s 7 seatlik
strede B 75 dolayinda hicre yapismas: deferine ulasiidiy bulunmustur. Sekil 4.14'de by

onug Ovicdex~-1 ve Cvicdex-3 mikreolasivictiaria xarsilastirmai e?arak yart :mrstér.
Caterfercen coriiecedi gibl, PHEMA mursiasivicilars hiicre vagismas: ik 30 dakikada ook

b g

mzi bir sekiide gercekiesmekie. Cand sonra vavasievarak |20 dekikacs denge dedarine
iasmakiadir. Cytodex mikrofesviciiarin her ikisings de vapisma daha vavas olmakia ve 2
@

f o

H

s3at sonucunds PHEMA mikrotestyiciierdan deha distik yuzde yapisma dederleri () 3 65)
gizlenmekiadir.



2 Sisirme Criamwmn EWisi: Hicre kilitlr cabismelarinda kuliamiscek PHEMA mikro-
tastyiciiarin 8n hezirianma istemlsrinin anlatild b8lim'de (B8itm 3.3.2.2) de belirtiidigi
gibi, mikrotesniciiar 2 degertikli - tyonlar (Ca** ve Mg**) iceren PBS ortaminda {100
mg/1 M3S04.7THL0, 100 mg/1 Callip va & 10 FCS) bir gece bekietilersk dengeve ulasmalar:
sagianmistie, Avmi isiem, Ca*+, Mg** ivaniary icermeven PBS orlamwnds krariandiginda,
hilere vapismasiin, difer vOnlemie haziriznan mikrotasivicilardakine gére 8 20 oraminda
azaldigi gizlenmistiv. Bu durumun, divalent katveniarin serumun yapisindeki fibronektin
mikrotasivior vilzavine etkin bir sekilde befiavarak, mikrotesivior vilzevinde hiicrelerin
pisabilecegt aktif merkez sayisim ertlirmelerindan kaynakiandifi sﬁyim’aﬂir. Ovlodex
mikrotasnviciiar viksek deracede sisme zehligi gﬁstérdi@indea,, oriamdaki divaient
katveniar: absohplamalari sonucy, matriks iesrisindski ivon dengest bozulacedindan Ca®* ve

Mgt tyenlars icermeyen PBS ortaminda sisirilmisierdir.

Mikrotasiyier yuzeying hlicrs yapismas: mikroskodik olarak da incelenmis ve fotedrafiaria

beigelenmistir. Sekii 4.15¢e PHEMA ve Cvicdex mikrolaswyhiciiara vepismis BHK
hiicrelering ait optik folofrafiar girilimekledir. Folograflarden girilecedi gibi yizeve
vapisan hlcreler kiire sakiingegir.

Gcre Yayiima ve Uremesi: Cizelge 4.5de verilen PHEMA svikrotasryiciiar ve Cviodex

v, - hiicre vaviimast mikroskopik olarek inceleamis,
hiicre Uremesi ise BAlim 3.3.4.4'de acikianan vinlem izlemersk saptanmis ve orialema
rieri ie birtikie Cizelge 4.7'de veriimistir,

Lizelge 4.7, Mikrotasivicr- Destekil Durgun Kiitdrde Hilcre Verimi,

Mikrotasivio Hiicre Yerims {rtalama {kilenme Siires
{hiicresml) {s8t)

Cviodex-1 2.45% 108 23.7

Ovtodex-3 2.20% 108 25.7

PHEMA -1 - -

PHEMA -2 - -

PHEMA -3 - -

PHEMA -4 143 106 8.3

DHEMA -5 - -

PHEMA -5 1.70 % 108 319

t
PHEMA -7 - -
PHEMA -8 2.70 % 108 22.4
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B

Mikrotasiyier sisiemds hdcre lUremesinin gercekissmesi igin belil sgyida niicrenin vilzeye
yapismas: gerskmekledir, Yapismenin oimadigi va da disik dizeyde Kaidigi vizeylerds hilcrs
verim deferierinin seplanamavist bu durumun sonucudur. 7 numaral PHEMA mikro-
tasiyicide basiangicdak hiicre yapismast vikksek delerds cimasing ralmen, daha ince de sizl
sdilen DMAE grupiarminin varatli toksik etkiden doiawt, hiicre dremesi gerceklssmemistie
Envitksek verim degerine 8 numaralhy PHEMA mikretesiviciiaria uissiimistir.

Sekil 4.16'da 8 nuymaral; PHEMA mikraotasiyicide hliers vaviimasi ve Uremesint gistersn

optik folegrafiar veriimistir, Mikroskopik incsieme. hiicre yayiimasinin inokilesvondan 2
gt sonra besladiging ve vaklagik I6 seat’de yizsyin higcreieris temamen kaplantifim

adstermektir. | eto@"af‘mman acikea goriiecegi gibi, vapisma safhesinda kiiresal sekilde oian

hicraier, tipik fibrobiast seklini alarak vilzeyde vaviimakiadiriar.

* Lt

Jekil 4.17'de 8 numarall PHEMA mikrotasivics ve Ovlodex mikrotasivigiarta durgun kiltir
ortaminda vagiian ceiismalar sonucy elde eglien dreme efrileri veriimistir. Egrilerder

aorilecefl Gidi, hicre dremesinin bivlik kismy inkibasyon siresimin ik ki ginlik

7

nilimilnde gercekiesmekis. deha sonra vavasisvarak sabit ireme evresing ylasmaktadr,

D

H

Durcun kiltir orteminde gerceklestirilen mikrotesivici-destekli  hilcre  kiilir
MMA/mot HEMA, 0.15 mol DMAEMA/mol HEMA bilesi-

mindeki memz mh PHEMA partikiilierin  ticari olarak mevoul Ovigdex~1 ve Ovigdex-3
snatif slarak kulisniiabiiecedi septanmistie
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DHEMA Mikrotagiviciaroz ticre Yaviimg ve Jremss

N ~

2} Inoviflasyendzn 12 saat sonra

&

b} inskilasysndan 24 saat sonr

¢} inokiizsvendan 36 saal sonre
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Sekil 418, lnokiliasyon Yofuntufunun Hicre Verimine Etkist,

Calismanin bundan sonraki bolimlers, yukaride bilesimi verilen PHEMA mikrotasivicilaria
yvapimistir.

4.1.4.2.2.

X

ikrotesiyiei-Destakii Durgun Kditdrierde Optimy
Kesuillarinin Japlanmast

=
&)
£
@
g
£

Mikrotasivici-destexli kiitlrierde hicre verimi, hicre inokliasvon voduniufy ve
mikratasivics kensentresyonuyvia tiskilidir. Yapiian calismage, inokdlasvon voguniugunun
hilcre verimi Gizerindeki sikisini beiirlemek amacivia. PHEMA mikrotasiyict konsanirasvonu
14 /1 decerinde tutularak, dc farkir ‘nokillasven yodunludunds {1103, 3x105 ve 6x105
hixre/mi) cahsiimistie, £lde edilen sonuciar Jekil 4.18'de veriimistir

Senuclar inceisndiginge, inokilasyon vodunlugunun 1x 105 hiicra/mi degerinden 3xi109
hicra/ml deerine vilkselmesivie, inkibasven stirssi sununda ulasilien hicre veriminin
1.9%x106 hucre/mi'den 3.0x 108 hilere/mi've vilkssidig giriilmekietir, Ancak, m@mimysa
voduniuGunun daha fezla artiirilarak 6 x 109 hicre/mi deterine yikseitiimest sonucda
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Sehil 4,19, Mikrotasivio Konsantresyonunun Hilere Verimine Etkisi.

et
g»
=
&

n Diere verimindg azalmava neden oimustur. BRX hilcraiarinin dirama dzeliiklert ve
k‘l‘*‘fmr kosullarinmn sonucy nlarak ortays oikan Du durum gnzcmre ahmarak, fotimum
inokillasyon vodunlugu 3x 105 hilcra/mi alarak saptanmistic

Mikrotasyic Ksnsamrasyﬁnumm nicre verimi lzerindeki etkisi, 3x10% hikcresmi

nokiilasyo néu@mﬁe. ¢ farkiy mikrotasivior konsantrasyonuvia (5 /1, 10 ¢/43, 20
/1) yag:ia cre~kiltlr calismalaryia belirisnmis ve elds edilen %nuc%ar Sekii 4.19da
vem%més’:ér. Uies:%an blicre verim degerierngen de gorillecegi ibi mikrotasivics

“onsantrasvonunun S g/1 deferinden 10 g/} ée@er‘me aritimimast hicre verimini dnemii
Figlde artirmakiedir. Bu deklenen Sir onug olup, artan mikrotasivio Konsantrasvonunun
nticra uremest icin gerekli vizev alamm. aolavisivig hlicrs verimin arttirmast seklingds
yorumianasilir. Ancak, mikrotasivict kensantrasvony 20 g/ cederine vikseltildiginge
viizey 2lant deha f2zia arims oimasing ragmen hiicre ver i, 10 ¢/) gederincekinden dahe
{ i cegere ulesmistr. Bu durum, KUt oram: yofuniugunun artmas! sonucy hicre
iremesinin encelienmis simasiyia aciklanabilir.
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Tide edilen sonucler, 3x10% hirs/mi “;mki%iasyen yoguniugunda, 10 g/1 kensantres-
vonundaki PHEMA mikrotasiyicileria calistimest gerektigint vurguiamakiedir.

4.1.3.2.3. PHEMA Mikrelastyieriarin Tekrar Kullanilabilirtiginin
S@@i‘mmss

Mikrotasivici-dastekli KiUltlr sistemierinin en dnemii dezaventsjlarindan biri, mikro-
taswici kullamminin Gretim malivelint artirmasidir. Bu dezavenisj, mikrotasyviciiarin
kiiitlr ortaminda veniden Kullamyiabiliriiglyle ortedan kaldiriiabilir. Mikrotasyyictlarin
veniden kitianilabiliriiginde karsiiasiian sorun 18 Gremis hiereier viizevden kaidiriidikian
sonre, geride kalan artik maddeislerin uzakiastiriiabiimest igin mikrotasiviciiarin kuvvetli
asidik ve bazik czeitilerle vikanmasinin gerekii siusudur.

Cvitodex- 1 m:kmiasmmiﬁmc:, vikama 1slemi, pH'ceks farkiifikier nedeniyie mikrotasiv
matriksi ve viik y nuguny defistirmekie, by durumun sonucy olarek da mikrelesivicinin
veni KUitlr ortaminds ikinci kez kulismmwis dislk hicrs verim deferierine
ulgstimakladir

Oviodex-3 mikrotaswviciiamin tekrar kuliamiabiliciigh siz konusy dediidir. Dahe fnce o2
edildict gibl Cviodex-3 mikrolesiviciiar kollojen kaph deksiran mairiksden olusmustur.

Hijcrelerin vizeyden kaidirvimast amacivia kullanilan iripswn, protesiitik bir enzim
cldudunden kolicjen isbakesini parceiamekis, geride kelan deksiran mairiks de hilcr
vapisma ve Uremesini desteklevememekiedir,

Yepilan ¢alismaga, PHEMA mikrotaswiciiarin, durgun KiRtr kosulierinda ikinct kez
kublamiabiliriigh  arastimiimistir. Sekil 4.20'de PHEMA mikrolestviciiarin  iekrar
kullanimiyla uiesilen hicre yapisme ve lreme deferiert. 11K kez kullanimdeki deferlerle
karsilestirmalt olarak vertimistie. {kinci kez kullamimda, hiicremin yiizeve vepisme hizs
iikine orania azalmis, encek lreme e@rilerinde belirgin bir farkiihik ¢Szienmemistir. Bu
sonuc, PHEMA malriksin kimvesal kararhilin nedenivie, tripsinizesyen ve vikema
isiemierinden stkilanmemesivis acikianabitir,

Sekit 4.21'ds KUHUr ortaminda ikinet kez kullamlan mikroteswiciards hicre dremesin
costeren oplik fotegraf veriimistir.
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4.1.4.2.4. Mikrstanyicdan-Mikrotasuyiotys Riers Transferi

Hicre Uremest tamamianmis mikrotashvicilardan, oriame yeni ilave edilen mikro-
tasrvicilara hiiere transfer islemi, mikrotasivici-destekii kiiitiir sistemierinde kulianilacak
tohum hilcrelerin hazirlanmast ametivis diner siseli sistemierin gerekifiigini ortadan
kaldirmasi sgisingan, dzetiikia bivik kapastieli sistemiar icin son derece Snemiidir.

By calizmada, PHEMA mikrolaswicilards hicrs transferi durgun kiiitir ortamingds
incelenmistir. Hilcre Uremesinin lamamiandid kit ortamina veni mikrotasiciiar ve taze
griam ilave edildiginde. BHK hiiorsierinin eski mikrolastyiciiar lzerinds dremeve devam
ederek, veni mikrolasiviciiar izerine veyildiklers ve Dureds Ureverek, mikrotastyici
viizayini kaplathilars gizienmistir. Sekil 4.22'ds ver alen optik fotografds by durum agikes
giriiimekiedir. Fotofrafda kolayikia ayirdediiebiimesi igin lobum mikrotestyict olarak 300
& capindaki PHEMA mikrotastyictier kullaniimistic. Yepilan du celismayia. zerinde Ureme
tamamienmis PHEMA mikrolasiviciiarin lohum mikrolestyicr olerak kuliamisbiiecedi
3onUcune vartimisr. Ayrics, sizd edilen mikr eta:mcdsr +4%0ds 1 hefta slirsvis bekie-
tildikierinde de hilcre cantilifinin korundudu gézienmistir,

4.1.4.5. Mikrolasiyici-Desiekii Sispanse KGitdr Ortamindaki Calizsmalar

—y

Tikeotestyici-destekti siispanss kiitlr cabismalert durgun ke orlaminde sapianan
cptimum kosullards vapilmistie. Caismalarda, 100 mi hacmindski “spinner flask”
tiringdski reskidrierds 50 mi kGitlr ortemt kuliantimistir. Reskiiriin vari Xepasitede
cahishirtimasnimin nedent, reekidr st bosludunda yer alen heva ils, hicre Uremesi igin
gerexii olan karbondicksil ve oksijen gazlarinin sefianmasidir.

Dupgun kiltdr ortaminda vapiian hilers kilithr ca‘hsmaiam, 3x10° hiicrs/mi inokiliasyen
yoguniugunun optimum gefier oidudunu gistermesing rafimen, stispense kWU kosullarings
cang yuxsek hicrs vojuniugunds cebistimasinin gez'e’m oiust nedenivie, cehismamn by

+

batimi 6x 109 hicre/mi inokiilasvan yofuniugunds viritiimiistir.

Calismads oneslikle uygun kermistirma hwinin 3a;z\anmasz amacianmistir.  Sispanse

& Homgen kuitie ortama giusturmax

[2]

KEtdr ortams ve reak e st Dostudu arasinder’ Sz transferini kolaviastirmel
% Higrs liremesi sonucy mikrotasnaoiiarin ofkeimesing Snlemek.
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Sekit 4.23.  Mikrotaziyici-Dastekii Sispanse Kiitdrde Karigtirma Hizinin Hilcre Uremesine
Eikisi.

Seiit 4.24,  Pnkrotasivicl Yuzevinaen Hucre Dikuimas:
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Cizeige 4.8, PHEMA Mikrotasiyici-Destekli Sispanse Kiltlr Reakifird ve Déner Siseli Sistem
Hilere Verim Degerlerinin Karsizstirimes.

Sistem inok{iiasvon YojuniuGu Hijers Yerimi
{ % 10-5)/mi {x108ymi
Diiner Sise % 1.65

PHEMA Mikrotaswini-
Destekll "Spinner Flask”

(93}
(22
[ ]
<

4.2. POLISTIREN MIKROTASIVICILAR
4.2.1. P3 Mikrolaswyios Jegimi ve Yizey Modifikesyony

Huora kuitur caligmaiarinin vur GG polimerik matervalier arasinds, an uygun fiziksel
dzelliklere sahip bulunmast nedenivie biringd sirayt polistiren aimskia ve cok cesitl
hiicresel Urinlerin Uretiminde vaygin olarek kullamimekiadir [127]. Poiistiren petri
kammmn hiicre kiillrinde kullanimi 196%%erds basiamistuir. Ancek, Ursticl firmalar
tarafindan da ogikiendigi gibi herhangibic isiem grmemis P§ viizeyier, hicre yapismasing
izin vermedikieri icin hiicre Uremesini ¢ destekiemezier. Bu durum, PS'nin viizey
Kimvesindan kavnakianmakiadir . Yizeyin blicrs yapisma ve vaviimasy apisinden wygqun hale
getiriimesi, Kisecasy vizey modifikasyonu, cesith kimyasei islemierle gergskiestiril-
mekisdir. Bunler aresings sliflirik asitie sﬁ;ia‘s%&ma, kromik esille stkiisstirme ve plazma
oclimerizesvon véntemiert sevilabiiic {30-33, -1301 . Doku kilitlr amaghs 5 petri
kaplamimin, bakleriveicitk petri keplamimin plaema ;xs}*;mgrizasyen tskmigi kullamiarak
modifive egiimesivie imal agiimekie s’m@s oilinmexts, ancak islemin soesifikesvonlar:
uretict firmalar tarafindan gizh luluimakledir. Ayrica, negelil wizev vikine sship PS
mikrotasiviciiar de ticeri olarak gelistirilmis olup, hiers kiiitlr calismalarinds tasarvia
kultamimaktade {1351,

Yukarda aCkianan by durumiar z28ninde bulundurularak, vepilan calismade PHEMA
mikrotesvicitarin yamsirg PS bazh yeni bir mikrotasvic tlriints de gelistiriimest
planienmistir,

Cimvasal kararithgn, toksik olmayist, seffafhy ve steritlenedilir!iai nsdemivie BicRug

)

firmasi larafindan Urelilen 3 2 oraninga OVB e capraz Begh P35 matriksden olusan

"Biobeads SX2° imwmli kiiresel partikilierin tasivier matriks clarak kullamimasi uygun

i

geriimilstir. Sekil 4.28'deki optik fotofrel PS partikiillerin bov ve bov defihimm
gdstermekisdir,
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Cizelge 4.10.  Degisik Plazmalards Renk vo Basine Dogisimi.

Monomer Plazra Rengi Sonuc Basine Deferi (amHg)
Partikiil Reakitrd Film Reekitrid
Trietilamin Merkezde Pembe 300 400
Kenarda Mavi
Alilamin Meri-Gri 350 400
Etilendiamin Pariagk Pembe 270 400

Plazme vik bosahm prosesi, malerval vigin yepisini defistirmeksizin sadece wiizey
deeliiklerinin modifive ediimasing saglaven bir vinlem olup, Gzsilikie bivomstervallerin
viizey madifikesvonunds baserivia  kulleniimekledir [132-134). Bu durum, P53
partiklilerin viizey moditikasyonunds da ayni vontemin secimine gitirmistiir, Ancak, kiasik
plazma polimerizesyon reskirieri, mikron bovutundeki kiiresel partik{l wvizeyisrinin
homajen bir sekilde kaplanmast icin uygun oimat@indan ven! bir plezma potimerizasyon
tekniginin gelistiriimesi disntimis ve @aiasmaiar Bilim 3.1.22¢d gyrintilarivia
acikianan plezma reakibriings viritiimistir.

.....

varhiGlyia saglanmakiagie [ 14]. Yap:ilen calismada g ven Emiafmn monomert kullamlarak
vizevae pozitif viik olusumy amacianmistie, Sekil 3.2.'deki kimwvasal formuissyonden de
gortilecegi gibl, EDA ve ALAM orimer aminler olup, ALAM dahs uzun hidrofobik 2incirs
ahiplir. TEA ise tersiver bir aminglr. Bdylelikie, emin Wrindn fark ihidindan keynakianan

yizey Gzeibikierimin Karsilastimiimasy ve  htcre  kUMOrd  dzerindski  stkilerimin
incelenmesinin mimkin clecad énglriimistir .

4[,

o

Ayrica, tlert surdlen 0y vintemin, piazma poilmerizesyony spisindan ovguniudy, Kiasik
lazma polimerizesyen reakifriinde ayni kosuliards modifikesvonu geroskisstiriien P£S
filmier e karstiastimiarak septenmistir,

’C’J

4.2.2. Piszma Peiimerizasyon {zeilikleri

Plazme poiimerizasvonunda. plezma orlamindekt renk ve Casing dedisimisrt
cin Karaxlemistiur, Cizeigs 4.10°& PS mikrotastviciiar ve PS filmier 10in uo cegisik
alkilamin plezmesindaki renk ve basing dedisimieri verilmistir,




Gizeige 4.11.  PS Mikratazmncilar ve Flimler.

{rnsk Monomer Plazma Kosullars
Numaras Siire (caxika) Gle {(watt)
? - - -
2 ALAM ! 25
3 ALAN 2 z5
4 ALAM i0 25
3 EDaA | 2.5
& EDA 5 2.3
7 £Da i 2.5
8 TEA i 25
] TEA ) 2.5
10 TEA i0 2.3
i TEA 10 0.0
{izeiga'den e goridlecegl @by, her ik reakitrde, U¢ ayri monomer durumunds @ plazma

rengl ayni Kalmailedir. islem swssinde monomer tlridne bafimb alarak besine arhis
o%usmakia ve by arus, PS Tilmierin keplandidi polimerizasvon reekidriinde diferine gore
geha fazis olmekiadir, Besing artisi, plazma ortaminda monomer molgkiiflerinin birbiringen
avm%amk, reax'irdeiy gazin wplam mol sayisi arttirmalaryla acikianabilie [118]. PS
nartikiitier, PS flimlerden dafe qenis vizey alenira sahip oiduklars icin dahe fazla altif
piezma bligesi i3gei aderler vadolavinivia gez fazdeki nasing artist PS filmlare gire daha 2
slur. Clzeige 4.10. veniden inctelenirse, pertikil reakidrinde ALAM plazmas: durumunte
besing arlisinin en fazia oiduu, buny sirasiyia TEA ve EDA piazmalerinmn 12legig goriilir.
Film resiifriinde ise menomer tirtne bagimis olarak basing degisimi clusmamakiadir,

Sunulan arsstirmanin by Dolumunge, alkilamin tirinin yamsira, plezms reaksivon
kosuilars, vani, reaksiyon sliresi ve RF glicl de degistirilerek, farkhy vilzey dzeilikierine
:3nip PS mikectasiviciiar ve Tiimler nazrtanmistir. 4 :si{;s <.11'¢e PS mikrolasncilar ve

23 filmlerin heoirlanma wosullar Hstalenmistie,



2.3. E3CA Teknigivie Yizey Analizi

Yapiian bu ¢alismada, sikilaminlerie m A
delaniswia viizey vepist ESCA teknigi kullamiiarak, B8im 2. 2 5de aniatiian sekiide analiz
gdiimistir.

4.2.3.1. P3 hikrolasiyiciiarin Yizey Analizi

Sekil 4.29'ds, 8.9 ve 10 numarall PS mikrelesiyiciiara ait E5CA spekirumiars Srnek olarak
griimistir. Piklerden gdriilecedi gibi viizeyde £ ve O glementierinin vamisirs, aikilamin
vQQ’smdan kavnak ianan N bulunmakiadir,

Jizelge 4.12'de PS mikratasivictiarin ESCA ile lavin edilen atomik bilesimieri veriimistir.
Yiizeyi piazmayla modifive edilmemis olan PS partikiiler konirel amaciviz kullaniimis ve
ESCA analiz sonuciaring gire viizeyinde karbena ilaveten, oksijen ve siliken'un varlip da
gizienmistir. Sunlerdan siiikonun  laboratuver islemisri siresindeki kontaminesven
sonucunde  orleys oGy lehmin  ediimekledir.  Perlikliierin  amin  plazmesyvia
maﬁz‘ff&mm. vizevde azot varhiging ve oksijen mikiarinin arimasing regen olmustur,
Yiizevde oksijen varhi cesitii sekilierde acikianebilir. Beslangic monomerierinin tamamen
degaze edilememis olmast, reakior ¢eperisrine adsorpianmis suvun varhdy ve do reakifirde
glabilecek ulfak kataklar bunlar aresindg saviiabilir. Difer bu aoiame ise, reskitr
wridmginds, atmosierik oksijamin partikil viizevinde serbest radikelier clusturmasicir,
Piezma polimerizasvonuyia liglii dehe dnceki calismaler incelendifinde de, beslangic
monomeri oksijen icermemesing ragmen, sonucdeki pelimerin genstiikis oksijen icerdig
girdimistir [ 135].

Cizelge 4.12 inceisniiecek olurss. TEA plazmasinda, piazma gicintn 2.5 Watl'den 10 Watt's

artliriimes:, partiklil vilzevindeki azot bilssiminin B 5.1'den B 12.7'g vikkselmesing neden
almustur. Yizeydek! okstien mixlari da ® S.6'dan % 9.5 vikseimistir. 3u sonug, plazma
glcndeki artisin aklif merkez seyisint arttirmast ve doleyisivie partikdil yiizevindeki

birikimin arimasing neden olmasivia agiklanabiiir,

seiil 4.30°ds resksivon siresingeki artisla, mikrolaswics vizeyinde biriken szot mildam

srasingeki {liski herSir monomer igin vertimistir, Crafik’deki egrilerden de goriledilecsyt
3ibi, resksivon sirssinin artisy, vizevée dahz fazla miktarda 2zot hirikimine necen
imakiagir,

Lx.J

<
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Sekil 4. 22, PS Mikrolagwnctiars Al ESCA Spekirumian
{2} TEA; 1 dakika; 2.5 W {8 numarah PS)
(b} TEA; S dakika; 2.3 % {2 aumarsh PS5}
{c} TEA; 10 dakika: 2.5 W {10 numarali PS5}
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Clzeige 4.12.  PS Partikiilerin Yizey Alemik Bilesimi.

Monomer Reaksiven Siiresi Atomik Bilesim (R)
{ dekika) Si ¢ 0 N
Kontrol 1.7 93.5 4.8
Tristilamin 8.5 2.3 87.8 7.4 Z.B
1.0 gs.C 2.5 4.5
5.0 0.5 8.1 3.3
75 89.4 &0 45
10.0 393 5.6 5.1
£ 10.0 77.8 8.5 12.7
Altlamin 1.0 89§ 5.7 £7
5.0 38.8 8.4 4.8
10.0 86.5 5.3 3.7
Etilengiamin iQ 3%9.4 81 2.5
S0 82,4 10.0 7.6
1 0.0 75.0 11.7 133

* 250 uHg/ 10 walls
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Cizelge 4.13. PSS Flimierin Yizey Alomik Bilegimi.

Monomer Reaksivon Sirest Atomik Bilesim (%)
{dakika) Si 5 ¢ & M
Ronirod 93.7 .3
Tristiiamin .0 1.7 j. 74.% 131 9.5
5.0 i9 i0 735.2 134 8.5
10.6 44 1.0 72.3 i5.2 7.1
Alilamin i.0 51 1.3 75.7 13.7 2
5.0 1.6 1.2 73.6 4.3 9.9
i0.0 i.5 73.9 4.5 9.8
tlilsndiamin 1.0 2.4 81.3 3 8.3
50 1.9 64.6 14.7 18.8
ic.0 3.1 1.0 4.9 ii.4 i2.4

3

lazma gucd 2.5 Wall degerindevken 10 dakakatik reakssyen senucunds, EDA plazmasinda
mﬂﬁmy egilen mikrotegsyicimin yizey azol ®'si 12.7 itken, ALAM ve TEA piezmalaninde
zzyia 6.7 ve 5.1'dir. By farkhihigin nedent, moromerierin Sekn 3.2'de verilen kKimyasal
yam%am incelendifinde aotkea giriilmekisgir. EDA molskiil 2 azot atemy igermesing

roiik, ALAM ve TEA molekiiiier: sadece | azol atomung sahiptir. Delaviswla, EDA
slazmest, ALAM ve TCA'e ¢ore daha fezla aklil aool merkezi tesimakiadir. Sekii 4.30%dak;
herbir efrinin efim defert, polimer Dirikim M2y giarsk iface egilic ve 3 agrd
karsuigstirnidiginda, EDA  plazmasindg poiimer  birikim hizimin TEA ve  ALAM
plazmaiaringakinCen cok (aha yiiksek oigudu koiaviikia goruledilic.

‘1‘3

fizelge 4.13'02 PS filmiere a1t £30A anghiz sonuclart vertimistin. Kentrol emacivia
kyilentlan PS film valmizee karbon ve a2z miklarde coksilen icermekiedir. Plazma

colimerizasvon islemi sonucunca eide edilen tUm vilzevier ise. 2zot, sihikon. kikie: vs
Jsiien icarmekisgie. Oksijenin varligi, dncekl boiUmde partiki! vizsyindeki nksifen
variigivia aynt sektigs agikianapiiir. Stitken ve kUkirt ook 22 mikleriarsa olup, amamivie
iaboratuver kosuliarin cah koniaminasyenden kayrakianmaktadir.
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Sekii 4.31.  PS Fiimierde Piazma Reaksiven Slresivie Yiizey Azot Bliesiminin Dejicimi.

oekil 4.31'ce plazma reaksiven strssinin film viizevinde biriken 2zt bilesiming etkisi

gistertimistir. Egrilerden girillecedi gibi, reaksivenun vakiasik besingi dakikesings 0

yuzeylerceki azot miktary meksimum degere ulasmakiedir. £n yiiksek azot viizdesine{ 8 20)

EDA plazmasivie uissilmakiagir, By egilim, PS partikilierdekivie ayni simasing ragmen,

fiim durumunda. viizey azot bilesiminin cok dehe vikssk oidugu wriimekiedir. Vissilan by
sonuctar asagida verilen “yiiksek avrisim 18" spekir umiarivia varumisnabiiie,

3

-

Yiiksek ayrisim Cls spekirumiars, PS film ve mikrotasivicilarin plazma poiimerizasyonuylz
<apianmesi sirasindek farklilikiary iyl bir sekilde soikiemakiadir, Sekil 4.37'de yiizeyi
mogifive ediimemis PS partikiii 8rneg gin Cis spekirumy gisteriimistir. Modifive edilmemis
PS fiim icin de avm spekirum elde sdiimistir,

Spekirumaa acik ofarak ki pik goriiimextedir, Buniarn 11, 285 e¥'da goriiien dar Bir pik
olup, PS'deki alkil ve aromatik C-C gruplerina eittir. 292 av'deki | dana genis ver tuten pik
“venicen dizenlenmis uvdi 5ik” {shake up sattelli ) larak aglangirthr £SCA viinteminge
St atmean merkezi elektronun avriimesi, deferlik elekironlarinin alekironik acin
yeniden dlizenienmestvie birlikie gerceklesir. £lektroniarin by sekilde sevz‘ye gegistirmesi
‘sneke ug” prosesi olerak adlandirihir [ 13818y prosss Sekil 4.32de ghriien pikinvariitsna
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Sekii 4.32. Modifive Ediimemis PS Partikiile zit Cis Spekirumu.

neden ciur. Plazmavia polimeriestiriimis fiim kaplamaiar, ganellikie bivie bir pike neden
glabiiecer. grupler icermediklieringen, bu pik yiizey kaplamasinm ook iyi Dir sekilde ifage
eder. Pikin yokoiusu, substrat viizeyinin kaplandi§inin gistergesidir. Sekil 4.33, 1, S ve 10
dekikahk streierde ¢ e emin monomerivie maodifive ediimis PS filmiere ait vilkssk
svrisim Cis spektrumierint gostermekiecir. Bu spekirumia kentrai P§ Srnegine ait
spekirum {Sekil 4.32.) araswngski en carpioy farkhihk, 285 e¥'deki hidrokerben pikinin
viksek eneriiil kismindski oiontimin verb@dir. Bu pik plazmavis polimerlestiriimis
polimer filmindeki amin grubundan kevnaklanmakiadir ve EDA agazmasm&a,;é i, Sve 10
gakixahiv reaksivoniaras bivukilk soisindan sabit kalmakiatir. TEA ve ALAM plazmalarinds
ise, reaksivon stresi 1 dakika'den © cakikeye uzeliidhi@inda pik'de Delirgin bDir biviime
gizlenmekie, fakat S dekikadan sonrasiire uzstiidiG: halde pik bovutunda herhengibir degisim
goienmemekiedir. Bu gurum, polimerizasyon reaksivonunun itk S dakikesinde vizeyin
alkliaminie tameamen xepiandifimy gosiermekiediv. 10 dakikalik reaxsiyon suresine au
sgekirumiarda "shake up sateliite” pikinin bulunmamas: de Bu sonucy destek jemekisgir.

Sekil 4.34, 3 tir alkilaminie, fark’: slrslerae modinive sdiimis PS partikiiilere ait viksel
avrisim C1s spekirumiarim géstermekiedir. 1 dakikehik reaksivan sirssi sonucunds tim
grneklerdeii amin piki ook zaymzr. 285 sg¥'deki cck dar hidreksrbon piki RS igin
karakieristik piktir ve tUm Srneklerds “shake up satgliite” piki belirgin bir sekilds ver
almektadir. By spelirume gavanarak, | dekikalik strede partikill vizeyimin ¢ok az bir
ndliminin  kaplanmis olcufu keolayhikia sOyienebilir. Keplama siresi S dekikeys
sikarvidigings amin pikinin sicdeti artmis ve "sheke up sateliile” oiki zayiflamistir. Sire 10

gakikaya cikaridi@inds ise, lWm spsklrumierds emin piki belirginlesmis, “snake up
satelite” piky 18 vokgimustur. Fakal, amin piki ving ge PS tilmierdek: gemisiige
uiasamamakia, dolayiswvia P mikrotesiviciiardeki azol icerigl PS fiimlerdekinden dens
dUsik dizeyoe kelmakiaar.
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Bu sonuclar, iki sekilde atikianagbilir. Birincisi, reak®rdeki karistirmanin Kisg resksivon
sirelerinds yeterii clamayisi, m?aysswia tim partikiillerin monomeric temas edemeyisidir.
Senug olersk, ortamdaki partikiilerin bir kismi kapiamirken, diferieri kapianmadan
kalmakiadic. Dider atikiamava ¢Ore ise, tim partikiiiler kag%anm}sﬁr, ancak PS film
Brnekiere obre kaplama kalinhigy veterl degildir. PS partikiilier, PS filmiers gire cok daha
genis Dir viizey alaning sahip cldukiarindan yiizevin, PS fiimierdeki kahinikia kaplanmas;
icin aymi redksivon siiresinde deha fazla monomer gerekmekisdir. Baska bir devisie
kaplamanin yelerii clabiimesi igin reeksiven slirest 10 dekikamin {zerine oikariimahidir.

4.2.4. Hicre KEEr Calismalars

Bolim 4.2.2'd lartisilan piezma polimerizasvon vintemivie vizeyleri medifive ediimek
surstiyie hazirlanan PS mikrotasiviciiar ve flimierie 8HK hilers «Uitlr orleminds vapiian
celismalerin sonugiars esafide sunulmustur.

Stz konusy hilers k8itlr calismaiar, PHEMA ve Oytodex mikrotasiyviciiaria daha dnce vapilan
¥e sonuclar BEilm 4.1.4'de verilen calismalerds ssplanan cptimum kesullerce ve durgun
kit ortamindg gargekiestirtimistir.

Hilere Yapismasy: Hicre inckillasvonu sonrasinds tim viizeyierde 8HK hilerelerinin vapisma
fzelligi mmm@mk oiarek incelenmis ve primer aminlerie (ALAM ve EDA) mogifive
ediimis vizeylerde TEA il modifiye edilenlers gire yepismanin dahe hizhv sldufdu
bu?unmusmn ALAM ve EDA plazmalarivla mogifikasvoniarcs farkilik giizlenemenis, avrice
plazma reaksivon suresindeki artisin hiicre vepisma 82e81ligini degistirmediti goriiimistiie.
34 durum, £SCA ansliz 5 Ciamyka ds cisterilmis olug, S dakikabik resksivon siresinin
yizeyierin iamamivie aa‘fanmas n oyeterti olusuvia agiklanmistir ve dolayisivia bu
deidienen Dir durumou

Hilers Yayiimes: ve Ursmesi: Mikroskopik gizlemier, hiicre yayiimesimin tim vijzevierds.
inoklilasvondan 2 seet sonrz Dasiadigini gistermistir. Cizelge 4.14'de aikilaminie kaplanmis
PS film viizeylerce 4 qunllX inktbasvon stresi sonucunda ulesilan hiicrs dreme dederiers
{hiicre/mi) slarak verilmistir. Bu dederler incelendidinde. TFA kepli yiizevierde remenin
eny i oldudu &ikes girdimekisgir



[aN]

Cizelge 4.14.  PS Fiim Y{zevierde Hicre Yerimifiigh. (inckiiisvon Yoguniugy: 314
hicre/mi, inkibasysn sirest: 4 giin) '

PSFilm No Kapiama Kosullar Hilere Uremesi (hiiera/mi)
i ALAM; 2.5 W; 1 gakika 1.8x% 108
2 ALAM; 2.5 W; 10 dakika 2.1%x 108
3 EDA; 2.5 W; 1 dakika 1.9x% 108
4 £DA; 2.5 W, 10 dakika 2.4x% 105
5 TEA; 2.5 W, | dakika 2.ix 108
& TEA; 2.5 W; 10 dakika 2.8x% 108

Sekil 4.35de, inckiliasyenun 4. glinlinds PS ylzeyierds hilcre Uremesini gisteren sptik
folagraliar vertimistic. By folografiardan ds giriliecegi gibl ALAM ve EDA kapl vizevierde
dcre dremesi benzer sexiidedir. Kontrol amecivis kuilantian PS doku kiitlr kabinds da avms

tip Ureme gizienmistir. TEA kaph viizeyierds iss hicrs {remssi sarmal vap ghstermakisdir.
By vap ,a‘bmb astiar icin karekleristik ciup hiiere Uremesinin mikemmeiligini sterir.
Sekii 4.38'da TEA kepls viizevdeki sarmat vagi daha eCik bir sekiids giriimektedir,

3".

£5CA ansliz sonuciarindan ta giriilecsyi gibl, ALAM ve TEA kapt: viizeyler hemen hemen aym
mikiarge gzot icerigine sanip cimalering ragmen, hicre Ureme karekieristikler: ook
farkbidir. Bu ferkhvitk, monomerierin kimyasal yapiiarindan kevnzklanmak iadir.

4.2.4.2. P3 Mikeotasiviciiards Hicre KEWERS

Hilcre Yaoisma Kinetigh: B4 grupdaki dengylerds, hilcrs inckitlasvonundan sonra, 30, 66, 90

ve 120. dakikalerde atinan hlicre seyimiarivia, by sire icinde mikrotasnict vileeyine
vapisen blicre kesri belirienmistir. Sekil 4.37'de tim mikrotasiviciiar icin by densyvierin
sonuglary vertimis olup, grafikdeki efrilercen gikiiamin tirlinin hicre vepisma kinetigh

£
izerindeki etkisini karsiiastirmais olarak incelemek mimiiindir.

ekil 4.27'ce gorliicligh gibl, vilzevi modifive edilmemis PS partikiiiierce hilcre vapismas;
cercekiesmemekiedir. Diger tUm mikrotesiviciiarda, {1k 30 dakikalik siirede cox hizh bir
vapisma simakis ve vakiasik zosiam, vapismamn & 80'ini clusturmakiedir. Plazma reaksivon
suresi, monomer Wrl ve TEA plazmasinge, plazma gicl, mikrotesivic: viizeying hilcre
vapismasing stkilemaxie ve fark it vapisme azstiikiering ylestimakiadir.
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Sekil 437, P35 Mikrotasiyiciiars BHK Hicrelerinin Yap: srag Kinetigl
(E4rt Yamndeki Numaralar, Cizelge 4.1 1dekd Crnekiere Aittir)
insiiiiasyon Yodunludu: 3x10° hiicre/mi;

Mikrotagiyvic: Konsantrasyonu: 20 g/it.

Primer aminler karsilastiriidiginda, £04'in hugre vapismast igin ALAM'e orania dabe uygun
Bir yuzey olusturdudu stylenebilir. Plazma reaksivon siresinin artmes:. ka oit mikrotesiyn

vizeyinge vapismay? ertlirmaktadie. By durum cahsiian tim plazmaler igin gecerli olup,

jolf oS W T3 ~ . o~ 1 K ¥ Y7L s £y
£3CA analiz sonuglarivia da uyum sadlamaxiamr.
Yilen TEA flie 10 dakikalic sirede ve 10 Wall plazme guclinde modifive edilen

wrctagyotiarda NUCPe vasismasinin 20 i Siougu ve 2 sestlik str2 sonucunga, arizma
sasiangioce konulan hucrelern 2 80 inn vizeve vazistif gizienmeriegir. TEA qurumunca,
plazma reaksivon suresi ve gielindeki artis £DA ve ALAM plazmaisring ¢ire vepismay dahe

fazla ertirmakiemr.



Hicre Yaviimest Sekil 4.3%'de, alkilaminiarie meodifive edilmis PS mikroteswiosiarin
viizeyinde tiiore yeytimasim gisteren optik mikroskep e cekilmis fotodrafier variimistir,
Mikroskopik incaiemeler, hiiors vayviimasinin lim vizevierde inckiilasyendan 3 seat sohra

clustuguny ghstermistir. Primer amin kapii yizeylerde yeviima tersiver amin kaph viizeye
gire daha Mzh oimakiadr.

Hilers Uremesi: Calismads hazirlanan PS mikrotasiviciiands hiiere Greme dzeilikieri durgun
k{ItOr kosullerinda incelenmis ve liremenin 6 glinde tamamiandiy gizlenmistir. Jekii 4.39,

4.40 ve 4.41'de sirasivla TEA, EDA ve ALAM ile modifive edilmis PS mikroleswioilardaki
iireme efrilert veriimistir. £0ri numarsleri, Cizelge 4.4'de verilen kapiama kosullarim:
belirimekiedir, E@mercen gorilecei gibl, plazma resksiyon siiresinin artisy Gremeyi
artirmakiadir. Bu durum. TEA icin en belirgin olup, plazma glictinin 2.5 Watl'dan 10 Wail's
gtkarihist hiicre Uremesini Snemii derecede arttirmakiadir. Pleama kosullar: ayni oidudunds,
TEA kaphi mixrotasiviciiar, EDA ve ALAM ile kapli olanlara gire hicre Uremesinds artisa
negen oimakiadir.

PS mikrotasiyiciaris gercekisstirilen hicre kiitir calismalar:, mikrotasivicr bovutunun
hicre yayiimas ve remesi acisindan tnemli bir elken oiduGuny gostermistir. Cizelee 4.9'da
belirtiidigi gibi calismade kullansien PS mikroteswyiciiar 37-74 i boyutundadic ve 3eki

'''''

4.28's dikkat edilecek olursa, kiicli cepl partikiilier savica deba fazledir. Hicrs Kiltir
oriaminga yapilan incelemeier, S8HK hicrelerinin mikrolaswicr vizevine kelayikia
yapistiging, fakat kiciik bcfyuidaki mikrotestyiciier (zerinde yvayiimasinin gok zor oldufuny
¥ yiizeve vayilan picrenin mikrotasiyiciyi icing slarak pstri kabimin tebaning vapistigm
gistermisitir. Sekil 4.42'de tlebana vepismis durumdaki hicre ve mikrotesivicilar

griilmektedir. 3u durum, hicre verminin dismesing neden oimﬁaﬁm Yerimin
ariticiiabiimest 1gin PHEMA ve Cvlodex mikrotestyicilards oldugu mbi 100-200 g boyut

arahinda P3 mikrotastyiciierin hazirianmas: gerekmexiedir,

4.3. MIKROTASIVICI-DESTELL] KGLTR s%sz:mv*%ms HUCRE TAPISMA ¥E
UREMESINGN MATEMATIXSEL OLARAK DEBERLENDIRILMESI

Yaprian  cabismads, mikrolasnaci-cesiacilt kGlUr sistemlscince BHK hicrelerin
mikrotasiyier viizeving vamisma ve viizoyoe dreme Kinetikieri incelenmis ve eide edilen
sonuciar, Bbilm 4.1.4 ve 4.2 ¢'de wertistimistie. By bilimde de sonuclerin matematikssi
olarak dederiendiriimesi vapiimistie,
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Sekil 4.41. ALAM Kaph Mikretasivicilards Hicrs Uremesi
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4.3.1.1. Matematiksel Modelin Tamim:

Hicre yapismasinin matematiksel olarak tanimlanmasinda, yukaridaki aciklama gizdnine
alinerak Esitiik 4.1. tiretilir. |

98 a
=kx (- 3 (4.1
gt Smax

8u esitiikle: X : Herhangibir t zamanindg ortemds buiunan serbest hilcre konsantr
{hicre/mi}; & Herhangibir 1 zamaninda mikrotasivict yiizevine vapisen hiicre kcr%‘an{-
resyonu (hlicre/ml} ; Bmax: Yizevdeki tutunma noktass savisi (hicre/ml) ; k: Baslangic
82g61 vapisma hizi {dakika~ ! Y

Serdest hicre konsanirasyony X =X - aclersk ianmimianirsa Esitlik 4. 1. asaldekt duruma

& 3
N % .
= k (Xp-ay L 1- } (4.2)

& Smax

Leed

Surada; Xy Besiangic hiicre konsanirasyonucur {Ricre/mi).

r’"l

sitlik 4.2, yiizeydekt herdir tutunma noklesing tek bir hdcrenin yapistiginr ve basiangicia
nizit bir sekiide gercekiesen vapismanin. zamanie viizevde bulunan, wiunms nokialarin

nticrsler Grafindan isqai edilerek azaimas: sopucy yavasiamzjsm ifads stmektedir. Yizeyrde
50s nokie kalmadiG durumda yapisma sbzkonusy degildir.

Esrthik (4.2.) asagideki simir kosullart kuilemilarak inlegre sdildiginde:
t=19 =10
i=1 3=13
Ymax Ag -2 Zmax 2
Lint - in{ Vo=t (43
Aa ~ max Ko Smax

(.
4]
o~
joarsg
&
®,
&
<
g
&
=
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Gizelge 4. 15, Hicre Yapisma Verilerinin Deferiendiriimesi (PS-4).

zaman Amax {(Xa=2)7 %
{dakika) {in I=Y
' As = Bmax {2max - ) / Bmax

0 0.000
30 0.979
60 i.919
80 3.026

FAY, -

E3itlik { 4.3) yeniden dizeniengiginds

Zmax ‘ (Xg-a}/¥%s
[In 1=kt (4.4)
Ko = Bman {Bmax = &) / Brax

sak ling gintsiir,

Zamana karst. {amax / Xo = Bmax) M{{ 4 -2}/ Xo /{8mex - 3}/ Bmex }  terimi
grafige ahnarak, alde edilen dodrunun efiminden k dedert bulunur,

4.3.1.2. Oneriien Medeile Mikrotasiyici-Destekli Sistemisrde BHK Hiicre
Yapismasinin Dederliendiriimesd

28lim 4.3.1.1'da tanmmianan model PHEMA, Oylodex ve PS mikrolasivici-destekii kil
sistemiarinds mikrotaswvicr viizeving BHK hicrelerinin vapismasit ifade stmex amativia
wullamiimistic. Mogel naramstreler: deneyssi verilerdsn eids egilmistir,

P3 Mikrotasvvioi-Desiek 1 KENHUrde Hiore Yepismasy

25 mikrowsivictlaria vaptian hucre kultdr ~2hismalars scnucunce elce edilen hilcrs vapisma

vingUdine a1l veriier ceferiendirilerek mocain wyauniugu arustimistie,

Mode! parametrelerinin Saplanmast amacivia 1Zisnen vontem, 4 aumarals PS mikroiasvic
{Cizeige 4.15) ile eide edilen depevesi veriler frnek alinarak eCikianmistir. Densvsel
veriler kuilaniiarak hazirlanan Cizsige 415 vukarica veriimistir.



b
J

Y
e
1

Q Deneysel veriler

% {dak)

 Sekit 4.43.  k Degerinin Bulunmasmga Kullamian Y-t Grafigh.

X, hilcre ingkiilasvon veduniugu oiup 3x10° hicra/midir. amex 158 inckiilasvon siresi
sonunda vizeve vapisan orialama higre konsantrasyonu clarsk ahiamis olup 1.80x10°
hiicre/ml degerine sahiptir.

Cizelge 4.15 'de Y ile tanimianan terim Zamana kars: grafigs gecirilerek elde edilen nokialara
an iyl uyen dodry “Texas Instruments T1 55" hesap makinesinde buiunan "linesr regresvon”

programivia saptanmis ve dofrunun efiminden K dederi bulunmustur (3ekii 4.43).

o—u

2 ve S numarali PS mikrotasivicilar icinde av islemin uvgulanmesivie bulunan sonuglar

Cizelge 4. 16 'dverilmistir

Cizelge 4. 18, DS Mikrolasivictiar igin Model Yapisma Parametrels

Mkrotagivicl & {dakiza™t) re
ERER 3.0082 3,59
RRES 0.0334 1.00
pS-5 G3.0310 .99

*

r Korelasyvon katsavisydir.



Cizelge 4.17,

PS Mikrotasivicar Igin Deneysel ve M
Kargdastiriimas:,

dei Yapisma Degerier

in

Mikrotasvier | Yapisan Hiicre Sass Zaman (dakika}
{ 10% hilcre/m1) 30 60 90 120
P3-2 Dengysal Deder 0.60 73 0.98 1.22
[adat Deer 0.54 0.81 (.96 1.22
PS-4 Deneysel Deger 1.26 1.57 1.71 .82
Maogel Deder 1.27 i.38 1.71 1.82
P5-5 Denevsel Deder 1.26 .57 .62 1.73
Modei Defer 1.21 1.51 1.63 .73

"a” defiarlert, £5ithik { 4.4) kullamiarak "Bolzanc Yontemi®
simavan denkiemisrde ki lavini vapabilen “Orlay” programi

£)

H

biigisavards ¥ 1 duvarhikia saptenmistic. Program, EX-F'de variimistie,

fle EPSON  OX-10
‘g karsilastiryim

Deneyss! oiarak ve model yardimiyia bulunen a dederteri Cizelge 4. 170 k

Sekil 4.44'de magsl deGerierivie, g
tir. Grefiklen do friidligl gibt 2, 4

veriimis

1y

geneysel o

PHEMA va

derteria model dederiert ok iyl Dir uyum gisier mekiadir,
PHENMA ve Oylodex Mikrolasiyici-Desiekii K&illrde Hilcre Yapismas:
Cvicdex mikrotesiviciarie durgun RGHUr ortaminda viriidlen cabisn
sagianan hlors vepisme kingtigine ait veriler @8 PS mikrotasvigr verilerinin
esinde iZianen yontemle cederiengiriiimis ve sapianan mogs! taramatrs!

igngiriimes

dengysel ¢

~

18z veriimistir,

Caoeige 4,18,

OHEMA we Cylodex Mikrolaswyicilar

"ng dayal) olarak calisen ve lineer

23

(ipi

ot

ISR
olarak saptanan geferisr karsilastirmal olarak

. ¥8 5 numarall PS mikralesviciiar ioin

[ETIR
FHLTESYA

i {dakika™t)

e T I
O W D
LY 2 o= T 1)
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Sekil 4.45.  PHEMA ve Cvledex Mikretastyiciiar icin Denevsel ve Modsl Yemoma

b

Degerierinin Karsitastiriimas:,

Jekil 4.45 'de mogel vapisma degerier iyie, deneysel olerek saplanen deferler karstiastirmait

piarak veriimistir



4.3.2. Hicra Ureme Kinetig

Mikrotasiyici-destekii kGl calismalarinin timi kesikli sistemierde gercekiestiriimistir.
Dilim 4.1.4. ve 4.2.4'de verilen hiicre Ureme egrilering dikkat edilecek giursa, bu efriierin
kesikil sistemée mikrobivel hlicrelerin Greme efrilerine Denzer oiduQu oBriiilr
Mikrotasiyici-destekli killlr sistemierinde BHK hlcre dremesinin, kesikli sistemde
mikrobival hiicre dremesine benzer bir davranis gisterdigi gizintne alinarak, Ustel Uremeyi
ifadeeden “lojistik”™ denkiiin, mikrobival hilcre Gremesini tanimiavan sekli (Esitiik 2.7).
BHK hilers Gremest iin wegun duruma getirilerek kullaniimistir,

4.5.2.1. Kullanilen Mogiin Malematiksel Tanims

BHK hicre dremesini temimlamak Uzere lojistik denklik ssafideki seklivie xullaniimistie
(961

s X {1 ——) (45)
dt Kenax

Bu esitlikte; ax/at : Hicrs Greme Rzt {hiicre savisi/mi.zeman}; i« Baslangic Gzgli Urems
izt {zeman!); Yonax © Ureme sonunda ulasilacak en viikssk hilcrs konsantrasvony (hilcre
savisi/mi),

[y

esitlik 4.1, hicre Uramest ig1n asagicaks qurumiart ifade etmektedir.
@ X 0 Xmgyx CiCufu curum: Bu durum, hiicrs Uremesinin baslangicint ifade eder ve
ssttlikieki (x/xmax) terimi thmal edilebilir dizevde olup Fsititk (4.5}

s

o~
ey
5¢
-
oo
=
il
=3
<
f
[@)

coleling FRniieiin v vl Garal firarnoasi o af
sekiing aintislr ve valmzca Uatel Hremeyi iface sdar,

v

= Hicre Uremesinceki ariisia, bucrs wnhibisvonu Snem kazamir ve drems vavasiar. Zu
SYdeki{1-X/ Xmax } terimivie iface edilir



)

~l

» R deferinin Xmax'a voklastih durum: By durumds, {1-X 7/ Anax) terimi yekiesik
1ira g5t olur ve denkitk Du halivie, hicre dremesinin curgugunu ve sebil Ureme biigesing
ulasiigyEm 1iads ader.

fim (d&x/d0=0 (47
A——Fimax
sitlik (4.5 asafidaveriien sinir Kosuilary kuilamiierak integre ediidiginds;
t=0 X= XQ
t=t X=X{1
Xgoxp { jit)
X{1) = (4.8)

P~ (Ko Xax ) L T-exp(it}]

Yukarigski esitlikie; X, Baslangic hilcre kensantrasyonu {hilere sayisi/mi); X{1): § aninds
ulasilan hilcre kensantrasyony { hilcre sayisi/mi); . Zaman {(gin).

Esitlik (4.8}, hicre dremesini yeinizea zamantn fonksivony clarak i1ade simekiedir. Xmax ve
i cederieri bilingiGinde herhangibir { zemaninda uiasiiacak hiicre konsantrasvonu Zsitlik
4,8'den hesapianabilie

Esitiik {(4.8) yeniden diizenienirse;

) v}
ANAN X
pi=ln(—— - 1) +in{ } (4.9)
Y i-X
sekline dinlistr.
Surads =X/ Ymay CiUD, SOVUSuZ DlCrs Konsanirasvony olarak anmimiznmisur.
Esitiik {4.9Ycain{ (Xmax / X ) =~ 1] terimizabit, In [ X/ { 1 - 1)) terimi ise Cegiskendin



)
53

Cizelge 4. 13, PHEMA Mikrstagiviciiar icia Hicre Oreme Verlierinin Dederlendiriimesi.

Zeman X X o
{gin) { hilera savisi/mi) { X/ Xmax) w(X71-%}
0 6.00x 10° 0.20 - 1.39
i 1.20% 10° 0.40 - Q.41
2 2.45% 108 0.82 1.52
3 2.85x 108 0.95 2.94
4 3.00x 106 - -

4.3.2.2. Onerilen Modelin Mikrotasiyici-Destekii Sistemiards BHK Hilers
Ur mmne Uvarianmasi

-

Biliim 4.3.2.1'de tanimlanan matematiksel model, PHEMA, Cylodex ve PS mikrotasivicr-
gestekli durgun ve siispanse kﬁ"‘f‘r -sésfefrie"-*‘ﬁeki hiicre Uremssini incelemek icin

uvgulanmistir, ﬁ’eﬁe | paramstreieri (§,X) deneysel verilerden eide edilmis ve simillasven-
larda bu parametreler kullamimistir. Béylelikie saptanan model dreme defierieri densysel

deferieria karstiastirimistic.

Mocel parametrezermm saptanmes amacwia, PHEMA ve Cviodex mikrotasivictiariasiispanse
r sonucunaa slde edilen veriler dederisndir{imistir,

>
PR
P
K.'..
C
(;
C:.
&
2
Z?
<
)
T3
&
3
<
&
p
=3
|24

izienen vintam PHEMA mikrotesiviciiara ait veriler Grnek ahinarek aciklanmistic, Denevsel
veriler kullantiarsk hezirlanan cizeloe esegics verilmistir, (Cizelge 4. 19)

?

Zenax dederi, sabil Urame bilgesindeki orialama hilcre konsantrasvony clarak ahinmistir v

T00x 100 nucre/mt defering sahinlir,

Cizelge .19 "daki In (/1) degerart 2amena karst grafice alinarak Sskil 4. 'de verilen
71 85" hesep

n @, ordingts
kesim noklasinden 58 ¥, defieri bulunmustur,



tn(z1{1-1))

¥ H I3
o) 3 2 3 &
t {giin}

Sekil 4.46. (1L ve %, Dederierinin Sapiapmasinde Kutlamian ¢ - n(R/ 1% Grafigh.

-

Ovicdex-1 ve 3 ile sispanse killtdr artaminds eide edilen deneyssl sanuglar da aym yiatemia
gegeriendiriimis, bulunan model parametreiem Cizelge 4. 20'ce veriimistir,

fizelge 4. 20,  Sispense Kiltir icin Saptanan Modsi Ureme Parametrelert.

Mikrotasiyics g {gin~t) X, {hilcre/m1) e

Cylodex - | 1.44 4.4x 103 2,98
Cviogax - 3 1.4 3.36x 149 Q.32
DHEMA 1.49 S20% 108 0.59

By sekilce saptanan moogl parametrelert E5itiik (4.8)de verlerine konuiarak mode! drems
@8‘;8&"1;8{‘? bi_fp hguljﬁtgj,

Cizelge 4.21 'de deneysel olarak ve matemativcel mocel vardimiyia sapianan urems cegerisr

karsviastipyimistir,

Ikl 44703 moger seriaciyle, ceneyssl cegerier jrafiksel slarsk carsilastictmisur
Mogelden <apma velmizes drems oasiangicinds gizienmis Uremenin sonraki sathslerinca
mocel degerieriyls, deneyssl geferier arasindaki uyum oidukca ividir. Sasiangicta gortilen
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Sekit 4.47.  Siispanse Kulllr i¢in Deneysel ve Model Dreme Degerlerinin Karsilastirtimast.

Gizeige 4.21.  Suspanse KUkl igin Deneysel ve Model Ureme Dagerlerinin Kargtiaghirtimast.

e

Mikrotasivicr | Yapisan Hiiore Sayis Zaman (gin}
{ 106 hicre/mi} C i Z 3 4
Cyiodex-| Deneysel Dader 056 090 2.00 258 2.70
Mogel Deger g.44 122 2.10 2.50 2.6€
Cyiodex-3 Deneysel Deder 0.60 1.0 1.55 2.05 2.30
Medel Deder 0.54 1.0% 1.63 2.01 2.19
N - - -
PHEMA | Densvsel Deger i 080 1.20 2.45 2.85 3.00
j [ o .
i Modei Deger 052 145 2.41 2.84 94
sapmanin nscens, <Uitle ortaming Konulen ndcrelerin tamaminin midr2lIsiyict vuzeving

vapismamasi, uolavisiyia gercek X, dederinin, canevsel verilerds kullanilandan ¢aha diisuk
simasigir,
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Sekit 4.48.  Durgun Xiitlrds PHEMA ve Cylodex Mikrotagiviciiar icin Deneyast ve Modsi

Cizelge 4. 22, Durgun Kiitirde PHEMA ve Cylodex Mikrolestyiciiar icin Sapianan Model Ureme
Paramaireler (inokliasyon Yeduniugu: Fx10° hiere/mid.

Mikrotasyio i (gunm1) % (hiicresmi) r
Cytodex - i .48 3 %1 0.99

Oviodex - 3 .07
PHEMA 7 1.50

NI
(NI WE R S
&+l
<
< [
G
<3
W)

D

PHEMA ve Oytodex Mikrolasiyici-Destek i Durgun Kiitdrde Hiere Uremest

Cabizmamin by biilmiine ait denayssl veriler ds sispanss kERr  veriierinin
defer isndir ilmesinde izisnen vintemis degeriendiriimis va saplanan model perametrsieri ve
karslasyon katsavilert izeige 4.22'de vertimistir.

Densysel ve maodeiden saplenan hilcre verim deferieri 3skil 4.48'd8 kersilastiriimis ve
aralaringa suspanse kilturdekilere benzer bir uyum giriimistir.

¥
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Cizelge 4.23.  PS-5 Mikrotasiviciiar igin Hilcre Ureme Verilerinin Dederiendiriimesi.

(g:&n} {gém} (ﬁiicreﬁsayzsaimi} (XXé((ma;g) n(X/i-X)

0 - 2.00x 108 - -

i - 1.25% 10° - -

2z ¢ 1.50x% 108 0.13 - 1.90
3 i 3.25x 108 0.29 -0.90
4 2 6.00x 10° 0.53 0.i2
S 3 8.88x 108 0.79 1.52
& 4 0.88x 108 0.88 .99

PS mikrotesiyiciiaria durgun kiltir nga geroekiestirilen calismalar sonununds slde
edien niore irema efriler! incele vmgmda, afrilerde, inokiiasyon sonrasings hiors

gremesinin olmadi§ uzun bir "bekieme fazimin” ver 2 chg: gsmmemeﬁh Bu durumda hiicre

(4.10}

i
5=
4
Eaay
]
e

Burada: U =1 - 1} olarak tammisnmistic; 4 Bekieme fazi stiresi'dir (giin)

csitifk 2. 10 un uvgun s sartiaryia integre edilmesi senucy

() = (4.31)

ety ol YT Gy I : Ta b e : Crani! =
Lizsice €. 05 o numaravis ammianan PS mikroiesiviciva ait nlicrs dreme verilers frrex

alinarak vapiian cageriangirme asagica aoikianmisur,

Denevee] veriler kullanilarak Cizelge 4.23 hezirlanmistir.
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. Sekil .45, ve ¥, Degerlerinin Septanmesinds Kullamlan © - in (021100 Grefigl.
o 0% 3

1y defert 2 gin. 4max 158, sabil Ureme bflgesindeki oritalama hlicre konsantrasvany olarak
alinmistic ve 1.13x108 hicre/mi deterine sahiptir. Cizelge 4.23'deki In (U/1-%)
deferieri, zemana kars: grafige alinarak Sekil 4.49 "da verilen dogru elde edilmistir.

zoige 4.23'd8 ver aign tim PS mikretasivictiars all kiltdr calismalarinin sonuclart aym
sekilde deferiendiriimis ve buniar arasindan frnek olarak seciien 2. 5 ve 9 numarah
mikrotasiyiciiar igin bulunan degerier Clzelge 4.24'd veriimistir,

Gizelge 4.24. PS Mikretemyvicilar icin Saptanan Model Ureme Paramelrsleri.

Mikrotasyic g {gim) %o {Mlcre/mt) r
P5-2 i.62 3.80 % 104 0.99
P5-~5S 1.00 1S0x% 108 0.99
PS -9 1.62 46 % 109 1.0
IL w8 A, degerieri, coitlik 4.1 1'de vartering kenularak X {1) degerleri saptanmistir. Oizsi:

,xt‘..‘, P

£.2%'%2 deneysel olarak ve matematikeel mogel vardimiyla saplenan dreme defierleri karsi-
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Sekit 450, PS5 Mikrelagin-Desiskli KEltde icin Deneysel ve Model Orem D&g&»? rinin
Karsiastimimas:.

Cizelge 4.25.  PS Mikrotasiyici-Destekil Kiitinrd icin Denevsel ve Model Ureme Defierierinin

ol
L

Kargilastirimast. p
Mikratamiyicti  Yapisen Hicre Sayis Zzman {gun?
(169 hiicre/mi) o i 23 4 5 &
PS-2 Danevsel Deger 300 150 250 763 950 105 i85
Model Deder 0.98 (.88 3561 755 985 04 106
PS-G Deneyael Deder 300 1.25 150 325 600 888 100
iMogei Deger .30 150 150 331 592 853 10.1
S =3 Denayssi Deder 300 147 500 2A7 137 147 180
Mods] Cecar (.46 146 232 351 133 157 1890
' i
]
c .

Sekil 4.50"de modei dederlerivie deneysal deferlerin grafiksel karsiiastirmas: veriimistir



Oritint ayny olmasing ragmen farkhy kiHUr kosullarinda Uretiimis hicrelerin ban
fzstliklerinin zaman igerisinde farkitiastin saptenmistic [ 1371, Dedisen by gzellikler
gramnda, cam yizZeving vapisma orani, Karvelip, iransformasven indskst ve virlise
duveritiik sayviabilir, By arade farkl sap virlsl susiarinin duyarh BHK 21 hiiereierine
farkh miklarlardas adsorbe oldukiar:, Onceleri duvaris cian  hlicrelerin  virise
duvariilikiaring zaman icerisinde kavbelmeierinin hiicrelerin pessj sevivesi ile mutleks
jtiskili olmadigs, transmmasym {ie virtse duyarhik aresinda bir iliskinin meveut oldugu
ve orls derecede transforme oimus hlicreierin de virlise duvarhihikiarinin azalebileceq
bitdiriimistir { 138-1 4@} Avrics, hicrenin Uredigi substrat tirl ve fzeitikiori de hikcre
transformasyonung neden clarak, virlise olan duvariihi(s azeitmakis va d3 tamamen oriaden
kaldrmaktadir { 140].

Bu bilgilerin 1914 allinda, arastirma kapsaminda gelistirilen PHEMA mikrotasiviciiarda
Ureven 8HK hucreieminin transiorme slup simadikiarinin kismen beliriensbiimest icin sap
virdsing dovarbibikiart incelenmistic Calismalar, Aoo/Mahmatli sep viris susiarwia ve
durgun ke ortaminds gercekiestiriimistir. Eide ediien sonuciar, pozitif konirel amenivia
kullaniien psirt kapiarindaki *ie%: tebakz hiicre kiitirierivie kersilestirmalr olarsk
incelenmis ve asedids tarlissimistir,

- .

4.4.1. YiRU3 3USU ve CALISMA KOSULLARIMIN SECIMI

Catismalards, Sap tostitisii Sercloji Laboraluvarincs 1975 vilinda Ankaramin Mahmath
kGvindsn izcle edlien ve Pirbright Labroratuvaringg Ago alt tipi olarak lanimi yapilan
ASIA. Y tipi sap virds susu kullambmistiv, By virisiin simdive kader sijirlar iizerinde 40,
pasaji vagiimisur. Bu pasejlardan en fyi enfekiil Ulre veren 28, sifir pasels arastirmade
kuliamiimak lzers seciimistie

Yirtsin Uremesi, ortem oH ve sicakhiQivia yakindan ilgtiidir. By nedenis, cahismaler viris

arstimi ioin S0 Snstitlist’ncs ceha Once yepilmis cabismalarda balirienmis oplimum
“osuiiarda gercekiestirilmistiv. Suiunan cotimum dederier oH 7.2 ve sicahic 36°C ¢dir,

730 virUsundn kUItUr sdrest, virus tipierine ve dretilen virdsun tohum veva ast virusd
olergk kullamming gore dedisir. Tohum olarak kullapiiacek virisierin toplanma siipesi
enfektif titrelerinin an yiksek oldugu 18-24 sagtler arasindadir. As) haziriamak ameciyia



Urstilen virdsierin antijenik Uiresi Snemii oidugundan KUNUr slirest 24 seat va da daha
uzundur. Genel clarak virlsiin 24-48 seal icinde hilcreleri enfekis simesi b :
hiicrelerin & 80-90"min limd igin gecen siredir. By nedenls vapiian gaiismads da virds
kifitlr siiresi 45 saat olarak belirienmistir.

¥irls inoklilasyonu BGillm 3.4.2°de anlelilan sekilde gercekiestiriidikian sonra, virisin
hilcrelert enfekls sdersk Uremesi, inckiilasyonu izleven 48 saat slirssince, 6'5ar et arevia
alinan drnekierin antijenila (AT) ve enfeklivite titreieri (iT) saplanerak incelenmistir.
Yirts s‘,éremes*;‘hﬂcre Silimiyle beraber viridiginden, kilitir slrssi bovunca siirdiriilen
mikroskobik giziemierie, petri kaplarinin ve mikrolaswyiciiarin viizeyinde oiusan hiier

Sek%i 45i2'da pé‘im kzbinds gercekisslirilen tek {abake hiicre kiiliiriinde Hremenin

emamiandili durum girlimekisdir. Daha sonre bu kiitiire virds inokiiie edilmistir, ¥ir
fiuww@u cmamﬁaid hiicreier {izerinde Ureverer hilcre Silimine neden gimakis ve hiicrs
Simindn gerceklestigl kisimiarda plak adv veriien silopatoienik odakiar ve dz bosiukiar
mevdana getirme \teﬁzr. Bu odakiara "plak olusum birimi” (pfu) adi de verilir. Sekil 4.51
b'de petri kebindaki virds kUillrlnin 36mer ssalinde bu tir piekierin varlig
giriimektedir. Sekil 4.51 ¢'de ayni saha blylitilerek incelenmistir.

36 seat sonunde ortamdaki hiicreier temamen 8imis ve hilcre kimeleri nhelinde vilzovde
birikmistir,

Sekil 4.32°de iss durgun oriamdeki mékm‘aas:y%m-ﬁ‘e’s‘iekﬁ kiditlrds virds inokiisavony
sonrasindeki  durum  gistertimistir, Fologralardon de ¢frlilecedt gibi. 36, saaitte
mikraigsivict viizevinds Uremis tm hioreler virlisle enfekte giarak Simistir. Sekil 4.57

¢

0'de 6 hilcre klmeleri ve olusan plakiar gahe acik olarak gir{iimektedir.

Sekil 4.53de calismaca kuilaniian Ago viriisliniin cetri Kebindaki tek tabaks kifitirde lreme
egrifert vertimistir, Yirds Uremesi, snfeklif ve antijenik titrelerle beliriendigincen
cmanakarst 1T ve AT degerleri grafife ahinarak stzkonusy egriler sids sdiimistir,

Egrtiarden aimﬁes:egz gzbé Ann virlisinin 18-20. seatisrce snfektif,

™

4
antijenik titreleriy mekiadir. PHEMA mikrotastyici-destekii sistemde de av davrams
gizienmisti,r. i7 MT ge rlerinin hesepianma viiniemt EK-E'de veriimistir,
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43 tiping karst bu deferi vermis oidufunden virlse kars: duyerh oldukiarm, beska bir
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3. SONUCLAR

Cok savida Bivelc)ik maddeninlvirel amiar, interforon, plazmincjen aklivatdrisri, vb.)
Urstimings kuilanian kiasik hicre kiitlr leknikierinin sahip oldugu dezavnigjlarin orleden
keidimiimast icin Gnerilen ve son willarde teknoigjik Dovulierde uvguiamave gecen
vintemierin en Snemiisi sayiian * mikrolasye-destekii hilers kiitlr sistemieri " fle {igid
slarak vapiian bu calisma, 58z konusy sistemierds kullaniimak Uzers polimerik vapida veni
mikrolasiyicilarin hezirlanmasini amaciamistie. Bu amaca uygun olarak iki farkh polimerik
mairiks secilmis ve hazirianacak olan bu yend malriksierin kullammivie ticari oiarak
mevout tesncilarin sahip cldugu dezavanlajiarin orladan kaldimimasy pianianmistin
Hazirianan mikrotesivicriar, hidrofitik kerskieril PHEMA ve hidrofobik vepidaki PS den
siusmustur, Mikrotesiiciiarin uvguniugu, stspanse ve durgun kit oriamiarinds BHK
plcrleri fie yapiian calismaiar sonucunds septanmislir, Calismada yisstlen dnemil sonugiar
asafida Szetisnmistir.

@ PHEMA mikrolasiviciler, HEMA monemeri fle EGDMA  monomerinin Mgd-Su
orteminda siispansivon kopoiimerizasyonuyia hezirianmistir, Tarafimizden modifive edilerek
kullansian bu yéntemde partik{l bov ve boy defiliming sikiieven en 8nemil parametrsiirin
gagitma crizms Dilesimi, monomer/dagitma oriam: orant ve reakide aserimi. ki burads ds
karistiries 008 ve iz, oldugu saplanmis ve kosullar uvgun sekiide avarisnarak dar Doy
dadihwn areli@ing sehip. 120-200 & cepinds, seffef, dlzgln kilressi partikiilier cide
ediimistir.

-

© HEMA-EGCDMA copraz b&;?anma/kspmfmerémm regksivony  serbest  radikal
mekanizmasiyle gorgekiesmekisdir, By mekanizmey: sikiieven peramstrsisrin oepraz
bagiavict  konsantrasvony, baszat;cz konsanlrasvonu ve  sicekbk oldufy  saptanarak
polimerizasyonun  en yiksek verimie gercekiescbiimesini segiayacak oplimum delerier
buiunmustur.

o PHEMA partikdiler! yilzey ve vigin Szellikieri yapiys dedisik oranierds ilave egilen

¢

MMA ve DIMAEMA monomeriert {18 avarizsnmistiv,



o Polimerizasyon isiemi, monomer riine, plazma reaksiyon sirssi ve Diezme glicline
karsy duvarudir, Bu msuhar dejistiriiersk farkli viizey Ozeliikierine sehlp P3
mikrotasiyiciiar elde ediimistir. Plazma glicli ve siresinin artistyia partikil viizeyinde ver
aian N mikiar: arimaklade. Ayrica EDA plazmaswyia diger iki plazmava gérs deha yiiksek N
konsanlrasveniaring uiamimisr.

)

2 BHK hilcrelerivie durgun kitlr ortaminda vamiars caiigmaelar sonucunds |, bu hicreler

qa—\

cin optimum calisma arahigi sicakiik 33-38'C, pH 7.2-7.6 ciarak saptanmistir.

Hilore kit cabismalariyle mikrolaswyici-destekii sistemierde hiicre vapisma ve lreme
teknikieri incelenmis ve su sonugiar bulunmusiur,

© PHEMA viizeyier hilore vagismass ve Uremesini deslekiememistir. Bu yiizeylerds hiicre
vapisman ve Uremesi MMA ve DMAEMA gruplarinin vapiva katiimasiyla gercekissmistir.

', -

o Durgun kitie kesuilerings vapiien calismaler sonucunda 0.13 mol MMA/mol HEMA:
0.15 mol DMAEMA/mol HEMA bilesimine sehip PHEMA mikrolaswviciiar hiicre vapismasi ve
remesi agisindan en uygun Yiizevier olarak seclimistir,

o PHEMA viizevierds hiicre vapismast ilk 30 dekikade hizh cimek wm 2 seatde
gercekissmis, hiiors Uremest ise 4 glinde tamemianmistiv,
o PHEMA mikrotastyici-destekii durgun kGItEr cebismalery icin optimum mikrotasnic

konsentrasvenu 10 o/1. optimum inckiiiasvon vojuniufu 3x10° hilcre/mi slarak

 PHEMA mikrotasiviciiers hicre verim seferinde defisme oimeksizin ikingl kez
kuiisniiabilecekisrt ve mikrolasiviciden-mikratesvicivs hilore transierinin geroekissebi
iecedi gisteriimistir.

1

s PS mikroteswicilarle yapilen calismaiards BHK hilersierinin vapisme kinetiginin
vilzev maodifikasyenunda kullaniian alk{iamin tirling tagh cldugu cisteriimistir.Plazma gich

ve stiresi avnt kalgiinds primsr aminler{EDA. ALAM) ve azs?uk%e EDA tersiver amine
{ TEA) gire hilore vapismast i0in daha stkingir.



£
(o]}

e [Modifive edilmemis PS vizevierde hiicrs yapismes diremesi cimamistir.

#

e Plazme resksiyon siiresinin ve gliclnlin artisi fzeliikie TEA vizevierds hiicre
yepismasias beiirgin bir bicimde artlirmistiv.

o TEA jie modifive ediimis viizevierds hicre Gremesi daha yiiksek degeriere ulasmistic.
10 dakikada ve 10 Watl'da modifive ediimis viizev en uygun fzeliikiere sahiptir.

o P3S mikrolastviciiards vepisma ik 7 sealde lamamianmasing ragmen lreme 6 glnds
iamamianmmistir.

@ Hicre vayiimas: ve remesi agisindan 37- 74 & partikii capt yelrsiz kaimistic

2 Miks cmmm-dmtex(h sistemierds hiicre vapismasi ve Uremesi iki farkl davranis
sldudu ﬁu‘:?umse:‘ek tiretilen matematiksei modeiierie besiangic Szgli reme ve vepisma
hizlary saptanmishir. Her ki kit kosulunda ve Wm mikrotastyiciiar{PS, PHEMA, Cytodex)
igin model deleriert ile geneysel veriler arasinda oldukss ivi Bir uvum girliimis ve by tir

sistemierds modeilerin kuiianiiabilecesi sonucuns variimistir.

PHEMA mikrolasiyici-destexii kUitlirlerde Oretilen 3HK hilcrelerinin AZZ lipi sep
virlsine duvaris oidukiari saplanmistir.

-

£lde editen tim sonugiar dederiendirildiginds, calismada gelistirilen her ki polimerizasyon
vinteminin ge isleniien Gzefiiklerde mikrelesivicilarin hazirlenmast w0in uvgun olddly ve
hazirianan  mikeclasyiciiarin “viizeve befimBi”  hicorsierin Uretim  kepesilelerinin
artiriimas amacivia Ucari drnekieres ailernatif olarak kullamiisbilecekieri scnucura
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HOCRE K

Hiore kUithr calismalary DME ortamiyia yagiimish
kutiamimistir,

i oriam: @8

EK-A

r.oAmrs
Cizeige Al ve A2'de. bu oriam

a
Lo

LTOR CALISMALARINDA KULLANILAN ORTAMLARIN BlLESINI

Sndenemeierds, Lagis

smiarin kKimvassi bliesimi

MEM da
veriimistie.
Gizeige AT, Eagle MEM Ortami.
Bilesen Miktar Biiesen Mikiar
{-Aming ssitler Yitaminler
Arginine 0.6 Choting 8.3
Cystire 0.4 & 2.3
Slutamine 2.0 inosiotoi 11.0
Histidine 0.2 Mikotinamid 8.2
iscleucing 0.4 Pantothenate 45"
Lisin 0.4 Pyridoksal 5.0
Methioning 0.1 Riboliavin 80.27
Fenilalanin 0.2 Thicamine 3.0
Threonine 0.4 inargenik Tuziar
Trvplophen 0.05 NaCi 1160
Tiresin 6.2 KEi sS4
Yaline 5.4 Calin i.8
Leucing G.4 MgCiz.6H0 .0
Karbon Kavnad NaHoP0O4.H20 i1
Givkoz 3.5 WaHCOs 23.3
* % nazki Wm bliesenier milimoiar, vitaminier mikromoiar olarak



Cizeige A2, DME Orlam.

Biiesen Miktar Biiesen Miklar
L-Aming asitier Yitaminier
LArginine 0.4 Cheoline 25.0
Cystine 0.4 Foiik asit 9.1
Glutamine 4.0 incsictol 39.0
Histiding 0.2 Nikotinamid 33.2
iscigucine 0.8 Pantcthenate i7.0
Lisin 0.3 Pyridoksal 20.0
Methioning 8.2 Ribafiavin i
Fenilalanm 0.4 Thiamine 1.2
Threonine 0.3 inorganik Tuzlar
Tryplophan 0.08 Cat i.3
Tiresin 0.4 Mgt 0.5
Yaline 0.2 K* 5.4
Laucine 0.8 Nat* 160.0
Glisin 0.4 gi- 120.0
Serine 0.4 NO3~ 0.0047
Karbon Kavnals 50472 0.9
it 0

@
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38‘
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* it im? ‘e 3 33 $13 3 H ind 3 1
* Yilaminier disindaki tWm bitesenler milimciar, vilaminier mikromelar giarsk



Biiesenier Birim Mikiar
Protein %5 1.686-5.30
Hemogiobin % mg i0-110
Lakiat denidrojenaz ith 900 - 3320
Gama giobulin B mg 0-470
Yagiar % mg 140 - 440
Kaiiestro 2 mg 20 - 30
Sernest vag asitieri mEg/it G.i- 06
Urik asit mg/di 271-11.3
Bilyiime hormeniar mg/di 4.1 ~ 167
insiitin mu/ml 0.5-13.7
gstron pg/mi it-71
Serbest kertizol ng/mi 4 - 34

-

[24]
™)



EK-B

rillcRE KOLTUR CALISMALARINDA KULLANILAN ORTAM VE COZELTILERIN

HAZIRLANMASI
Cizelge B.1  Glasgow MEM Orlami
Giasgow Toz Ortam (GiBCO, ABD) i0.00g
Triploz Fosfat 10.00 mi
iMirks 2.50 mi
NeHCO3 0.40 mi
Antibivetik (.40 mi
Hei (1M) g.15mi

Jii kez destillenmis su ile 100 mi've temamizne

Cizelge B.2. DME Crtami,

DME Toz Orlem (GIBCC, ABD) 10.06g
riploz Fosfal 10.00 mi
iMTris 2.50 mi
NaHCOz 0.40 mi
Antibivetik . 0.40 mi

HCE {1M) 0.15 mi
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Cizeige B. 3. ¥z Orilanw (5 kez konsanirs),

Giukoz

Lakiaibumin hidrolizat
Fancl Kirmizit
Penisiiin

“'(reatcmism

Distiie su

By
]
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Karswm siziiidiikien sonra sleril edilir.

Cizsige B.4. Tylose Orimms Ortamm
Tylesg M / MHS Toz Oriem {Farwarke Hocohat, Bati Almanys)
¥Mz (5 k 87 konsantre) 43.0 mi
1 Mol Tris{pH: 7.4) i0.0 mi
i Moi ? is 1.6mi
Antibivatik 8mi
S

Steril Tviose Toz Ortem




Cizeige B. 5. PBS (Fosfat Tampen) (ozeltisi.

NaCl 8.00gr
KCi . 0.20¢
Nap.HPO4. 12 HoO 2.37¢r
KH2.PG4 3204
CaClg 0.i04¢gr
MgCly. 6HL0 0.1Ggr
Distiie su i.00 mi
Cizeige 8. 6. Trypan Bive Chzeilist { 2 0.57K)
Tyrpan Bius 05¢gr
NaCt 160.0 ml
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Bir gece + 4°C'de eritilir, stzidile, dondurulur.
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EK-C

HUCRE SAYIM YOMTEMI

ficrs savimmin amact, KUItr ortaminde bulunen nloreierin sediikh clup olmadikiarinin
baliriensrex hiiore veriminin seplanmasidir.

Calismads hiicra savimi hemosilomelreyie ve asafida veriian vinlem izlenerek vapiimishir,
Sayimi vepilecak hiiore ¢8zeltisinden bir lest Wpline 0.9 mi konulur, idzeringe 3 0.5Tk
{rypan biue cizeitisindgen 0.1 mi flave edilerek, oda swekiginds S dekika bekielilir. Bu
bekleme, 810 hiicreierin veys Bimek Uzere oianlarin boya almalarnt safiamak igingir. Bu
siire icinde 818 hilcrsler bovanarak koyu mavi veya mavi renkile girlinlirler, safiikiy ve canhh
hilereler, siirg ne xadar uzun olursa oisun boya aimaziar . griindsieri pariak ve dizgindir.
avim igin bovanmis hilere karsunndan bir damia alinarak, hemosilometrede iam ve lzmel
arasina konur, mikroskapta (0.4 % 10:400 kez bliiiterek) nlierelerin sayimiart yapibr. B
ve canit hilcrsier ayrt avrt sanihie. Seyma isiemi, ve blitlin kareier vays o biviik kare
savilarak vapiii. Ciken savim deferi, savilmis Kare savising bSlinir. 9 biviik kare
aviimissa 3's tilinlr, cikan savt 1074 tie carpiiir ve | migeki hiicre mikiart bulunmus

Ha

[



K-D
HUCRELERIN MIKROSKOBIK IHCELEMES]

T

Hilors vapisa, vaviima ve Uremest mikroskopia rulin olarak incelenir. KURr orlamindan
alnan Ornek lam Uzerinde mikroskop lablasina yerieslirilir ve uvgun bliviitmelerde
inceleme vyapihr. KUitlr ortaminden alinan Ornedin kahior clmast  istenildiginge,
sabitlestirme islemi wvgulamr. Hiereler geresklifinde uygun bovaiaria (krisial wivole,
Giemsa, Hemaloksilin, vb.) boyanarak deha ivi bir inceleme yapilabilir. Sebiliestirme ve
bovema isiemlert, asadida aoikisnmistir,

{
uzun stre muhafaza edilebilirier. En cok kullanilan sabilisstiviciler matanct ve sianci'di
ancak en fvi sonuce giutaraidehille ulestimakiadir. isiem su sekildedir. Hacimeoe € 2-Siik
giutaraldenit cizeitisi {PBJ iginde) hazwriamr ve sabitiestiriiecsk hilcreler + 4°C'ds bir
aes Dovunce by ¢izeill icerisinds bekietilir. Daha sonra ofzeitl uzeklastirtir,

[3]

Sabitlestirme istemi: Sebitiestirme islemivie, hilcreier vapisal degisikiide ugramsksizin,

]

Boveme isiemi: Yapiian calismads hiicreier kristal vivois fie bovandikian sonrs mikrosketik
incalems gerceklestiritmistir, Islem su sekildedtr. 1 mi kiitlr rnegl. vassh
uzekiastirildikian sonrg 2 0.1 oraninde kiistal vivele igeren i mi 0.1 M siirik ssit
chzeliisine fiave edilir, 37°C sicekhtkdeki eliivde i saal bekietiidiklen sonrs ofzeiti

uzakisstimibir ve §rnek PBS e ikl kez wvikamr, vikama ¢izeitilert uzakisstimibir,
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P ¥iRUSU DUYARLILIK TESTLERI

2

Yapiien calisinada, hiicrs ke sistemierinde irstilen BHK-21 hicrelerinin sap virlisine
duyariiligi antijenite ve enfeklivite testierivie saptanmistir. ¥irlsierin antijenik titraiery
(AT}, vari-kantitatif komplement fiksasyon testi (CFT) ile, enfektif titreleri (iT) de piak
test meloduyls tavin ediimistir. Asafida, bu 2 yintem agikianmistir.

Kompliement Fiksasvon Yéntemi: Komplement fiksasvon tesﬁ sap iaboratuvariarinda rutin
olarak kullamimakiadir. Jap heslelidh calismalarinds bu mm@mxa durumiarda uvguianir.

o Bilinmeven viris frnekierinin immuncicjik tip tayini ve a9 Uretiminde
Kutlantian virds ve catistlan susun kontroil
¢ Birden fazia immuncicjik tiplen ek virlds tlipinin veve kermiminm ortavas

gikariimas
o Sap hastalil ile karistiriabilen benzeri nestalikiarin ayirt edilmest
= ¥iriisln immunolcjik karakteri (ait tip) fizerinde daha fazle biigi ediniimesi

2 Yiristn enfektif titresinin @2;:1; mesi

Komplement fiksesvon iesti iki asemalt bir test ciup iki antikers ihtiveg verdir. Bunlardan
pirincisi, lestle antijen clarsk kullaniien mikroorgenizmays kerst dzel slarsk immiinize
ediimis hayvan serumundeki antikor'dur. Digeri ise lavsandan eide edilen hemolizin
{hemolitik antiker)dir. Yéntem, hayven serumunds bulunan Kemplement'in vardimy iis tu
antikoriarin spesifik antijeniering agm’ia e elmest esasing dayanir

Komplement Tfiksesven lestinde va bilinen serumiaria sipheli antijen ve &2 bilinen
amijenierie sipheli serum Kerss karsiva getirilir, fakal gensitikle bilinen serumisria
stpheli antijen kentrol egiimekiedir. Komplement fiksesyon testinde asii olan, antijen elarsk
kuliamian virisin, tipi ve titrest belii hiper immin serumiacia karsilestirtimak suretivie
tiginin lavinidir, Antqe“ip antiker Birlesirken titreye glire konmus oian komplement;
parcar, bu reaksivon SmCde su benvosusunda SO dakikade tamamiamir. Bu slire sonunda

ortema fave ediisn hemelitik sistem komplement harcandidl icin erimevecek ve dibs
cokecertir. £der entijen antikorun xarsit degiise veya antijen clarak kullanilan maddede
viris yokaa, su bmyesmda 37°Cde 30 dekivs tulyldufunda komplement harcanmasidindan
bu kez komplement vardimiy ile hemelizin Xkovun kamny srilecsk ve xirmimn renk

gritecekiir,
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Bu clay su sekilde de aoikisnebiiir. Hiper immin surumun tigist oldugu virlslh Wian
Cyiophor ve kompiemanti tulen Complementepior adh ki kolu vardir. Kuilamien antijen
serumun karsili ise Ovtopher kol tarafindan titulur, diger kol da kemplementi tutar. Antijen
serumun kersiti deglise va da kuliamian antijende virds yokss lutusma oimayacek ve
komplement 2cikda Kkaiecekbir. Bu olav gizle izienemevecefinden, hemsliz ciavindan
faydalamilarak gizle ¢iriilir durums gelirilir. Bu amecia orlama hemolitik sistem ilave
gditir. Yontemds. hemoliz derecest O'dan & 100's xedar, & 25 cramwndeki arsiaris
deferlandirilir ve 4+, 3+, 2+, 1+, 0 isaretierivie ifade ediiir. (4+) hig hemoliz olmadii,
vani kemplementin tamamen hercandiim, (0) tam hemoiizi, veni komplementin
harcanmadi@ing, gislerir.

Test kisaca €HIOO va g8 Hi0G kompiement fiksasvon ftesti cisrek adiandimiidiGn gibi.
spekirofolometrik slarak 3 50 hemoiize gire standartiastrilirsa (CHSO) testi slarek ifade
sgilir.

Testin uvgulanist su sekiidedir.

Virdsin 1730, 1/20, 1/38, 1/40, 1/60'tk sevreilik cBzeitileri hezwrlamr. Bu
cizeititerin herbirinden farkh Wplsre 0.25 mi'lik numune konulur. Titresine ofr
kompiemeniden her tpe 0.25 mi ilave edilir ve tipier 37°C ds 30 dakike sy bameosunds
bekietildikien sonra hemoiitik sistemden biitln tlplere 0.50 mi konularsk avm isiem
ekrarismir, ve hemeiiz derecelert okunarak test lamemiamr,

fod

P

o

Plak Test: Bu vintemde virls, hiicreler dzerine tesbil edilersk strafa veyviimas: fnlenir ve

4

viriisin pulundufs verdeki hilcrsisr zerinde Ursversk mevdans getinrdial piskiar incelenir.

¢

a8 2o er
’\

Bir piadmn bir enieklf birimden clustugu dislinGierek plakiarin saviimeswia pfu defert
septanir, Budeger, virtstn enfeklif titrest {iT) olarak dederiengiriiir,

eva enfsiie olan hiicrsierin viizdesine gire tavin edilir, Enfekiivitevi

{ 250 enfektif doz) terimi kuilanihir,
Yirisin enfektivite titrelerinin heseplenmasindg Resd-Muench vinlemi veygin olerek

.,

oot £ INRE + ilmmiati
Beed-Mueneh formill asatide veritmistie,

2 S0 nin ustindeis 8ilm -~ SO

Log {erantisel uzaklk) QU =
A 50'nin Ustiindeki Sldm - % S0'nin allindaki Siim



By formilin uvguianmas: asafida bir firnekie aciklanmislir,

Virtsiin 107 1'den bestavarek 1077 ve keder on kalli sevreitik cizeltiierinin hazwlendii ve
her cizelti icin S'er test bl hilcre kUWWry kullemiarsk 1079 degerinden basiaverak
inckiilesyoniar yapiidih durum eie alinsin. Reed ve Muench vintemine gire negatif ve pazitif
tipler avrt ey sayibrlar. Pozitif claniar veni Silier vilksek kensantrasyondan disiide,

negatifer vani canhilar dg fers vinde sayihirlar. Sonuc oiersk Cizelge E.i'de verilen
gegerierin saptandigi dlisindistin.

Cizzige 1. Enfekiif Titrasyon Hesabi.

Kimndiatif Degerier % Deferier
Seyreime  Tip Sawist  Cien Canli G . Canki  Oitien Oram | (it Canit

1079 5 5 o % 0 16716 | 100.6  00.0
s 5 5 o ¥ 6 AT 1000 00.0
1075 3 4 i 6 i 6/7 85.2 4.8
1077 5 % 3 2 4 2/8 35.2  65.8

lads

n,.
¥

u cizelgeden de girindig gidi 2 SO enfekiif nokta 1078 118 107 aresing rastisma
1 dederiar Reed-Muench fermiliiine uvguiandiginds;

pret 1
s

[ > I v )

[}
il
«
N
4

G

Bu deder sevreime katsavisivin logeritmas: ile z;e:r;;; i, 0.67 % iog 10 = 0.67'gir. Bulunen
sayt & SUmin Uzerindekt SiUm gordlen sevrellikiik degerinin ritmasing Kaliw.
107 % nin logaritmast § + .67 1050 = 5.677dir.
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