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OZET

BiYOMEDIKAL UYGULAMALARDA KULLANILAN FONKSIYONEL
POLIMERLERIN SITOTOKSISITELERININ INCELENMESI

Nazli Irmak GIRITLIOGLU

Biyomiihendislik Anabilim Dali

Yuksek Lisans Tezi

Tez Danismani: Do¢. Dr. Muhammet U. KAHVECI
Es Danisman: Prof. Dr. Ali KARAGOZ

Gunumuzde, poli(etilen glikol) (PEG) bazli fonksiyonel polimerler tibbin farkl
alanlarinda 6nemli rollere sahiptir. ila¢c tasiniminda basarili bir yaklasim olan
PEGilasyonda, PEG-ila¢ konjugatlarinin bir¢ok avantaji bulunmaktadir. Konjugatin
vlcutta uzun sire kalabilmesi, metabolik enzimlerle bozunurlugunun az olmasi ve
protein immiinojenitesini azaltmasi veya elimine etmesi bu avantajlardandir.

Bu tez galismasinin amaci, arastirma grubumuz tarafindan %7 (MA046), % 17 (MA048)
oranlarinda N-(metakrilamido)siiksinimid (NMAS) ve poli(etilen glikol) metakrilat
(PEGMA) ko-monomerlerini iceren ve Atom Transfer Radikal Polimerizasyonu (ATRP)
ile sentezlenen suda c¢o6zlnebilir stksinimidil ester fonksiyonlu asiri dallanmis
polimerlerin Hela (insan servikal kanser hiicre hatti) ve Vero (Afrika yesil maymun
bobrek hiicre hatti)’daki sitotoksik etkilerinin incelenmesidir. Ayrica karsilagtiriima
yapilmasi amaci ile herhangi bir fonksiyonel grup icermeyen lineer yapih
poliPEGMA’nin da (MAO066) sitotoksisiteleri incelenmistir. Polimerlerin %10 fetal sigir
serumu (FBS) iceren minimum esansiyel medyum (MEM) ile 0,1, 1, 25, 100 ve 500
ug/ml’lik konsantrasyonlari hazirlanmistir. Bu konsantrasyonlardaki polimer 6rnekleri
Hela ve Vero ile 72 saat inkibe edilmis ve bu siire sonunda sitotoksisite analizi icin 3-
(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-3,5-difenil tetrazolyum bromir (MTT) testi uygulanmistir. Her
bir 6rnek icin testler ¢ kez tekrar edilmistir. Hicre canliliklari morétesi-goriinir bolge
(UV-Vis) spektroskopisinde 540 nanometre (nm)’deki absorbans degerlerinin dlcimu
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ile incelenmis ve sonuglar % canhliga gevirilerek GraphPad Prism programinda tek-
yonlii ANOVA ile istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Sonuclarin giiven araligi p<0,05
anlamli kabul edilmistir. Her bir polimere ait medyan inhibisyon konsantrasyonu (IC50)
Very Simple ICso Tool Kit ile hesaplanmistir. Tim fonksiyonel polimerlerde Hela ve
Vero’da % canliigin kontrol konsantrasyondan (0 pg/ml), 500 pg/ml konsantrasyona
ctkildikga dlistigl gorilmustir. IC50 dozlari Hela’da MA046 igin 420,6 pg/ml, MA048
icin 356,3 pg/ml, MA066 icin 529,5 pug/ml; Vero’da MA046 icin 482,0 ug/ml, MA048
icin 401,5 pg/ml, MAQG66 icin 557,4 ug/ml olarak hesaplanmistir. IC50 degerinin artan
siksinimidil ester miktariyla dlstigl yani polimerin daha toksik hale geldigi
anlasiimaktadir.

Sentezlenen polimerler, hesaplanan IC50 dozlari altinda givenlidir. Bu ¢alismalarin
devamiyla birlikte; hedef hicreler disinda toksik etki olusturmayan, PEG tirevi-etken
madde konjugatlarinin yeni ilag salim sistemleri olarak kullanilabilecegini
dusltnilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Fonksiyonel polimer, PEG, ila¢ salim sistemi, sitotoksisite, MTT,
Vero, Hela.

YILDIZ TEKNiK UNIVERSITESi FEN BiLIMLERi ENSTITUSU

XV



ABSTRACT

INVESTIGATION OF CYTOTOXICITIES OF FUNCTIONAL POLYMERS FOR BIOMEDICAL
APPLICATIONS

Nazli Irmak GIRITLIOGLU

Department of Bioengineering

MSc. Thesis

Adviser: Assoc. Prof. Dr. Muhammet U. KAHVECI
Co-Adviser: Prof. Dr. Ali KARAGOZ

Nowadays, functional polymers based on poly(ethylene glycol) (PEG) have important
roles in different fields of medicine. In PEGylation, a successful approach to drug
delivery, PEG-drug conjugates have many advantages. These advantages include the
ability of the conjugate to remain in the body for a long time, the degradation by
metabolic enzymes being low, and the reduction or elimination of protein
immunogenicity.

The aim of this thesis is to investigate cytotoxicities of water-soluble hyperbranched
polymers functionalized with succinimidyl ester obtained via Atom Transfer Radical
Polymerization (ATRP) of %7 (MAQO46) or % 17 (MA048) N-(methacryloxy) succinimide
(NMAS) with poly(ethylene glycol) methacrylate (PEGMA) monomers on Hela (Human
cervical cancer cell line) and Vero (African green monkey kidney cell line).
Concentrations of functional polymers at 0.1, 1, 25, 100 and 500 pg/ml were prepared
with minimum essential medium (MEM) which contains 10% fetal bovine serum (FBS).
The polymer samples at these concentrations were incubated with Hela and Vero for
72 hours and end of the time, 3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl) -3,5-diphenyl tetrazolium
bromide (MTT) test was performed for cytotoxicity analysis. Three replicate
experiments were made for each sample. Cell viabilities were measured by ultraviolet-
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visible region (UV-Vis) spectroscopy at 540 nanometers (nm) and the results were
statistically evaluated by one-way ANOVA in GraphPad Prism program, converted to %
viability. p <0.05 was considered significant. The median inhibitory concentration
(IC50) of each polymer was calculated using the Very Simple 1Cso Tool Kit. It was
observed that % viability decreased in HelLa and Vero for all functional polymers from
control concentration (0 pg/ml) to 500 pg/ml. IC50 doses of Hela for MA046 is 420.6
ug/ml, MA048 is 356.2 pg/ml, MA066 is 529.5 pg/ml; IC50 doses of Vero for MA046 is
482.0, MA048 is 401.5 pg/ml, MA066 is 557.4 pg/ml. It is understood that the IC50
dose decreases with increasing succinimidyl ester and the polymer becomes more
toxic.

The synthesized polymers are safe under the calculated IC50 doses. With the
continuation of these studies; it is thought that PEG derivative-active agent conjugates,
which do not produce toxic effects other than the target cells, may be used as new
drug delivery systems.

Keywords: Functional polymer, PEG, drug release system, cytotoxicity, MTT, Vero,
Hela.
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Gegtigimiz 10 yilda, polimer terdpatikler olan polimer-ilag konjugatlari, genis cesitlilikte
yapida ve kimyasal 6zelliklerde gelisim gostermistir. Bir¢ok farkh ila¢ konjugati suda
¢ozunebilir lineer polimerlerden yararlanilarak sentezlenebilir. Sayisiz farkli polimer
kompozisyonlari sentezlenmesine ve calisiimasina ragmen PEG gibi basit yapidaki
polimerler yaygin olarak kullanima sahiptir [1]. Sentetik polimerlerden olan PEG, 500-
20.000 g/mol molekil agirligina sahip; genel formili HO-(CH,CH»0),-CH,CH,0H olan
bir polimerdir. Deterjanlar, kozmetik, kagit kaplama, tekstil modifikasyonu, yapi
kimyasi ve bircok farmasotik uygulamalarda yaygin olarak kullaniimaktadir [2]. PEG’in
diger bircok sentetik polimerden farki, suda ve organik ¢ozlcilerin bir¢cok cesidinde
¢Ozlinebilmesidir. Yiksek biyouyumlu, toksik olmayan, neredeyse yok denecek kadar az
immunojeniteye sahip olmasi, viicut icerisinde aktif proteinlere ve hiicrelere zarar

vermemesi gibi 6zellikleri dolayisiyla biyomedikal ¢alismalarda énemli bir yere sahiptir
(2], [3].

Bir proteinin, peptidin ya da non-peptit molekilin bir veya birden fazla PEG
zincirleriyle baglanmasi, PEGilasyon olarak adlandirilmaktadir. ilag tasiniminda basaril
bir yaklasim olan PEGilasyonda, PEG-ilac konjugatlari bircok avantaja sahiptir.
Konjugatin viicutta uzun sire kalisi, metabolik enzimlerle bozunurlugunun az olmasi ve
protein immiinojenitesini azaltmasi veya elimine etmesi bu avantajlara 06rnek
verilebilir. Bu Ozellikleri sayesinde PEGilasyon ila¢ tasiniminda peptitlerin, proteinlerin

ve teropotik ajanlarin kullanilmasini saglar [3]. PEG, tekrarh etilen oksit Unitelerinin



reaktif kisimlara sahip olmamasi nedeniyle diger bilesenlere terminal fonksiyonel
gruplarla baglanir. PEG’e baglanan fonksiyonel gruplarla olusturulan PEG tiirevleri,
PEG-etken madde konjugatlarinin olusturulmasinda blyik 6neme sahiptir [4].
Polimerlere baglanan fonksiyonel gruplar, polimerlerin etken maddelerle etkilesim

icerisinde bulunabilmelerinde biyiik 6nem tasimaktadir.

Polimerlerin insan viicudunda kullanilabilmesi i¢cin 1SO tarafindan belirlenen
biyouyumluluk testlerinden birisi sitotoksisite analizidir [5]. Sitotoksisite testleri, in
vitro olarak hicre kilturlerinde yapilmaktadir. Hicre canlihginin belirlenmesinde
tetrazolyum bazhh MTT testi, akademik laboratuvar c¢alismalarinda yaygin olarak
kullanilan bir testtir. MTT substrati hazirlanip hicre kiltirine eklendikten ve hiicreler
1-4 saat arasi inkibe edildikten sonra Urin olarak olusan formazan miktari kantitatif
olarak hesaplanabilir. Canli hicrelerde MTT substratini mor renkli formazan urinine

cevirecek aktif bir metabolizma mevcuttur [6].

1.2 Tezin Amaci

Bu tez ¢alismasinin amaci; PEG-bazli fonksiyonel polimerlerin sitotoksisite analizlerinin
yapilmasidir. Bu polimerlerin in vitro olarak farkl 6zellikteki (kanser ve normal) hiicre
hatlarinda meydana getirecekleri etkilerin ortaya gikarilmasi hedeflenmistir. Bulgularin

gelecekte PEG ile yapilacak olan ¢alismalarda yol gdsterici olmasi da amaglanmistir.

Fonksiyonel grup icermeyen PEG-1000 ve PEG-2000 gibi polimeler ¢ok duslk
sitotoksisite (Hela icin I1C50: 36,2 mg/mL ve 38,2 mg/mL sirasiyla) gostermekle birlikte
akrilat gibi fonksiyonel grup tasiyan oligomerik PEGA-480 yuksek sitotoksisite (Hela
icin 1C50: 0,2 mg/mL) gosterebilmektedir [7]. PEGilasyon islemlerinde reaktif PEG’in
fonksiyonel grubu genellikle siksinimidil esterdir. Akrilat fonksiyonlu PEG’lerle ilgili
sitotoksiste calismalari olmasina ragmen literatirde slksinimidil ester fonksiyonlu
PEG’lerle ilgili sistematik calisma bulunmamaktadir. Bu tez kapsaminda siiksinimidil
ester fonksiyonlu PEG bazli dallanmis polimerlerin Vero ve Hela hiicrelerindeki

sitotoksisitelerinin incelenmesi amacglanmustir.



1.3 Hipotez

Amin reaktif (slksinimidil ester fonksiyonlu) suda ¢oOzinebilir PEG tirevlerinin
sitotoksistelerinin belirlenmesi énemlidir. inert PEG tiirevleri cok disiik sitotoksisite
gostermesine ragmen siksinimidil ester fonksiyonlu reaktif PEG tilirevleri sitotoksik
olabilir. Bu tiir polimerlerinin sitotoksiste oranlarinin gosterilerek in vivo sartlarda
kullanilabilecek uygun konsantrasyon degerlerinin belirlenmesi 0Ozellikle ila¢ salim
sistemleri igcin 6nem arz etmektedir. Hucre kilturlerinde canhliga ne kadar etki ettigi
hesaplanan bu fonksiyonel polimerlerin farmakoloji alaninda kullanima aday olmasi

beklenmektedir.



BOLUM 2

GENEL BIiLGILER

2.1 ilag Salim Sistemleri

ilac bilimi, bir hastaligin seyrini yoénetmek veya tersine cevirmek icin farmakolojik
olarak aktif ajanlarin (terapotikler vb.) kullanimina dayanir. Farmakolojik olarak aktif
ajanlar tabii olarak efektif degildir. ilag farmakokinetigi, absorpsiyonu, dagilimi,
terdpatik etkisinin siiresi, salgilama ve toksisite ayarlanabilir [8]. Burada “ila¢
uygulamasi nasil giivenli ve efektif olmali?” sorusu karsimiza ¢cikmaktadir. ideal olarak;
teropatik in vivoya uygulanmali ve tam olarak hastaliga sebep olan hiicreleri hedef
almalidir. Fakat ilag tasinimi kolaylikla kontrol edilemez. ilag salim oranlarini, hiicre- ve
doku-spesifik hedeflemeyi ve ila¢ stabilitesini tahmin etmek zordur. ila¢ tasiyici
sistemler, genis ¢apta materyallerin ve kimyasal stratejilerin kullanimiyla dizayn edilir.

Bircok materyal, terdpatigi uzun periyodlarla ve viicutta hedefli olarak salimini saglar

[9].

2.1.1 Kontrollii Salim Sistemleri (KSS)

ilac tasiyici sistemlerin énemli siniflarindan birisi, dnceden belirlenmis olan salim
profiline uygun sekilde, ilaci glinlerden yillara kadar sirebilen slrelerde dagitabilen KSS
sistemleridir. ideal bir KSS, terdpatigi istenen bolgeye lokalize edebilmeli, kendini
degrade edebilmeli ya da sistemden temizleyebilmelidir. KSS dizayninda, terdpatigi
vicutta kaldigi salim siiresi boyunca korumak, potansiyel olarak karsilasilabilecek

engelleri 6nlemek zordur. Ornegin, dizayn yaparken mutlaka KSS materyalinin



toksisitesi ve degradasyonu sonucunda ortaya c¢ikan Urlinlerin toksisitesi gz 6nilinde
bulundurulmalidir. KSS kesinlikle terdpatigi hizh salmamalidir, bu durum akut doku

hasarina veya medikal komplikasyonlara yol agabilir [10].

1960’lara kadar bir materyalin, viicutta ilag salimini kontrol edebilecegi bilinmiyordu.
Fakat 1960’larda hidrofobik, lipofilik kiigiik molekdllerin silikon tiiplere diflize olabildigi
gozlendi. Bu durum, silikon kauguklarin; atropin, histamin, steroid hormonlar ve
antimalariyal veya antisistozomal ilaglari da igeren, biyolojik olarak aktif ajanlarin
kontrolli salimda kullanilabilecegi konusunda bilim adamlarina ilham vermistir [9].
Ornegin, norplant denilen deri alti implanti silikon kaucuk kapsiillerden yapilir ve
levanorgestrelin 5 yila kadar salimini yapabilir [11]. Oral KSS olarak osmotik pompalar
oftalmik ilag tasinim sistemi olarak ilag-yukli hidrojeller mikrokiire enkapsilasyonu

ornek verilebilir [9].
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Sekil 2.1 Kontrolll salim sistemleri [9]

ilag salim sistemleri farkli materyal stratejileri kullanilarak dizayn edilmistir. Ornegin,
matriks-bazl sistemde, ila¢ porlara bagli kivrimli bir agdan diflize edilir. Rezervuarda,
ilag yarigegirgen bir membrandan salinir. Bozunabilir ilag tasinim sisteminde, ilag
materyalin bozunarak olusturdugu porlardan salinir. Benzer olarak, asinabilir ilag
tasinim sisteminde, ilag materyal ¢ozlindiglinde ylizeyden salinir. Osmotik pompalar,
osmotik gradiyente gore ilaci bir veya daha fazla kiiciik pordan salar. Son olarak
hidrojel-bazli ilag tasinim sistemlerinde, ila¢ hidrasyona ve polimer yapisina bagl olarak
biydkligu degisen sinirlandirilmis bir agdan salinir. KSS’ler genellikle bu sistemlerin 2
ya da daha fazlasinin kombinasyonu ile olusturulurlar [9].
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Molekiiler biyologlar, biiyiik molekiillerin salimini gelistirmislerdir. Onceleri, biyiik
molekillerin implante edilebilir polimerik materyalden kontrolli bir sekilde salimin
olabilecegi dustnilmiyordu. Proteinlerin bu polimerik implantlardan 100 giinliik
salimin saglanmasiyla bu disince degismistir. Hidrofobik polimerler (6rnegin
poli(etilen-ko-vinil asetat) ¢oziindirilmus ve liyofilize proteinle karistiriimistir. Boylece
yavas protein salimi birkag¢ ay surdirilmuistir. Bu metot, anjiyojenik inhibitérlerin

saliminda kullaniimistir [12].

Bu c¢alismalari takiben, makromolekillerin kontrolli saliminda birgok ydntem
gelistirilmistir. Bunlara ornek olarak; diflizyon kontrollii matriksler ve rezervoirler,
kimyasal olarak regiile edilmis biyobozunur materyaller, solvent-aktif hidrojeller ve

osmotik pompalar verilebilir [9] (Sekil 2.1, Sekil 2.2).

d. Matrix: Tortuosity controlled diffusion b. Reservoir: Membrane controlled diffusion C. Hydrogel: Mesh controlled diffusion
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Sekil 2.2 Kontrolll salim mekanizmalari [9]

(a) Katr matriks-bazl kontrolli salim sistemleri, porlarla iligkili dolasik bir agdan ilacin
zamanla difizyonunu gerceklestirir. Bu sistemde kullanilan polimere 6rnek olarak
poli(etilen-ko-vinil asetat) verilebilir. (b) Rezervuar ilag salim sistemi, teropatiklerin
membrandan sinirli salimini kapsar. Bu sistemde, rezervuardan terdpatik diflizyon
orani kontrol edilebilir. Bu membranlar silikon kaugugu (kimyasal olarak ¢apraz-bagh
polidimetilsiloksan) da iceren polimerik materyallerden yapilir. (c) Hidrojel ila¢ salim
sistemlerinde salim orani kontrolll, sismis polimerdeki ag buylkliglyle saglanir.
Hidrojeller, PEG gibi suda ¢6zlinebilir polimerlerden yapilir.

2.1.2 Lokalize Terapi icin ilag Salim Sistemleri

Sistemik uygulamanin bir potansiyel sinirlamasi, istenilen boélgede yetersiz teropatik
konsantrasyon olmasina neden olmasidir. implant ilag salim sistemlerinde ise ilag
deposu hedeflenen bélgede lokalize edilir. Ornegin glioblastoma multiform

hastaliginda, beyinde tumor rezeksiyon alaninda, polianhidrit kapsile ylklenmis



kemoterdpatigin cerrahi implantasyon ile hedef bolgeye salimi gergeklestirilebilir. Bu
strateji hastanin  kurtariimasinda ve kemoterdpatigin yol actigl sistemik
komplikasyonlari engellemede 6nemlidir. Benzer olarak, sikistirilmis ilag kapsulleri 1
kDa PEG ve paclitaxel iceren polifosfoester mikrokiireler de (retilmis ve malignan
gliomalari tedavi etmek icin beyinde implante edilmistir [13]. implantasyondan sonra,
PEG yapisI yavasca ¢Ozlinerek, mikrokirelerin lokal olarak 90 giine kadar paclitaxel
salmasi saglanmistir. Bu 6rneklerin umut vaat edici olmasina ragmen; cerrahin hedef
bolgeye ulasmasinda bir limit s6z konusudur. Hedef bdlgeye cerrahi olarak ulasmak zor
oldugunda; igne veya katater yardimiyla terépatik lokalize bolgeye enjekte edilebilir ve
ilacin saatlerden aylara kadar olan siirelerde salinmasi saglanir. Lokal yonlendirilebilen
ilag tasinim sistemleri biyolojik engellerin Ustesinden gelerek ilacin etkinligini
yikseltebilir, fakat bu durum hastaliktan hastaliga degisir. Ornegin, kemoterdpatikler
siklikla doz-sinirlayici toksisite tarafindan kisitlanir. Hedef disi etkiyi onlemek ve
potansiyeli en Ust dizeye cikartmak icin klinisyenler, kemoterdpatikleri dogrudan
uygulamak icin intratumoral implantasyonu kullanirlar. Bu sistemler, kemoteropatigi
stabilize etmesi, suda ¢6zlinmeyen ilaglarin yiiklenmesine olanak vermesi, direkt olarak
hedeflenmis hiicrede biyolojik olarak etki etmesi ve hedef disi toksisiteyi engellemesi
gibi avantajlara sahiptir [14]. Diger bir klinik problem, hangi terapinin en iyi anti-timor
yanita yol agacaginin bilinmesinin mimkin olmamasidir. Bu amagla, tek bir cihazda
birkac antitimor terdpatik iceren ilag tasinim sistemi dizayn edilmistir. Cihazin timore
implantasyonundan sonra tim potansiyel terapiler ayni anda analiz edilmektedir.
Boylece, en iyi etki yapan terdpatikler ve sistemik olarak en iyi etkiyi olusturan zaman

belirlenebilmektedir [9].

2.1.3 Polimerik ilag Salim Sistemleri

Polimerlerden terépotik ajanlar olarak yararlanma senelerdir genis ¢capta arastirilan bir
konudur. Polimerlerin kan plazma genisletici, yara ortisu ve enjekte edilebilir ya da
implante edilebilir sekilde kullanimi 1960l yillara dayanmaktadir. Farmakolojik aktif
polimerlerin kullanimi ilk olarak 1975’te Helmut Ringsdorf tarafindan ortaya atiimistir.
Ringsdorf’'un kovalent bagli polimer-ila¢ konjugatlari modeli hala bu ¢alisma alaninda

temel olusturmaktadir. Ringsdorf modelindeki (Sekil 2.3) biyouyumlu polimer



omurgasinda l¢ komponent baglidir: (1) Hidrofilikligi ve suda ¢oziinmeyi saglayan bir
¢ozunduricl, (2) Genellikle polimere bir linker araciligiyla baglh olan bir ilag, (3)
istenilen fizyolojik noktaya gitmeyi ya da biyolojik bir hedefe baglanmay saglayan

hedefleyici bir parca [1].

Verimi arttiran ve toksisiteyi azaltan Ringsdorf modeli ilag taginimiyla ilgili ¢alisan bilim
adamlarina gore ilgi cekici bir modeldir. Bu polimer-ilag konjugatlarinin geleneksel
kiiciik molekillii terapétiklere gére bircok énemli avantaji vardir. ilk olarak, bir ilacin
suda ¢ozundrligi suda-¢coziinir polimerle konjugasyonunu 6nemli 6lctide gelistirebilir.
llaglarin  %40-60"1 zayif biyoyararlanima sahiptir, ciinkii suda c¢éziinme oranlari
diisiiktiir. ikinci olarak, polimer-ilag konjugatlari ilacin kontrollii bir sekilde tasinmasina
olanak saglar ve konjugattan ila¢ salimi belirlenmis bir zaman araliginda meydana gelir

[1].

/ Suda coziinebilir iskelet

/ ilag:la konjugasyon

@
' / Hedefleyici parca

Yiiksek molekiiler agirhk

Sekil 2.3 Ringsdorf modeli polimer-ilag konjugati [1]

Baslangicta gelistirilen polimerik ilag tasinim sistemleri bozunur olmayan polimerlerle
yapiimistir. Fakat; sentetik biyobozunur polimerlerin senteziyle beraber, proteinler gibi
makromolekiillerin bu polimer matrislerden tasinmasi kimyanin bu dalina yeni bir ivme
kazandirmistir. Bu sistemlerde ilaglar polimer bir matriksle birlestirilir. Boyle bir
sistemden ilacin salim orani; polimer matriksin hammaddesi, matriks geometrisi, ila¢
ozellikleri, baslangictaki ilag ylklemesi, ilag-matriks etkilesimi gibi coklu parametrelere

baghdir [15].



Polimerik ilag tasinim sistemleri icin baslangigta poli(dimetilsiloksan), politiretan ve
poli(etilen-ko-vinil asetat) (EVA) gibi hidrofobik, bozunur olmayan polimerlerle
cahsilmistir.  Fakat bozunur olmayan polimer-bazli ilag tasinim sistemlerinin
dezavantajlari mevcuttur. Ornegin, cerrahi olarak implantin yerlestiriimesinden sonra
ikinci bir ameliyatla ¢ikartilmasi gerekmektedir. Bu dezavantaja ragmen, implantin
cikartilmasi kolay bir islemdir. Bu sistemlere ornek olarak Ocusert (EVA bazl rezervuar
sistemi), Norplant (PS bazli rezervuar sistem), MEDIFILM-400 (PU bazh transdermal
yama sistem) ve TransdermScop (Poliester bazli transdermal yama sistem) verilebilir

[12].

2.2 Etken Madde Tasiniminda PEG

PEG, ozellikle tip alaninda birgok uygulamasi olan bir polieter bilesigidir. PEG’in en
yaygin formu, hidroksil gruplariyla sonlanan lineer ya da dallanmis polieterdir ve genel
yapisi HO-(CH,CH;,0),-CH2CH20H seklinde gosterilir (Sekil 2.4). PEG, epoksit halkasinda,

etilen oksidin anyonik halka agilma polimerizasyonuyla hidroksit iyonuna nikleofilik

0t

Sekil 2.4 PEG’in kimyasal yapisi

atak yapmasi ile sentezlenir [16].

Polipeptit modifikasyonu igin en kullanish yapi monometoksi PEG (mPEG)’tir ve CH3O-
(CH2CH20)n-CH2CH,0H seklinde gosterilir. mPEG, metoksit iyonlariyla baslayan anyonik
halka agilma polimerizasyonuyla sentezlenir. Ticari mPEG polimerizasyon sirasinda ¢ok
az miktarda suyun varhgi nedeniyle énemli bir miktarda diol PEG igerir. Bu diol PEG
polimerin iki ucundaki polimerizasyon nedeniyle goreceli olarak yiksek molekiler

agirhga sahiptir. Diol PEG miktari mPEG kompozisyonu igerisinde %15’i asabilir [16].

Diger polimerlerle karsilastinildiginda PEG, duisiik molekiler agirhkli PEG’ler (<5kDa) igin
1.01’den, blyik molekiler agirhkh PEG’ler icin 1,1’e kadar olan aralikta goreceli olarak

dar bir polidispersiteye (Mw/M,) sahiptir [16].

PEG’in essiz yetenegi, hem sulu ¢ozeltilerde hem de organik solventlerde ¢oziinebilir

olmasidir. Bu da son ug¢ tliretme ve uygun fizyolojik kosullar altinda biyolojik
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molekilerle konjugasyona olanak saglar. Cozelti durumdaki PEG ile ilgili yapilan
calismalarda her etilen oksit (initesinde bir, PEG’in 2-3 su molekiiliine baglanabildigi
gosterilmistir.  PEG’in  hem omurga zincirindeki ylksek esneklik hem de su
molekillerine baglanmasi nedeniyle PEG molekiill, sanki ¢ozlinebilir bir protein gibi 5-
10 kat daha biylkmis gibi davranir. Bu faktorler, PEG’in proteinleri c¢dkeltme
yeteneginin, immiinojeniteyi ve antijeniteyi engellemesinin ve memeli hicreleri ile

enzimler tarafindan degrade olmayi 6nlemesinin nedeni olarak ileri striilmustir [16].

PEG’in dlstk molekiler agirhkli (<400 kDa) oligomerlerinin in vivoda alkol
dehidrojenazla degrade olduktan sonra toksik metabolitler olusturdugu gosterilmistir.
Buna ragmen 1000 kDa’nin Ustlindeki PEG’ler yillardir yemek, kozmetik ve farmasotik

alanlarinda kullanilmaktadir [16].

2.2.1 PEGilasyon Kimyasi

PEGilasyon, protein, peptit ya da non-peptit molekilin bir ya da daha fazla PEG
zinciriyle baglanmasiyla olusan modifikasyonu ifade eden bir terimdir [16]. ilk olarak
1970’lerde Davies ve Abuchowsky tarafindan albimin ve katalaz modifikasyonu

Uzerine olan iki yayinda belirtilmistir [4].

Gunlimuzde PEGilasyon, peptitlerin ve proteinlerin terapotik ve biyoteknolojik olarak
kullaniminda poplilerligi artan bir prosedirdir ve kimyasal ve enzimatik olarak genis
capta konjugasyon metotlari vardir. Protein veya peptitlerdeki amino gruplar, acilasyon
ve alkilasyon reaksiyonlariyla PEGilasyonun ilk hedefidir fakat su anda bircok spesifik
kimyasal ya da enzimatik yontemle tiol, hidroksil veya amit gruplariyla konjugasyonlar

da mumkindar [4].

lla¢ tasiniminda basarili bir yaklasim olan PEGilasyonda, PEG-ila¢ konjugatlari bircok
avantaja sahiptir. Konjugatin vicutta uzun sire kalisi, metabolik enzimlerle
bozunurlugunun az olmasi ve protein imminojenitesini azaltmasi veya elimine etmesi
bu avantajlara 6rnek verilebilir. Bu 6zellikleri sayesinde PEGilasyon ila¢ tasiniminda
peptitlerin, proteinlerin ve terdpotik ajanlarin kullanilmasini saglar [2]. PEG-Protein

konjugatinin avantajlari Sekil 2.5’te gorilmektedir.
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Sekil 2.5 PEG-Protein konjugatinin avantajlari [4]

PEG, tekrarh etilen oksit Unitelerinin reaktif kisimlara sahip olmamasi nedeniyle diger
bilesenlere terminal fonksiyonel gruplarla baglanir. PEG’e baglanan fonksiyonel
gruplarla  olusturulan PEG  tirevleri, PEG-etken madde konjugatlarinin
olusturulmasinda blylik 6neme sahiptir. PEG tlirevleriyle ilgili kapsamli bir calisma,
2003’te Jing Li ve W. John Kao tarafindan yapilmistir. Li ve Kao, 50 PEG tirevi
sentezlemis, yliksek performansli sivi kromotografisi ve niikleer manyetik rezonans ile
bu tlrevlerin karakterizasyon analizini yapmislardir [18]. PEG’in tirevlerine 6rnek
olarak olarak suksinimidil-PEG, tetrazin-PEG ve PEG-amin gosterilebilir. Stksinimidil
bagl PEG’te terminal karboksil grup ¢ok yonlidir. Bu karboksil grup, polimerin aktif
esterlerini hazirlarken kullanilabildigi gibi, biyolojik 6nemi olan molekiillerle direkt
olarak baglanabilir [3]. Aktiflesmis esterler ve kismen NHS (N-hidroksisiiksinimid) ester,
biyokonjugasyon calismalarinda en cok kullanilan reaktif gruplardir [18]. PEG’in NHS
tirevi, pH 7-9 arasindayken, protein molekillerindeki amino grupla dogrudan
etkilesebilmektedir [3]. Tetrazin-PEG tiirevi, dort adet karbon-hidrojen (initesi olan,
benzen benzeri bir molekildir ve 1,2,3,4 ve 1,2,3,5-tetrazin izomerleri sentetik
polimer c¢alismalarinda kullanilmaktadir [20]. Son vyillarda, tetrazin ylksek hizi ve
spesifitesi nedeniyle bircok hiicre gorintiileme, tedavi ve fonksiyonel malzeme
alanlarinda sikca kullanilmaktadir. PEG-amin tirevinden karbonil bilesiklerinin
modifikasyonunda yararlanilmaktadir [3]. Polimerlere baglanan fonksiyonel gruplar,
polimerlerin etken maddelerle etkilesim icerisinde bulunabilmelerinde blyik 6nem

tasimaktadir.
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2.2.1.1 ilk Jenerasyon PEG Kimyasi

PEG konjugasyonunun bir¢ok uygulamasi degisik molekiiller igerdiginden beri eslesme
reaksiyonlari ihmli kimyasal kosullar gerektirmektedir. Polipeptitlerde eslesmeye
katilan en reaktif gruplar lizinin alfa ya da epsilon amino gruplaridir. Sekil 2.6’da alfa
veya epsilon amino gruplarindaki protein PEGilasyonunda kullanilan bazi PEG tirevleri

gosterilmistir [16].

ilk-jenerasyon PEG kimyasinda safsizlik, disiik molekiiler agirlik sinirlamasi, stabil

olmayan baglar ve modifikasyonda secicilikte yetersizlik vardir [16].

2.2.1.2 ikinci Jenerasyon PEG kimyasi

ikinci-Jenerasyon PEG kimyasi diol kontaminasyonu, mPEG icin diisiik molekdler agirlik
sinirlamasi, stabil olmayan baglar, yan reaksiyonlar ve yer degistirme reaksiyonlarinda
segicilik kisitlamasi problemlerini 6nlemek lizere ortaya ¢ikmistir. ikinci-Jlenerasyon PEG
kimyasinin ilk o6rneklerinden biri mPEG-propiyonaldehittir. mPEG-propiyonaldehitin
hazirlanmasi kolaydir ve PEG-asetaldehit yerine kullanilabilir; boylece PEG’de safsizlik
olusumunu engellenmis olmaktadir [16], [17]. ikinci jenerasyon metotlarda diger bir
hedef ise daha buliylik PEG polimerleri sentezleyerek farmakokinetik ve farmakodinamik
etkinligi artirmaktir. Ayrica, ikinci jenerasyon PEG kimyasinda, birinci kusakta kullanilan

12 kDa olan yapilarin yerini dallanmis 60 kDa PEG molekiilleri almistir [17].

2.3 Hedefleme ve Gorintiileme

Kanser tedavisinde kullanilan terdpatiklerin, diger dokulara salinmadan sadece
hastalikli hiicrelere alinmasi igin, fiziksel olarak hastalikl hiicreleri hedefleme yetenegi
uzun zamandir amaglanmaktadir. Hicre-ylizey markerlari, ekstraselliler matriks,
¢Ozlinebilir faktorler ve proteazlar ve ayni zamanda timorin essiz yapisi ve tasinma

ozellikleri hedeflemede kullanilabilmektedir [5], [21].
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Sekil 2.6 ilk jenerasyon amin reaktif PEG tiirevleri [16]

Nanopartikil tasiniminda hem pasif hem de aktif hedeflemeden yararlaniimaktadir.
Pasif hedefleme disik bobreklerden atihmi ve arttinlmis gecis ve alikonmayi (EPR
effect) iceren, nanopartikillerin essiz farmakokinetiklerine dayanir. PEG ve poli(etilen
oksit) gibi polimerlerin ylizeye baglanmasi nanopartikillerin karacigerde, dalakta ve
lenf nodiillerinde mononiiklear fagositler ile alinmasini engeller ve boylede tlimorde
birikimine olanak tanir. Aktif hedefleme, nanopartiikillerin timoérde eksprese olan

reseptorlere ligand-aracili olarak baglanmasina dayanir [22].

Bilinen ligandlara baglanan bir¢cok timoér markeri tanimlanmistir. Bunlara 6rnek olarak
arjinin-glisin-aspartik asitin anjiojenik kan damarlari ylizeylerinde eksprese olan
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integrinlere baglanmasi ve folik asitin kanser hiicrelerinin ylzeylerindeki reseptorlere

baglanmasi verilebilir. Monoklonal antikorlar da hedeflemede kullaniimaktadir [22].

Nanopartikiillerin kanser goriintiilemede bircok model vardir (Cizelge 2.1). Non-invazif
olarak karaciger ve lenf digliimi metastazi saptanabilmektedir. Stiperparamanyetik
demir oksit nanopartikilleri dokularda lokal manyetik alan gradyanlarina etki ederek
MRI'da algilanabilir bir sinyal olusturur. intravendz olarak uygulanan dekstran-kapl
demir oksit nanopartikiiller karaciger ve lenf makrofajlari tarafindan fagositozla alinir
ve bu yontemle kanserli hiicreler tespit edilebilir. Manyetik nanopartikillerin direkt
olarak kanser hiicrelerini hedef aldigi ¢alismalar da bulunmaktadir. Ornegin; demir
oksit nanopartikiillerin ylizeyindeki herseptin mAb ve folik asitin hedefledigi bolgeler
(tmor) MRI ile goruntilenebilir. Dendrimerler, miseller ve lipozomlar gibi diger diger

nanopartikil korlari paramanyetik gadolinium ile modifiye edilerek hedeflenen timor

MRI ile goruntilenebilir [22].

Sekil 2.7 MRI ve demir oksit nanopartikdller ile lenf digimii metastazinin noninvazif
olarak saptanmasi [22]

(a) Nanopartiikiille arttirilmis MRI ile prostatin 3 boyutlu gériintiilenmesi. (b) iki bitisik
digiimde, konvensiyonel MRI resminde de benzer sinyal yogunlugu goriilmektedir. (c)
Nanopartikiille arttirlmis MRI'da normal digimde sinyalin azaldigi (kalin ok),
metastatik diglimde ise azalmadigi (ince ok) gorilmektedir.
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Cizelge 2.1 Yaygin olarak kullanilan gorintileme ajanlari [23]

Gor,\ljlr;tdu;ﬁme Gorlintlileme Ajani Céuzf]any[?flluk Avantajlar Dezavantajlar
Yuksek fiyat,
Klinik translasyon, | uzun
Gadolinium, demir yuksek goruntuleme
MR oksi.t, ?;ar)ganaz' 10-100 nm ¢OzUnurlik, 'zamanl, metal
oksit, *°F isaretli radyasyon yok, implant veya
bilesik derinlik limiti yok, | dévmesi olan
kantitatif sonuglar | hastalara
uygulanamaz
Klinik translasyon,
yuksek duyarhlik,
e 6 11~ 15 limitsiz Yuksek fiyat,
PET F,*Cu, =C, ~0- 1-2 mm penetrasyon, radyasyon,
isaretli biyokimyasal diisiik
prosesli ¢Ozunarlik
gorintileme,
kantitatif sonuglar
Klinik translasyon,
yuksek duyarhlik, Rasyasyon,
SPECT 99 mTc, inkelat 1-2 mm R distk
penetrasyon, P
gorece disuk fiyat, cozlindrlik
kantitatif sonuglar
Yiksek duyarlihk,
radyasyon yok, -
hedef dogrulama Klinige
L uygulamasi
Optik Fluokrom, icin high- sinirh, distk
Goriintiileme fotoproteinler 1-5mm throughput' ¢Ozunurlik,
tarama ve bilesen . -
L disuk derinlik
optimizasyonu,
cok kanall penetrasyonu
goriintileme
Yiksek
¢ozunurlik, dusik
fiyat, operasyon - -
Ultrason Nano/mikobalonlar 50 pm kolayhgi, Dusuk derinlik
penetrasyonu
radyasyon yok,
kantititatif
sonuglar

Optik gorintiileme ile kullanilan altin nanoshelller, MRI problarina alternatiftir. UV'den

infrarede kadar dalga boyunda absorblama veya sacilim yapan bu nanopartikiiller,

dielektrik cekirdek (silikon) ve metalik partikiillerden vyapilir. Dokularin minimal

absorbansa sahip oldugu bdlgeler icin bu partikiiller yakin-infraredte de sacilim
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yapacak sekilde dizenlenebilir. Boylece konfokal mikroskopta ve optik es fazli

tomografide goriintlileme 6zellikleri yikseltilebilmektedir [22].

Floresan nanopartikiller de optik gorintilemeyi arttirmada kullaniimaktadir. Bir
calismada; floresan yari iletken nanokristaller ve kuantum dotlar, ligand-aracili
nanopartikll olarak timordeki farkli bolgeleri hedeflemede kullaniimistir. Sekil 2.7’de
PEG ile fonksiyonellestirilen nanopartikiillerin karacigeri de iceren retikuloendotelyal

sistem organlarinda saptanabilir bir yigin olusturdugu gorilmektedir [22].

2.4 Hucre Kulturu

Hicre kultird, hicrelerin bir canlidan alinarak elverisli yapay bir ortama aktariimasidir.
Hiicreler dokudan direkt olarak alinabilir ve kiltlivasyondan o6nce enzimatik ya da
mekanik yollarla ayristirilabilirler. Onceden kiiltiirii yapilmis bir hiicre hattindan da

hicreler alinarak kiltirleri yapilabilir [23].

Hicre kualtirt ilk olarak 20. yuzyihin baslarinda, sistemik varyasyonlardan uzak
hicrelerin davranislarinin incelenmesiyle kesfedilmistir. Dokudan primer eksplant
olarak hicrelerin kiltlirlenmesi 50 yili askin siredir devam etmektedir. 20. yuzyilin
ikinci yarisinda “doku kaltiri” kavrami kullanilmaya baslanmistir. Eksplante edilen
hicrelerin ayristiriimasi ve dagilmis hicrelerden plak olusturulmasi ilk olarak 1885’te
Roux tarafindan uygulanmistir. L929, fare L-hiicrelerinden klonlanan ilk hiicre kiltir
hattidir. Dulbecco’nun calismalari, tripsinizasyonla tek hiicre klonlanmasinda buyik
kolayliklar saglamistir. Gey ve arkadaslari, 1952’de ilk devamli hiicre kiltiri olan
Hela’yi gerceklestirmistir. insan tiimérleriyle ilgili calismalar Leonard Hayflick’in
kiltirdeki hicrelerin yasam omriyle ilgili calismasinda oncl olmustur. 1950’ler ayni
zamanda hiicre kiltirt besiyerilerinin gelismesinde 6nemli yillardir. Bu ¢alismalar,

serum-bagimsiz besiyerlerinin gelismesine 6ncilik etmistir [24].

Hicrelerin kiltiirinde, doku kaynagi olarak farkli kaynaklar tercih edilebilmektedir.
Harrison (1907) doku kaynagi olarak sogukkanh bir hayvan olan kurbagayi tercih
etmistir; ¢linkl inklibasyon gereksinimi yoktur. Harrison’un uyguladigi teknik, dokunun

in vitro kiltirlenmesine yeni bir bakis acisi getirmistir. Tibbi bilimlerde ise tercih
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sicakkanh hayvanlardan yanadir; ¢linkii bu hayvanlarin normal ve patolojik gelisimleri

insanlara daha yakindir [24].

Baslangicta hicreler kiltire edilirken besi ortaminda tavuk embriyo ekstrakti gibi
vicut sivilari, serum, lenf gibi dogal ekstraktlar kullanilmistir. Daha sonralari, viicut
sivilari ve besin biyokimyasi analizlerine dayanarak kimyasal besiyeriler yapilmistir.
Eagle’s Basal Medium (1955) ve bu besiyerini takiben dana, insan ya da at serumu,
protein hidrolizatlari ve embriyo ekstrakti gibi gesitli takviyeler iceren Eagle’s Minimum
Essential Medium genis capta kabul gormustir (1959). RPMI 1640 gibi farkh hicre
tiplerine ya da spesifik durumlara o6zel modifiye edilmis (NAHCOs ve CO;
gereksindirmeyen) besiyeriler de Uretilmistir (1963). Ginliimizde downstream
prosesler ile enfeksiyon riski 6nlenerek endistriyel c¢apta serumsuz besiyeriler

Uretilmektedir. [24].

Hiicre kiiltiirli, genel olarak iki evrede incelenebilir. ilk evre; primer kiltiirdir. Primer
kiltir, dokudan izole edilen hicrelerin uygun kosullarda bulunduklar ylzeyi
kaplamasini ifade eden kiiltiir evresidir. Bu evrede hiicreler, bliyimenin devam
etmesini saglamak icin yeni biyiime besiyerinin oldugu bir ortama aktariimahdir. ilk
subkultirden sonraki primer kiltir, ikinci evre olan hiicre hattini olusturur. Normal
hiicre hatlari, ¢ogalma yeteneklerini kaybetmeden 6nce sinirh bélinme sayisina
sahiptir. Fakat bazi hicre hatlari transformasyon adi verilen bir siirecten sonra
bolinme yeteneginin kaybolmadigi devamli hiicre hatlarina doénusebilir. Bu durum
kendiliginden, kimyasal olarak ya da viral olarak indiiklenerek ortaya cikabilir. Eger bir
hiicre hattinin alt popillasyonu, kiltiirden klonlama veya baska metotlarla pozitif
olarak secilebiliyorsa hiicre hatti, hiicre soyu ismini alir. Hiicre soyu genellikle ana hatta

ek olarak genetik degisiklikler icermektedir [23].

2.4.1 Dokudan Hiicre Kiiltiirii Eldesi

Birincil hticre kilturleri genellikle hicrelerin dokudan bazi enzimlerle ayristiriimasi ile
olusturulur. Devamli hiicre kiltirlerinde hiicreler yapistiklari kiltir kabindan tripsin,

etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) ve kollajenaz solisyonlariile ayrilirlar [25].
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Tripsin, memelilerin gastrointestinden elde edilen bir endopeptidazdir. Ortalama
olarak pH 8de ve 37°C’de optimal isleve sahiptir. Doku kultiri laboratuvarinda
hlcrelerin yeni bir kiltir kabina ve yeni bir besiyerine aktarilmalari igin bulunduklari

kiltir kabinin duvarindan tripsin enzimi kullanilarak kaldirilir [25].

EDTA, kalsiyum ve diger iyonlara baglanip kelatlama ajani olarak kullanilir ve bu sayede
pasajlama esnasinda, kalsiyum-bagimli hiicre adhezyonunda rol oynayan integral
membran proteinleri olan kaderinlerin hiicreleri birbirine baglamasi 6nlenir. EDTA’nin
calisma konsantrasyonu 0,02%’dir. Hiicreleri ayirmada tripsin ve EDTA kombin olarak

kullanilir [25].

Kollajenaz ozellikle tripsinin zarar verebilecegi ya da efektif olmadigi durumlarda cok
fibroz ya da hassas yapilarda kullanilan énemli bir enzimdir. Ayristirma genellikle
enzimin tim organa dagitilarak ya da kiicliik parcalarinin enzimle inklibasyonu ile
yapilir. Kollajenazin galisma konsantrasyonu 0,1-0,3 mg/ml ya da 200000 U/L ve
optimal calisma pH’si 6.5 civarindadir [25].

2.4.2 Hiicrelerde Yasam Omrii

Cogu hicre hattinin limitli subkdltird ya da baska bir ifadeyle pasajlanma sayisi vardir.
Bu limit, hiicre popllasyonunun blylmeyi durdurup senesense gittigi ikilenme
sayisiyla ifade edilir. Senesens, retinoblastoma (Rb) ve p53 gibi hiicre doénglsini
diizenleyen faktorlerle belirlenir ve telomerler minimum kritik uzunluga ulastiginda
hiicreler daha fazla bolinemez [26]. Telomer uzunlugu, germ hiicreleri disinda down
reglile edilen ¢ogu normal hiicrede telomeraz ile korunur. Kok hicrelerde telomer
uzunlugu daha yiliksek olabilir ve ikilenme sayilari ¢cok daha iyi oldugundan senesens

engellenmektedir [27], [28].

2.4.2.1 Biiyiime Dongiisii

Bir hicre kuiltarl, subkiltirlendigi her seferinde subkiltirden onceki hiicre
yogunluguna geri doner. Bu sireg, belirli bir aralikta alinan 6rnegin bliylime egrisinin
cizilmesiyle tanimlanabilir. Hiicreler tekrar ekildikten sonra latent evresi de denilen, lag

faza gecerler. Bu periyot, birkac saatten 48 saate kadar siirebilir, ama genellikle 12-24
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saat arasidir. Tripsinizasyondan sonra hicreler; substratta toplanma, hiicre iskeletinin
yapilandirmasi, matrikse baglanma gibi siireclerden sonra tekrar hiicre dongisiine
girer. Hiicre popilasyonunun ikilenme zamani logaritmik (log) faz denilen Ussel bir

grafikle tanimlanir ve her hiicre hattinda karakteristiktir [29].

Medyum dafrjame
10%4

3 Subkilttrd
Hiicre/'ml _ | Ekim Bir sonraks

1079 swbiultirleme
'
;..) _ Log : Plato =

10%4— v v v v
0 2 -4 6 8 10

Gii

Sekil 2.8 Hiicrelerde blylime egrisi [29]

Sekilde Log skalasinda hiicre sayisinin artisi-subkuiltiir gtinleri grafigi verilmistir. Lag, log
(ussel) ve plato fazlari gorilmektedir. Kiltlirdeki hicreler genellikle standart bir
bilyiime paternini takip ederler. ilk faz, kiltiiriin ekildigi andan itibaren girilen lag
fazdir. Bu fazda yavas biylime, kiiltlr cevresine adaptasyon ve hizli biylimeye hazirhk
s6z konusudur. Lag fazi takiben hiicreler log faza girer. Log fazda, hiicre sayisinda Ussel
bir artis gorulur. Biylime besiyerinin icerdigi besin maddeleri tiikendiginde (bir ya da
daha fazla madde bittiginde) hiicreler plato fazina girer ve proliferasyon biiyik olcide

sonlanir.

Hicreler bulundugu alani tamamen kapladiginda daha az yayilir ve en sonunda hiicre
dongistinden cikar. Bu evreden sonra hicrelerin girdigi faz plato ya da duragan (sabit)
fazdir (Sekil 2.8). Bazi hiicreler bu fazda farklilasabilir; digerleri ise hiicre dongistinden
cikip Go evresine girer. Hiicreler plato fazinda subkiltirlenebilse de plato fazina

ulasmadan subkiiltirlemek daha dogrudur [29].

Hicre donglist dort fazdan olusur. Mitoz (M) fazinda kromatin kromozomlara donusir
ve kromozomu olusturan iki kromatid, boliinen hicrelere ayrilir. G1 fazinda hiicreler,
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DNA (deoksiribo nikleik asit) sentezine karar vermek lzere programlanmistir ve bu
fazdan sonra hiicreler dongliye devam edebilir ya da Go fazina girerler. Go fazinda
hiicreler tekrardan hiicre dongiisiine girebilir ya da bu fazda kalirlar. G; fazini takiben
sentez (S) fazinda, DNA replikasyonu gergeklestirilir [29], [30]. Rb, hiicre donglsiiniin S
fazina girisinde anahtar inhibitor olarak gorev almakta ve bu vyolla hiicre
proliferasyonunu diizenlemektedir. Rb protein ailesi, G1 progresyonu, S fazina giris ve
hatta mitozdan cikis gibi hiicre donglsinilin diger asamalarini da dizenleyici bir role
sahiptir. Apoptozisde rol alan p53 faktori de hiicre donglisini durduran ve hiicreye
DNA’sindaki hasarlari onarmasi icin zaman kazandiran bir fonksiyona sahiptir [31], [32].
S fazindan sonraki faz G,'dir ve bu fazda hiicre tekrardan M fazina girmek igin hazirlanir

(Sekil 2.9) [30].

Interfaz

DNA sentezi -/

Go faz

S fan

Sitokinez

: Gi fan 4
l Gz fan f

M faza

/ Mitoz

Sekil 2.9 Hiicre dongisunin evreleri [30]

2.4.3 Hiicre Kiltiiriinde Kullanilan Temel Besiyeri Bilesenleri

Kiltirlenmis hiicreler steril bir cevreye ve blylime icin gesitli besinlere ihtiyag¢ duyarlar.
Son 30 yilda, cesitli bazal besiyeri tipleri ticari olarak Gretilmistir. Besiyerileri bircok kez
modifiye edilmis ve aminoasit, vitamin, yag asitleri ve lipitlerle zenginlestirilmistir.
Belirli bir besiyeri formilasyonu, siklikla her bilesenin konsantrasyonunun

optimizasyonu ile yapilmaktadir [33].
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2.4.3.1 inorganik Tuzlar

Organik tuzlarin besiyerine eklenmesi bir¢cok fonksiyonu gergeklesirir. Kiltlirlin osmotik
dengesini ve sodyum, potasyum ve kalsiyum iyonlari saglayarak membran

potansiyelinin diizenlenmesine yardim eder [33].

2.4.3.2 Tampon Sistemleri

Cogu hiicre, optimum kultir sartlarindan biri olan 7,2-7,4 arasi pH gerektirir. Bu deger
bazi hiicre hatlarinda degisebilir. Ornegin fibroblastlar yiksek pH araligini (7,4-7,7),

surekli transforme hiicre hatlari ise daha asidik sartlari (7,0-7,4) tercih etmektedir. [23].

Hicre ekimini takiben pH kontroll ¢cok 6nemlidir. Bu kontrol, genellikle iki tamponlama
sistemi ile saglanir: (i) Natural tamponlama sistemi olan gaz formundaki CO;'ye
ilaveten kultir besiyerine eklenen CO3/HCO;, (ii) Zwitteriyon olan 4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazineethanesulfonic acid (HEPES) kullanan kimyasal tamponlama sistemi.
Bikarbonat/CO,tamponlama sistemini kullanan kilttrler 5-10% CO;’ye ihtiya¢ duyarlar
ve bu sistem genellikle CO; inkiibatoruyle saglanir. Bikarbonat/COxdisuk maliyetli,
toksik olmayan ve hiicrelere baska kimyasal yararlari da olan bir sistemdir. HEPES'in pH
7,2-7,4 arahginda yuksek bir tamponlama kapasitesi vardir fakat gorece pahali ve
ylksek konsantrasyonlarda bazi hiicre tiplerinde toksik olabilmektedir. HEPES ile
tamponlanmis kaltirler kontrolli gaz atmosferi gerektirmez [32]. HEPES hiicre

kilturlerine 10 mM’dan 25 mM’a kadar eklenebilir [31].

Bircok ticari kiltlir besiyeri pH indikatoéri olarak fenol kirmizisi igerir. Kiltirdeki pH
degisikligi renk degisimiyle gozlenir. Kiltlr besiyerindeki pH degisikliginde genellikle

sari (asidik) ve mor (alkali) renkleri gorular [33].

2.4.3.3 Karbohidratlar

Enerjinin ana kaynagi, genellikle karbohidratlardan tiretilmis olan sekerlerdir. Kiltir
besiyerindeki iki ana seker glikoz ve galaktoz olsa da bazi besiyerileri maltoz ya da
friktoz da icerir. Bazal besiyerindeki seker konsantrasyonu 1,0 g/L den 4.5 g/L’ye kadar
degismektedir. Yiksek konsantrasyonda seker iceren besiyeriler bircok hiicre tipinde

bliyimeyi destekler [32].
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2.4.3.4 Aminoasitler

Aminoasitler hiicrelerde protein sentezinin hammaddesidir. Tium hiicreler 12 esansiyel
aminoasite ihtiyac duyarlar: Esansiyel aminoasitler, L formundaki arjinin, sistein,
izolosin, 16sin, lizin, metiyonin, fenilalanin, treonin, triptofan, histidin, tirozin ve
valindir. Bu aminoasitler mutlaka kadltir besiyerine eklenmelidir c¢lnki hcreler
tarafindan sentezlenemez. Hiicre metabolizmasinda énemli bir rol oynayan glutaminin
onemi de c¢ok buyiktlr. Nitrojen igeren glutaminin pulrin ve pirimidinin kaynagi
olmasinin yanisira, tri-, bi-, mono-fosfat asit glikozitlerin sentezi icin esansiyaldir. Sivi
besiyerinde glutamin 37°C’de hizli bir sekilde toksik amonyaga degrade olur. Bu yiizden
besiyeri sadece kullanilmadan 6nce, kullanilacak miktar kadar isitilmahdir. En iyi hiicre
performansini saglamak icin kullanimdan 6nce besiyerine glutamin takviyesi yapmak
gereklidir. Klasik besiyeride L-glutamin genellikle 0,002 mol/L konsantrasyonunda

kullanihr [33], [34].

Ammonia
o] NH;
I +
C—NH, CH. CH:
I I I
CH C CH
| : Temp N SN
CH, pH O NH C—OH
I I
H.N — CH— COOH o]
L-glutamine Pyrrolidone carboxylic acid

Sekil 2.10 L-glutaminin, pH ve sicakliga bagh olarak amonyaga ve pirolidon karboksilik
asite donlismesi [32].

Hiicre kilturlerinde L-glutamin yerine kullanilabilecek baska bir alternatif olan stabil
Glutamin (L-alanil-L-glutamin) ya da ayni icerige sahip ticari adiyla GlutaMAX (Gibco)tir
[32], [33]. (Sekil 2.10) Uzun sureli kiltlrlerde GlutaMAX, toksik amonyak olusumununu
minimuma indirmekte, besiyeri stabilitesini ylikseltmekte ve hiicre performansini
arttirmaktadir (Sekil 2.11). Dipeptit yapisi, inklilbasyon sirasinda veya disarida
saklanirken degrade olmamaktadir Yapilan bir calismada Dulbecco’s Modified Eagle

Medium; GlutaMAX veya L-glutamin ile takviye edilip tiplere ayrilmis ve 37 °C'de
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saklanmistir. Numuneler her giin alinip ve -20 °C' de dondurulduktan sonra amonyak

seviyeleri, ylksek performansli sivi kromatografisi ile belirlenmistir [34].
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— GlutahMax
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f 50 -
o
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=
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_,-'-""_'_F'—___'____ T
G T - T T T T T

0 1 2 3 4 5 6 7
Day

Sekil 2.11 GlutaMAX ve L-glutamin eklenmis besiyeride amonyak seviyeleri [32]

Esansiyel olmayan aminoasitlerin takviyesi de hiicre bliyimesini stimule edip canlilik

siresini uzatabilir [33].

2.4.3.5 Vitaminler

Hicre kultlrlerinde serum, vitaminlerin dnemli bir kaynagidir. Buna ragmen, birgok
besiyeri ayni zamanda vitaminlerle zenginlestirilmistir. Vitaminler, sayisiz kofaktoriin
Oncusudir. Bircok vitamin, ozellikle de B grubu vitaminleri, hiicrelerin blylimesi ve
¢ogalmasi icin gereklidir. B12 vitamini bazi hiicre hatlan icin esansiyeldir. Bazi

besiyerilerde A ve E vitaminlerinin seviyeleri ylkseltilmistir [33].

2.4.3.6 Proteinler ve Peptitler

Proteinler ve peptitler bilhassa serumsuz besiyerilerde c¢ok onemlidir. En yaygin
proteinler ve peptitler; normalde serumun icerisinde de bulunan albimin, transferrin,

fibronektin ve fetuin icerir [33].
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2.4.3.7 Yag asitleri ve Lipitler

Proteinler ve peptidler gibi, yag asitleri ve lipitler de serumsuz besiyeride 6nemlidir.
Kolestrol ve steroid gibi esansiyel olan bilesikler normalde serumda bulunmaktadir

[31].

2.4.3.8 iz Elementler

Cinko, selenyum, bakir ve trikarboksilik asit ara Urlnler iz elementlerdir. Selenyum,

detoksifiye edici 6zelliktedir ve serbest radikallerin uzaklastiriimasini saglar [33].

2.4.3.9 Serum

Serum; hemaleucinin plazmasindan yaplilir ve alblimin, bliyiime faktoérleri ve biylime
inhibitorlerinin bir karsimidir. Hiicre kiiltlir besiyerinin en énemli bilesenidir. En gok
kullanilan serum fetal sigir serumudur. Yenidogan buzagl serumu ve at serumu da
kullanilmaktadir. Fetal sigir serumu iclerinde en kalitelisidir, c¢linkii dis c¢evreden
etkilenmemistir ve en dlstuk seviyede antikora sahiptir [33], [34]. Bazi serum

bilesenleri Cizelge 2.2'de gosterilmistir. Serumun bircok avantaji bulunmaktadir:

Esansiyel yapi maddeleri icermesi
Serumda hiicre biiyiimesi icin gerekli olan bircok aminoasit, vitamin, inorganik mineral,

yag ve nikleik asit tirevi bulunmaktadir.

Adherans ve baglanma faktérleri icermesi

in vitroda kiltiirii yapilan bircok hiicre biiyiimek icin kiltir kabina tutunur ve bu
durum ektraseliiler matrikse baglidir. Hiicreler in vivoda ekstraseliiler matriks salgilar
fakat bu yetenekleri pasaj sayisi arttikca azalir ve hatta kaybolur. Serum hiicre

adheransini saglayici; fibronektin, laminin gibi ¢esitli komponentleri icerir [34].

Hormonlar ve cesitli biiyiime faktérlerini icermesi

Serum; insillin, adrenokortikal hormon (hidrokortizon, deksametazon), steroid
hormon, (estradiol, testosteron ve progesteron) vb. hormonlari ve fibroblast biyime
faktori, epidermal blyiime faktori ve trombositik blylime faktori gibi cesitli blylime

faktorlerini icerir [34].
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Cizelge 2.2 Bazi Serum Bilesenleri [34]

Na* 137 mol/L Alkalin fosfomonoesteraz 225,0 U/L
K* 11 mol/L Laktik dehidrojenaz 860,0 U/L
cr 103 mol/L insilin 0,4ug/L
Se0s? 26 pg/L Tiroit stimiilator 1,2 pg/L
Ca* 136 mg/L Folikilstimule edici hormon 9,5 ug/L
Fibronektin 35 mg/L SiIgir somatotropin 39 ug/L
Ure Asidi 29 mg/L Prolaktin 17 ug/L
Kreatin 31 mg/L Ts 1,2 ug/L
Hemoglobin 113 mg/L Kolesterol 310,0 pg/L
Bilirubin
4 mg/L Kortizon 0,5 pg/L
(toplam)
inorganik
100 mg/L Testosteron 0,4 pug/L
fosfat
Glukoz 1250 mg/L Progesteron 80,0 ug/L

Baglayici proteinlerini igermesi
Baglayici proteinler, disik molekiiler agirlikh maddeleri tasir. Ornegin, albiimin

vitaminleri, yaglari (yag asidi, kolesterol) ve hormonlari; transferrin demiri tasir [34].
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Bazi spesifik hiicreler icin koruma saglamasi

Bazi hiicreler (epital, myeloid hiicreler) serumdaki anti-proteaz bileseni tarafindan
noétralize edilen bir proteaz (tripsin) salar. Serum tripsinin etkisini sonlandirmak igin
kullanilmaktadir. Serum alblimin, serum vizkozitesini arttirir ve 06zellikle slispanse
haldeki hiicre kiiltiirlerini mekanik zararlardan korumaktadir. iz elementler de

metabolik detoksifikasyonda 6nemli rol oynamaktadir [34].

Serumun bircok avantaji olmasina ragmen, dezavantajlari da bulunmaktadir. Bircok
hiicrede serum, in vivoda fizyolojik bir sivi degildir. Hiicreler sadece zarar
gordiklerinde, bu zarari iyilestirmede ya da kan koagilasyonunda serumla baglanti
kurar. Bu nedenle serum kullanimi bazi hiicrelerin normal durumunu degistirebilir.
Serum bazi hicrelerde blyimeyi desteklerken (fibroblast gibi) bazi hicrelerde
(epidermalkerotinosit vb.) ise proliferasyonu engelleyebilir. Bazi bilesenler hiicreler igin
toksik olabilir. Ornegin yiiksek cogalma oranina sahip hiicrelerde poliaminoksidaz,
poliaminle (spermin ve spermidin gibi) reaksiyona girer ve toksik polispermin olusturur.
Ek olarak, antikorlar ve bakteriyotoksin hiicre blylimesini etkileyebilir; hatta hiicre
Olimine yol acabilir. Her serum serisi digerlerinden farkhdir ve bilesenler uniform
degildir. Serum Uretim slireclerinde mikoplazma ya da virlslerle enfeksiyon oldugunda
ve bu serum hicre kiltirlerinde kullanildiginda hicreler etkilenir ve yapilan

deneylerde yanlis sonuglar elde edilebilir [34].

2.4.3.10 Antibiyotikler ve Antimikotikler

Antibiyotikler ve antimikotikler, segici olarak bakteri ve mantarlarin Gremelerini
baskilar. Penisilin, streptomisin, gentamisin ve amfoterisin B genis capta
kullanilmaktadir. Penisilin ve streptomisin, gram pozitif ve gram negatif bakterilerde
protein biyosentezini ve hlicre duvari sentezini onlemektedir. Bu antibiyotikler,
proflaksi icin hiicre kiltirinde rutin olarak kullanilmaktadir. Gentamisindeki amino
glikozit, bakteriyal ribozomun 30S altbirimine baglanmakta ve bodylece protein
biyosentezini engellemektedir. Amfoterisin B, doku kiltlrlerinde antifungal ajandir.
Fungal ve maya hiicrelerinin hiicre membranlarini, bu hiicrelerden katyon kaybiyla
etkilemektedir. Membran proteinlerinin inhibisyonu ile birlikte fungi ve maya hiicreleri

olmekte fakat viris ve bakteriler etkilenmemektedir [35].
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2.4.4 Hicre Canlilik Testleri

Coklu-kuyucuklu plaklarla hiicre canliigini 6lgmede farkli kolorimetrik testler
uygulanabilir. Bu testlerde, canli hiicrelere baglanan marker aktivitesi baz alinir. Hiicre
bazli testler genel olarak istenilen molekdllerin hiicre ¢ogalmasi lzerine etkisini ve
sitotoksik aktivitelerinin goriintlilenmesi icin uygulanmaktadir. Canh 6karyotik hiicre
sayisinin belirlenmesi amaciyla ¢ok cesitli testler vardir. Bunlardan bazilari sunlardir:
Tetrazolyum rediiksiyonu, adenozin trifosfat (ATP) deteksiyonu, proteaz markerlari,

resazurin rediksiyonu [36].

Tetrazolyum rediiksiyonu, resazurin rediiksiyonu ve proteaz aktivite testleri canl
hicrelerin genel metabolizmasini veya bir enzimatik aktivitesini belirlemede marker
olarak kullanilirlar. Tim bu testler reaktifin hicrelerle inkiibasyonunu ve canh
hiicrelerde renkli ya da floresan Urilin olusturmasini baz almaktadir. Plak okuyucularla
canli hiicre sayisi belirlenebilir. Eger hiicreler 6lmusse, irin olusumu da olmayacaktir.

ATP deteksiyonunda ise canli hiicrelere reaktifle inkiibasyon periyodu yoktur [36].

Bircok tetrazolyum bileseniyle hiicre canhligi tespit edilebilir. En ¢ok kullanilan
tetrazolyum bazli testler; MTT, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5(3-
carboxymethonyphenol)- 2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium (MTS), 2,3-bis[2-methoxy-
4-nitro-5- sulfophenyl]-5-[(phenylamino)carbonyl]-2H-tetrazolium hydroxide (XTT) ve
2-(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)- 2H-tetrazolyum (WST-1)'dur. MTT
pozitif yuklidar ve kolaylikla canli hiicreye penetre olabilir. MTS, XTT ve WST-1 negatif
yuklidir ve MTT kadar kolaylikla hiicreye penetre olamazlar. Bunlar tipik olarak
tetrazolyumun renkli formazan Uriniine dontsim rediiksiyonunu kolaylastirmak icin
sitoplazmadan veya plazma membranindan elektron transfer eden bir elektron alici ile

birlikte kullanilirlar [36].

Gunlimuzde MTT; sitotoksisite analizlerinde, hicre canhligini ve lremesini 6lcmede

hiicre biyolojisi calismalarinda genis ¢apta kullaniimaktadir [37].
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Sekil 2.12 MTT ve renkli formazan Grln{inin yapisi [36]

MTT substrati dengeli tuz tamponu icerisinde hazirlanir. Genel olarak son
konsantrasyonu 0,2-0,5 mg/ml’dir ve hucre kilturine eklendikten sonra 1-4 saat arasi
inkiibasyon gerektirir [36]. Cozlinebilir 6zellikteki MTT, mitokondriyal dehidrojenazlar
ile redliksiyonunda metabolik olarak aktif hiicrelerde sarimtirak renkten mor-mavi
¢ozinmeyen formazana donidsiur (Sekil 2.12). Yagda c¢o6ziinebilen formazan Urind,
organik solventlerle ekstrakte olup UV-Vis spektroskopisiyle maksimum 570 nm dalga
boyunda olculebilir. Genel olarak referans dalga boyu olarak 630 nm kullanilmaktadir
ama c¢ogu testte gerekli degildir [30], [38]. MTT testi, mitokondriyal fonksiyonu ve

mitokondriyal aktivitedeki degisimi degerlendirmede indikator olarak uygundur [38].

Sekil 2.13 U937 hiicrelerinin MTT ile 3 saatlik inklibasyonundan sonra olusan formazan
kritalleri. [38]
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Hicreler 6ldiginde, MTT'yi formazana doénustirme yetenegini kaybederler. MTT
rediksiyonunun mekanizmasi tam olarak anlasilmamistir fakat reaksiyon muhtemelen
NADH ya da benzer indirgeyici molekillerin MTT’ye elektron transferini icermektedir

[38].

Absorbans okumasinda formazanin ¢ozlintir olmasi gerekmektedir. Formazan {rlndni
¢6zmede, rengi stabil tutmada, uguculugu onlemede ve fenol kirmizisi ya da diger
kiiltlir besiyeri bilesenlerinin etkisini 6nlemede bircok metot vardir. Cesitli ¢cozme
yontemleri asitlestirilmis izopropanol, dimetil silfoksit (DMSO), dimetilformamid,
sodyum dodesil silfat ve diger deterjan ya da organik solvent kombinasyonlarini igerir

[38].

Hicreler tarafindan MTT nin formazana donlsimd zaman bagimh bir reaksiyondur.
Uzun inklibasyon siiresi renk akimilasyonunu ve duyarliigi bir noktaya kadar

arttirabilir; fakat reaktiflerin sitotoksisitesi dolayisiyla inklibasyon siresi sinirlidir [38].

2.5 Biyolojik Kontaminasyon

Kiltir kontaminasyonu, hiicre kiiltiir laboratuvarlarinda goérilen en yaygin problemdir
ve bazen ¢ok ciddi sorunlara yol agar. Kiltiir kontaminantlari, kimyasal ve biyolojik
kontaminantlar olmak Uzere iki ana baslikta toplanabilir. Kimyasal kontaminantlara
ornek olarak besiyeri, serum, su, endotoksin, plastiklestirici, deterjan verilebilir.
Biyolojik kontaminantlar ise diger hiicre hatlariyla ¢apraz kontaminasyona girebilen

bakteri, kif, maya, virls ve mikoplazmadir [39].

Bakteriyal kontaminasyon genellikle gozle farkedilebilir. Kiltir besiyerindeki aniden
artan bulaniklik ve pH degisimi sonucu besiyeride renk degisimi ortaya c¢ikmaktadir

[39].

Mikoplazmalar, hiicre duvari olmayan ve hiicre duvari sentezleyemeyen, 0,3
mikrometre capinda, filamentli ya da kokiis yapida olabilen en kiglk
prokaryotlardandir. M. hyorhinis, M. arginini, M. orale, M. fermentans ve
Acholeplasma laidlawii olarak, kiiltir kontaminasyonuna yol acan bes blylk tird

vardir [39].
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Mikoplazma enfeksiyonu, hiicre kiltiriinde bakteriyal ve fungal enfeksiyonlardan ¢ok
daha koti etkilere yol acabilmektedir. Bu etkilere 6rnek olarak degisen blylime orani,
morfolojik degisiklikler, kromozom hasarlari ve amino asit ve nukleik asit

metabolizmasindaki degisiklikler verilebilir [39].

Enfekte serum kullanimi hiicre hatlarinda viral kontaminasyona yol agmaktadir. Sigir
serumu, sigir viral diyare virlisi (BVDV) kontaminasyonu i¢in potansiyel bir kaynaktir.
BVDV ile kontaminasyon bliyiime oraninda kiiciik bir degisiklige neden olabilir, ancak
bu virls sitopatik olmadigindan kultiirdeki makroskopik ve mikroskobik degisiklikler
saptanamaz [38]. Bazi hiicre hatlari endojen virisleri igerir ve virls partikilleri salgilar
ya da ylzeylerine viral antijenleri eksprese eder (6rnegin Ebstein-Barr Virlis transforme

hatti). Bu hicre hatlari viral kontaminasyon olarak degerlendirilemez [38].

2.6 Biyogiivenlik ve Biyogiivenlik Kabinleri

Biyoglivenlik, ozellikle insanlar icin potansiyel patojenik tehlike iceren “materyal,
infeksiyéz mikroorganizmalar veya onlarin genetik ya da toksik komponentleri ile
yapilan ¢alismalarin, insan ve ¢evre icin givenli sekilde yapilmasini saglamak amaciyla
laboratuvar alt yapi, tasarim, ekipman, teknik ve uygulamalarinin en uygun
kombinasyonu” olarak tanimlanabilir. Biyoguivenligin amaci galisanlari, diger insanlari

ve ¢evreyi potansiyel tehlikeli mikrobiyolojik ajanlardan korumaktir [40].

Biyogiivenlik tanimina uygun olarak, hicre kiltlri calismalarinin  yapilacagi
laboratuvarlar, dort farkh seviyede dizayn edilmistir. Biyoguvenlik seviye 1 (BSL-1) ve
seviye 2 (BSL-2) “Temel Laboratuvarlar” dir. Biyoglivenlik seviye 3 (BSL-3) “Tecrit
Laboratuvarl”, Biyogilvenlik seviye 4 (BSL-4) laboratuvari ise “Maksimum Tecrit

Laboratuvari” olarak adlandirilir [40].

Biyoglivenlik seviyelerine uygun olarak tasarimlanmis hiicre kiltlri laboratuvarlarinda
bulunan biyogivenlik kabinleri (ya da biyolojik glivenlik kabini) Yliksek-Verim Parcacik
Yakalama filtresine sahiptir ve personeli ya da hem personeli ve hem de deneyi sagliga

zararli maddelerden korur [40].
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Cizelge 2.3 Bazi mikroorganizmalar igin biyolojik ajan siniflandirmasi [40]

BSL BSL BSL
Biyolojik Ajan Sinifi Biyolojik Ajan | g ,nifi Biyolojik Ajan Sinifi
Bakteriler (risk Virtsler (risk Parazitler (risk
grubu) grubu) grubu)
Leishmania
Actinomyces sp. 2 Adenoviridae 2 3
donovani
Plasmodium
Bacillus anthracis 3 Nopeia 2 3
falciparum
Ascaris
Brucella canis 3 Deng 3 2
lumbricoides
Echinococcus
Chlamydia psittaci 3 Ebola 4 3
granulosis
Clostridium Hepatit C ve
2 3 Naegleria fowleri 3
botulinum G
Mycobacteria _ Hymenolepis
3 Influenza 2 2
tuberculosis nana
Mycobacteria
3 Kizamik 2 Fasciola hepatica 2
microti

Sinif I, Sinif Il ve Sinif 1l olmak Uzere Ug ¢esit biyogivenlik kabini (hiicre kiltira kabini)
vardir. Sinif | tipi kabinlerde laboratuvar personeli ve cevre icin 6nemli koruma
dereceleri olmasina ragmen hicre kiltlrlerinin kontaminasyonu icin koruma saglamaz.
Dizayn olarak hava akisl kabine, karakteristik olarak ise ¢eker ocaga benzemektedir

[39].
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Sinif 1l biyogtvenlik kiltlr kabinleri, BSL-1, 2 ve 3 icin uygun olarak dizayn edilir ve ayni
zamanda hicre kiltiri cahsmalar icin aseptik cevre kosullarini saglamaktadir.
Potansiyel olarak zararli materyaller (virisle enfekte kiltirler, radyoizotoplar,

karsinojenik veya toksik ajanlar) icin kullanilmaktadir [39].
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Sekil 2.14 Biyogivenlik kabinlerinin siniflandirilmasi [41]

a) Sinif | biyoguivenlik kabini, b) Sinif Il biyoglivenlik kabini, c) Sinif 11l biyogtvenlik
kabini

Sinif Il biyoglvenlik kiltlr kabinleri, gaz-gecirmezdir ve personel ve cevre icin yiksek
derecede koruma saglar (Sekil 2.14). insan patojenleri ve diger BSL-4 materyalleri icin
kullanilmaktadir [39]. Cizelge 2.3’te bazi biyolojik ajanlarin dahil olduklari risk grubu

siniflari belirtilmistir.
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BOLUM 3

3.1 Deneylerde Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler

3.1.1 Kullanilan Cihazlar

Deneysel gcalismalarda kullanilan cihazlar asagida verilmigtir:

Laminar flow kabin

CO; inkiibatdr (Heracell 150i)
Vorteks (WhirliMixer B-784)
Ters mikroskop (Olympus)
Hassas terazi (Presica)

Isiticih Manyetik Karistirici (Heidolph)
ELISA okuyucu (Biotek Eon)
Distile su cihazi

Buzdolabi

Sivi azot tanki

Otoklav

Santrif(j

Ph metre (Inolab)

Plate Calkalayici (Heidolph Unimax 1010)
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3.1.2 Kullanilan Kimyasallar ve Besiyerileri

Deneysel ¢calismalarda kullanilan kimyasallar, besiyerileri ve Uretici firmalariyla beraber

katolog numaralari gizelge 3.1’de verilmistir.

Cizelge 3.1 Deneylerde Kullanilan Kimyasallar ve Besiyerileri

MADDE ADI URETICi FIRMA KATALOG NO
Fetal Sigir Serumu PAN P40-1401
Tripsin-EDTA PAN P10-023100
MEM PAN P04-08050
Glutamax Gibco 35050061
ﬁrgézi)VOtik’A”“mikmik Life Tech 15240-062
Disodyum hidrojen fosfat Merck 1065861000
Sodyum klorir Merck 1064001000
Potasyum klorir Merck 1049361000
Potasyum dihidrojen fosfat | Merck 1048771000
Tripan mavisi sollisyonu Sigma-Aldrich VWRSAT8154
SDS Acros Organics AC230420250
MTT Acros Organics AC15899
EDTA Invitrogen 15576-028
Tripsin Sigma T-4799
MEM Sigma M0268
DMSO Sigma D2650

3.2 Fonksiyonel Polimeler

Suksinimidil ester fonksiyonlu dallanmis PEG temelli polimerler N-MAS ve PEGMA’nIn
kendine yogunlasan vinil polimerizasyonu ve ATRP tekniklerinin kombinasyonu rastgele
kopolimer olusturacak sekilde hazirlanan polimerler Mustafa Y. Ates tarafindan

sentezlenmis ve saglanmistir. inimer olarak 2(2-bromobutyryloxy)ethyl methacrylate
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(BBEMA), ligand olarak pentamethyldiethylenetriamine (PMDETA) ve katalizér olarak
bakir(l) klorir kullaniimistir. (Sekil 3.1).

Kact "
Pp-X + Mt"L <—=— P,*+ X-Mt"""/L

kdeact .k
QQ e
A

Monomer

Sekil 3.1 ATRP’nin mekanizmasi

Sekilde P,-X alkil halojeniirii, baslatici ya da makrobaslaticiyi, P, aktif polimer radikalini,
M:" gecis metalini, M"/L gecis metal kompleksini, L ligandi ve X; Br, Cl gibi bir halojeni
ifade etmektedir.

Sekil 3.2 Elde edilen polimerlerin genel yapisi

Sentezlenen fonksiyonel polimerlerin icerdikleri fonksiyonel gruplar ve fiziksel yapilar

Cizelde 3.2’de gosterilmistir.
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Gizelge 3.2 Kullanilan fonksiyonel polimerlerin 6zellikleri

Polimer Fonksiyonel grup Fiziksel Yapisi
MAO046 suksinimidil ester Asiri dallanmis
MAO048 suksinimidil ester Asiri dallanmis
MAO066 - Lineer

Fonksiyonel polimerlerin equivalent oranlari asagidaki gibidir:
MAO46:  [PEGMA]:[NMAS]:[BBEMA]:[Cu(l)CI]:[PMDETA] = 90:7:3:1:1,2
MAO048: [PEGMA]:[NMAS]:[BBEMA]:[Cu(l)CI]:[PMDETA] = 80:17:3:1:1,2

MAO66: NMAS icermez.

3.3 Deneylerde Kullanilan Cozeltiler

3.3.1 1x Phosphate Buffered Saline (PBS) Tamponunun Hazirlanmasi

Hassas tartida 8 g NaCl, 0,2 gr KCI, 1,44 g Na;HPO4 ve 0,24 g KH,PO4 tartildi ve
manyetik karistiricida 900 ml distile suda ¢o6zlindiruldi. pH 7.4’e ayarlanip distile suyla
1 litreye tamamlandi. Otoklavda 1 atm basingta, 121°C’tasterilize edildi. Cozelti 6nce
0,45 mikrometrelik sonra 0,22 mikrometrelik filtreden gegcirildi. +4°C'ta 1 ay

kullaniimak tGzere saklandi.

3.3.2 Tripsin-EDTA Soliisyonunun Hazirlanmasi

100 mg tripsin ve 20 mg EDTA hassas tartida tartilarak 50 ml PBS’de ¢6ziindirulda.
Hazirlanan bu ¢o6zelti 0,22 mikrometrelik filtreden gegirilerek sterilize edildi. 2 ml’lik

hacimlere bdliinerek -20 °C’ta saklandi.

3.3.3 Hiicre Kiilturii Besiyerinin Hazirlanmasi

1 kutu MEM, 100 ml PBS’de ¢ozlindirildi. 0,22 mikrometrelik filtreden gecirildi. 20
ml’si farkli bir siseye konuldu. Uzerine 20 ml FBS eklendi ve 150 ml’ye kadar distile

suyla tamamlandi. 2 ml antibiyotik-antimikotik eklendi. Uzerine yaklasik olarak 1,5 ml
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kadar NAHCOs eklendi (Renk nar kirmizisi olana dek 2 ml'ye kadar NAHCO3

eklenebilir.). Cozelti distile suyla 200 ml’ye tamamlandi. +4 °C’de saklandi.

3.3.4 Hiicre Dondurma Sollisyonunun Hazirlanmasi

% 45 FBS, % 10 DMSO ve % 45 MEM igeren soltisyon hazirlandi ve -20 °C’de sakland..

3.3.5 MTT Soliisyonunun Hazirlanmasi

1x 1ml PBS’de 5 mg MTT olacak sekilde hazirlandi. 5 ml’lik bir MTT sollsyonu i¢in 25
mg MTT tartilarak 5 ml PBS’de vortekslenerek ¢ozlindirildi ve 0,22 mikrometrelik
filtreden gecirilerek sterilize edildi. MTT 1si8a duyarh oldugundan dolayi bu islemler
karanhkta yapildi. Solisyonun uzun siure kullanilmasi amaglanmigsa -20°C’ta kiicuik

hacimlerde saklandi. Kisa stireli kullanimlar icin ise 4°C’ta saklandi.

3.3.6 Polimer Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Yildiz Teknik Universitesi Biyomiihendislik Bélimii Polimer Laboratuvari’ndan saglanan
MAO46, MA048, ve MAO066 kodlu polimerler, steril 50 ml plastik tupler icerisine
sirasiyla 35 mg, 20 mg ve 48 mg alinarak istanbul Universitesi Molekiiler Biyoloji ve
Genetik Bolimiu Proteomik Laboratuvari’na getirildi. Konsantrasyonlari 10 mg/ml
olacak sekilde Uzerlerine otoklavlanmis distile su eklenip vortekslenerek,
ultrasonikasyonla ve pipetajla ¢6zildi. Bu stok ¢ozeltilerden 1’er ml alinarak MEM ile
10 ml’ye tamamlandi. Boylece hiicrelerle muamele edilen stok konsantrasyonun 1000
ug/ml olmasi saglandi. Sitotoksisite analizlerinde kullanilmak Gzere MEM igeren 1000
ug/ml’lik stoktan, son hacim 1500 pl olacak sekilde 500, 100, 25, 1, 0,1 ug/ml’lik

polimer konsantrasyonlari hazirlandi.

3.4 Hiicre Kiltiri Calismalari

3.4.1 Hiicrelerin Kriyobanktan Cikarilmasi

Sivi azot tankindan cikarilan Vero ve Hela hiicre hatlarinin oldugu kriyotlpler avug ici
ile 1sitilarak eritildi. Cozlinen slispansiyon lizerine %10 FBS iceren 5 ml MEM eklendi ve

1000 rpm de 5 dk boyunca santrifij edildi. Supernatant atildiktan sonra karisim lzerine
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az miktarda besiyeri eklenerek yavasca pipetaj yapildi. Hicreler 6énceden besiyeri

eklenmis 25 cm?’lik flasklara ekildi.

3.4.2 Hiicrelerin Cogaltilmasi

Hicreler flasklara ekildikten sonra %5 CO; iceren etlivde 37 °C'de inkibe edilmistir.
Hicrelerin kriyobanktan cikarildiktan sonra yeterli bliyime seviyesine ulagmalari
yaklasik 2 hafta kadar stirmektedir. Bu siirecte iki protokol takip edildi: Hicrelerin

besiyerilerinin degistirilmesi ya da pasaj islemi uygulanmasi.

3.4.3 Hiicre Besiyerilerinin Degistirilmesi

Mikroskopla incelendiginde hiicrelerin %60-70’'ten daha az miktarda flaski kaplamasi
durumunda, ortamdaki hiicresel atiklarin uzaklastiriimasi sebebiyle besiyeri degisimi
yapildi.  Flasklar inkibatorden alinip flow kabine konuldu. Flasktaki besiyeri
uzaklastirildi ve flasklar 5’er ml PBS ile birer kez yikandi. Yikama isleminden sonra PBS
uzaklastirilarak flasklara énceden 37 °C’ta isitilmis olan 5 ml taze besiyeri eklendi. Flask

tekrar inkiibatore yatay sekilde konuldu.

3.4.4 Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hicreler flaski %80 ve daha fazla kapladiklarinda pasaj islemi uygulandi. Flasklar
inkibatorden cikarilarak kabine konuldu. Flasklardaki besiyeri uzaklastirildi ve 5’er ml
PBS ile yikama yapildi. Yikamadan sonra PBS uzaklastirilarak flasklara 1’er ml tripsin-
EDTA solisyonu eklendi ve 5 dakika boyunca inkiibatorde bekletildi. 5 dakika sonra
flask mikroskopta incelendiginde hiicrelerin flask tabanindan kalktiklari goralda.
Hicrelerin kalkmadigi goriildiiglinde flask tabanina ¢ok yavas bir sekilde vurularak veya
inklibatorde 1 dakika daha bekletilerek yerlerinden kalkmalari saglandi. Hiicrelerin
tekrar monolayer olusturmamasi icin flask dik bir sekilde kabine konularak lizerine 5 ml
MEM eklendi ve tripsin enziminin inhibe olmasi icin pipetaj yapildi. Bu slispansiyondan
20 upl alinarak Uzerine 20 pl tripan mavisi eklendi ve neubauer laminda sayim
yapildiktan sonra son konsantrasyon 1 x 10° hicre/ml olacak sekilde MEM ile
sulandiriima yapildi ve 5 ml’lik hacimler halinde yeniflasklara ekim yapildi. Vero ve

Hela hcreleri icin haftada 2 pasaj islemi uygulandi.
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3.4.5 Hiicrelerin Sayilmasi

Hicreler belirli bir yogunluga ulastiktan sonra son konsantrasyonu 1 x 10° hiicre/ml
olacak sekilde vyeni flasklara ekimi gergeklestirildi. Bunun igin, pasaj islemi
gerceklestirildikten sonra tripan mavisi-hiicre solliisyonu neubauer lamina konularak

mikroskopta sayim yapildi.

3.4.6 Hiicrelerin Dondurulmasi

Hicreler belirli yogunluga ulastiktan sonradan tekrardan kullanim icin bir kismi
dondurulmustur. Hiicre dondurma medyumuna farkli konsantrasyonlarda hiicreler

konularak -80 °C’de saklandi.

3.4.7 MTT Testiyle Polimerlerin Sitotoksisite Analizlerinin Yapilmasi

Hucreler flaskin %80 ve daha fazlasini kapladiginda, tripsinizasyon ve sonrasinda
neubauer laminda sayim yapildi. Hicreler 10° hiicre/ml konsantrasyonda olacak
sekilde MEM ile seyreltildi. Koselere denk gelen siralar bosta birakilacak sekilde
hiicreler 96 kuyucuklu plaga ekildi (Sekil 3.3). Ekimden sonra plak 37° C, %5 CO; iceren
inkiibatore kaldinldi. Diger glinlerde mikroskopta hicrelerin kuyucuk zeminlerini
kapladigi gorildiuginde, plak flow kabine alinarak her bir kuyucuktaki besiyeri
uzaklagtirilip PBS ile iki kez yikama yapildi. Yikamadan sonra; 500, 100, 25, 1 ve 0.1
ug/ml konsantrasyonlarinda hazirlanan polimer ¢ozeltileri ve kontrol kuyucuklara (g

tekrarh olarak ekildi.
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Sekil 3.3 Hicrelerin 96 kuyucuklu plaklara ekilmesi

Hlcrelerin polimer ¢ozeltileriyle 72 saatlik inklibasyonu sonucunda plak inkibatérden
alinarak flow kabine getirildi. Her bir kuyucuktaki cozelti uzaklastirilarak PBS ile iki kez
yitkama vyapildi. Kuyucuklara 6nceden 5 mg/ml konsantrasyonda hazirlanan MTT
reaktanindan 35’er ul konuldu ve plak 4 saat inkiibe edildi. 4 saat sonra plaktaki
kuyucuklara 150 pyl DMSO eklendi ve Sekil 3.4'te gorildigi gibi calkalayiciya konarak,
renk degisimi gozlenene dek beklendi. Renk degisimi oldugunda, mikroskopta
formazan kristallerinin olustugu gozlenerek plak UV-Vis spektroskopi ile 540 nm dalga

boyunda okundu.

Sekil 3.4 MTT’nin DMSO ile muamelesinden sonra plaklarin ¢alkalayiciya konulmasi
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3.5 istatistiksel Analiz

3.5.1 UV-Vis Spekstroskopi Sonuglarinin Graphad Prism Programinda Analizi igin

Microsoft Excel’de Diizenlenmesi

Verilerin istatistiksel analizi yapilmadan once, veriler Graphpad’e uyumlu hale getirildi.
Spektrofotometrede okumadan sonra genellikle Microsoft Excel programi ile otomatik
olarak sonuglar karsimiza ¢ikmaktadir. Bu ¢alismada Al, B1 ve C1 blanklerin OD540
(540 nm dalga boyunda okunan absorbans) degerleri, B2 C2 ve D2 kontrollerin OD540
degerleri ve diger degerler ise farkli konsantrasyonlarin sadece 1 deney icerisindeki 3
tekrarini icermektedir. Ornegin, B3, C3 ve D3 X polimerinin 500 pg/ml’lik
konsantrasyonundaki OD540 degeridir. Bunu sirasiyla 100, 25, 1, 0,1 pg/ml’lik
konsantrasyonlar Uger tekrarli olarak takip etmektedir. Bu érnekte blank degerleri,

OD540 degerlerinden cikartilmamistir (Sekil 3.5).

uller el
Tl == = m) 1 = e FEh X Otomatik Toplam ~
i Arial rw -|A K| |F = =% | SiMetni kaydr Genel - ﬂ i}Eﬁ Sﬂ jm i ;J 3 bou- %T

23 gy KT Ac|E- - A |E = =S5 Heietirveotala - (B 5 5 %00 a‘;imxfin“u‘\?m-E?S‘m”.fn'iﬁfsGHSi Ble  SiEidn . Slrf_};g‘ﬁl:!m a;;lgv'e
Pano & Yazi Tipi Ui Hizalama Ui Say irl Stiller Hacreler Dizenleme

N59 - ( ]

A B D E F G H J K L M N 0 B Q R

2 | Software Version 02.04.2011
3
4 |Experiment File Path:
5 |Protocal File Path:
6 |Plate Number Plate 1
7 |Date 27.01.2017
8 |Time 14:59:14
9 Reader Type: Eon
10 |Reader Serial Number.  Unknown
11 |Reading Type Reader
12
13 | Procedure Details
14 |Plate Type 96 WELL PLATE
15 |Read Absorbance Endpaint
16 Full Plate
7 Wavelengths: 540
18 Read Speed: Normal, Delay: 100 msec, Measurements/Data Point: 8
19 |Set Temperature Incubator off
2
21 |Results
i
pi] 1] 2 [ 3
2 A 0,066 0.048 )
i B 0,067 0112 k)
2% C 0,078 0121 )
77 D 0,047 0,12 0
2 E 0.05 0,043 | 0133 =
2 F 0,051 0,039 | 0.145 =
30 G 0.05 0,05 0,148 )
H H 005 0.05 0,048 )
32
kT
M 4+ ¥ Plate]-Sheetl / Plte 2-Sheetl ¥ [ m ]
Hazir = O @jgac0yc) 1) (¥)

Sekil 3.5 OD540 degerlerinin Microsoft Excel’de goriintiilenmesi

Yeni bir Excel dosyasi olusturularak, Uc¢ blankin, tic kontroliin ve her konsantrasyonun

Ucer OD540 degerlerinin ortalamasi alindi.
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blank=0,070 blank=0,070

kontrol=0,261 kontrol=0,261
Konsan. 0OD540  OD340-BLANK Konsan, 0D340  OD540-BLANK

200 0,118=G11-0,07 500 0118 0,048

100 0,196 100 01% 0,126

25 0,208 25 0,206 0,138

1 0,273 1 0273 0,203

0,1 0,287 01 0287 0217

0 0,261 0 021 019

Sekil 3.6 OD540 degerlerinden blank degerinin gikariimasi

Sekil 3.7’de goruldugl gibi her bir konsantrasyona ve kontrole denk gelen li¢c OD540

degerlerinin ortalamasindan blanklerin OD540 degerlerinin ortalamasi gikartildi.

hlank=0,070 blank=0,070
kontrol=0,261 kontrol=0,261

Konsan. OD540  ODS540-BL %CANLILIK Konsan, OD540  OD540-BL %CANLILIK

500 0,118. 0,048 :H11*IDD/D,19ﬂ 500 0,118 0,048 25,13089

100 0,196. 0,126 i 100 0,196 0,126 65,96859

25 028 013 25 0,208 0,138 72,25131

1 023 0203 1 0,273 0,203 106,2827

01 0287 0217 0,1 0,287 0,217 113,6126

0 021 0191 0 0,261 0,191 100

Sekil 3.7 OD540 degerinden % canliligin hesaplanmasi

Graphpad’de grafik olusturmak ve istatistiksel analizi gerceklestirmek icin her bir
konsantrasyona ait % canlilik degerleri gerekmektedir. Bunun icin de sekil 3.6’da
goraldugl gibi % canhlik hesaplandi. Bunun igin her bir absorbans degeri 100 ile
carpilip 0 pg/ml konsantrasyona denk gelen absorbans degerine bolindi. % canlilik

degerleri Graphpad’de kullaniimak lizere kopyalandi (Sekil 3.8).
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Palimer X 1.DENEY 2.DENEY 3.DENEY
100 100 100

L.DENEY 2.DENEY 3.DENEY
KonsantraOD540  %Canlilik 0D540  %Canlilk OD540  %Canlilk 113,4328 78,66067 100,9613
0 0067 00 007 00 014 100 92].53?31 60 1&3,553 I

01 0076 1134328 0059 7866667 0,105 100,915
1 0062 92571 0M5 60 0113 108,653 107,4627 46,66067 123,8077

5 0072 1074627 0,035 4666667 0,135 129,077 125,3731 50,66667 108,6538

100 0084 1253731 0038 50,6667 0,113 1086538
83,58209 58,66667 1096154
500 0056 8358209 0,044 5866667 0,114 10,6154

Sekil 3.8 % Canlilik degerleri

Spektrofotometrede ol¢lilen OD540 degerlerine gore istatistiksel analiz Graphpad

Prism programi ile yapildi.

3.5.2 Tek-Yonlii ANOVA ile Tekrarli Sonuglarin istatistiksel Analizinin Yapilmasi

[ Grap n7. »
File Edit View Inset Change Amange Family Window Help
i Sheet Undo  Clipbosrd Analysi Change Amsnge Draw  Write Text Expot FPrint Send LA  Help

o | 8| -8 #- | Slaluieiuiied Wrr e Sale e =L
A‘HH-‘,«. new-‘ o : .‘PRH

§ W cepitec. : Column tables have one grouping variable, with each group defined by a
A

B
Treated
Y

Version 7.02

New table & graph
Xy

Control Treatsd

Column
Grouped Enter/import data: @ Enter replicate values, stacked into columns
(") Enter paired or repeated measures data - each subject on a separate row
() Enter and plot error values already calculated elsewhere

Enter: [Mean, SD,N v

Contingency

Survival

Parts of whole

() Frequency distribution data and histogram
(@ ttest - Unpaired

© ttest - Paired

© ttest - One sample

LabArchives () One-way ANOVA - Ordinary

Clone a graph (7) One-way ANOVA - Repeated measures
© Analyze a stack of P values

© [more tutorial data...

| Existing file
Open a file

Graph portfolio

[ prismTips | [ Free update avaiable

Sekil 3.9 GraphPad Prism programi

GraphpadPrism programini ¢ahstirdigimizda karsimiza ilk olarak hangi tiirde bir analiz
yapacagimiza dair bir secim ekrani gelmektedir (Sekil 3.9). “New table & graph”

secenegi altinda Column secenegini tiklandiginda, sag tarafta “Enter replicate values,
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stacked into columns” segip “create” e tiklandiginda, karsimiza Y degerlerimizi
girebilecegimiz bir sayfa ¢gikmaktadir. Y (%canhlik) degerleri Group A, Group B ve Group
C olarak girildi (Sekil 3.10)

Graphpad seceneklerinde Analysis kisminda “Analyse” butonuna tikladigimizda
karsimiza bircok alternatif analiz ¢cikmaktadir. Column analysis basligl altinda One-way
Anova’ya tiklanir. Sag tarafta sadece Y degerlerini girdigimiz gruplar isaretlenir ve OK’a

tiklandi (Sekil 3.11).

OK’a tiklandiktan sonra karsimiza Tek-yonli Anova parametre segenekleri ¢itkmaktadir.
Tekrarh veriler oldugundan dolay! st kissmda 2. segenek secildi ve “Experimental
Design” in yanindaki Multiple Comparisons’a gegildi (Sekil 3.12).

GraphPad Prism

29 File Edit View Insert Change Arrange Family Window Help

Prism File Sheet Undo  Clipboard Analysis Change Import | D
.. Q-3 &~ & % & [ EHN. O-
A BE X v - BB Saaye K B SR b
|] Family " Group A Group B Group C Group D G
----- |] Search results E
E||_U Data Tables P Y Y Y Y
...... g Datal
&-{J} Info 1 100.000001  100.00000 100.0000
P © Project info 1 2 113.43230 7866667 100.9615
..... I Results 3 92537 60.00000 108.6538
=Rl Graphs 4 107 46270 46 66667 129.8077
L[4 Datal 5 1258.37310 5066667 108.6538
""" Ui Layouts 6 8358200) 5366667 1096154
7
8
]
10
1

Sekil 3.10 GraphPad Prism’da % canlilik degerlerinin girilmesi
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Change Arrange Family Window Help

Undo  Clipbosrd Anslysis Change Import  Draw Write Text LA Help
AR =" 3N - e
we |- BE- | K @ || TMo | AL BTUXX i b= RS
v Group A Group B Group C I Group D I Group E | Group F | Group G | Group H I Group | I Group J Group
o=
d Y Y Analyze Data Y Y
1 100.00000]  100.00000) - :
2 113.43280|  78.66667] (Buitn analsi
3 9253731 60.00000 Wwhich analysis? Analyze which data sets?
4 107 46270, 46.66667) = Transform, Normalize__ A
5 | 12537310 5068667 Transform
5 Tranzform Concentrations [x]
8358209 58.66667| Nomalize
T Prune roves
8 Remove baseline and column math
3 Transposze ¥ and
Fraction of total
10 XY analyses
11 = Column analyses
12 t tests [and nonparametric tests)
B Calumn statiztics
14 Frequency distribution
15 ROC Curve
Bland-&ltman method comparison
i Cormelation
17 |dentify outliers
18 Analyze a stack of P values
19 Contingency table analyses
20 Survival analyses
21
22 Select &l Deselect Al
23
24 Help ] [ Cancel ] i 0K
25
. . , . . ..
Sekil 3.11 GraphPad Prism’da verilerin analizi
it Change Arrange Family Window Help
&t Undo  Clipboard Analysis Change Import | Draw Write Text Export  Frint  Send LA
F -| ¥ @ fe T D m % B,
dew~ | )~ T] m - % Y . é -
| | | | | | |
Group A Group B G pl Group J
=
Experimental Design | fultiple Comparizons I Dptionsl
A Y J E fl tal design v
1 100.00000,  100.00000) Mo matching of paiing
2 113.43280 T8.66667) Each row represents matched, or repeated measures, data
3 92.53731 G0.00000) " Group A Group B Group C Group D
4 10746270 46.66667] B Data SetA | DataSetB | Data Set-C Title
5 125.37310 50.66667| P Y hd Y Y
6 83.58209 58.66667| 1 +——rt—r
i 2 +——rt—r
] £
9 G ?
10 Yes. Use ANOVA
T Mo. Use nonparametric test,
H 12 hericity [equal variability of diff 1?
13 Na. Uge the Geisser-Greenhouse comection. Recommended.
14 ez, Mo comection. Resultz will match prior wersions of Prigm.
15 Bazed on your choices [on all thiee tabs], Prism will perform:
16 - Ak one-way AMOWVA, with the Greenhouse-Geiszer conection
17
18
19
20
|
22
23
24
25

2
"

Sekil 3.12 Tek-Yonlii ANOVA ile istatistiksel analizin yapilmasi
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Tim kolonlarin birbirleriyle karsilastiriimasi gerektiginden dolayr multiple comparisons

kisminda 2. segenek segildi (Sekil 3.13).

WIS wnange Import Liraw write [£=5 Export | Frint =Henda
) E: 3: X]l- & ] - & it = | (B3-

k=R = N - —  p——— &

_—_— Parameters: One-Way ANOVA (and Nonpara i 18 . S—

wp B G| — p 1 Group J

1 | E=perimental Dieszign | bultiple Comparisons | Dptionsl

¥ Followup tests I Y

0.00000 | & Mone

B8.66667 | @ Compare the mean of each colurnmn with the mean of eveny other colurnn,

0.00000 () Compare the mean of each column with the mean of a control column.

6. GEBEGT Control colurmm | Caolumn & : D ata S et

0.66667 () Compare the means of preselected pairs of columns.

866667 Selected pairs: Select...

~) Test For linear trend between colurnn mean and left-to-right colurnn order.

[ Learn ] [ Cancel ] [ (]9 ]

Sekil 3.13 Tek-Yonli ANOVA’da coklu karsilastirma yapilmasi

Son olarak Options kisminda uygulanabilecek istatistiksel testler sunulmaktadir. Tukey
testi oneri olarak verilmistir. MultipleComparisions kisminda P degeri 0.05’'ten kiiclik
veya blylk olmasina gore degerlendirecegi belirtilmistir. Output kisminda P degerinin

“u sk n

stiline gore kag isareti konulacagi gdsterilmistir. Ornegin P degeri 0,00002’den

“w % n

kiglk ise 4 simgesiyle gosterilecektir. “Show 4 significant digits” secildiginde, 4 “ *

” simgesine kadar degerler gosterilecektir (Sekil 3.14).

OK’a tiklandiginda tek-yonli Anova sonuclari verilen bir sayfa cikacaktir. P degeri

0.05’ten kiiclik oldugu icin sonuglar istatistiksel olarak anlamli ¢tkmistir (Sekil 3.15).
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Change Import  Draw Write Text

| Experimental Design I Fultiple Compalisons| Optionz |

Group B
Y
a0 100.00000
30 7866667

Multiple comparisons test

Export  Print Send LA H
2~

b~

Group J Gre
Y

@ Cafrect for multiple comparizons using statistical hypothesis testing. Recommended.

-

Tt [Tukey [recommended]

S e L T = o

E)| 60.00000

70 46 66667
10 50 66667
19 58 66667

Test: | Two-stage step-up method of Benjamini, Krieger and Yekutiel [recommend
() Dan't camect for multiple comparizons. Each comparizon stands alone.
Test: Fizher's LSD test
Multiple comparisons
[ Swap direction of comparisons (48] vs. [B-4).
Feport multiplicity adjusted P value for each comparizon.
Each P value is adjusted to account for multiple comparizons.

Familp-wise significance and confidence level: | 0.05 [95% confidence interval]

Graphing
[ Graph confidence intervals.
[ Graph residuals.
Graph rank s [nonparametric).
[] Graph differences [repeated measures).
Additional results
[7] Descriptive statistics for sach data set.
[ Report comparizon of models using AICs
Dutput
P walue style: [GF': 0.1234 [ns). 0.0332 [7], 0.0021 [+, 0.0002 [==], <0. =

Show 4 = sigrificant digits.
[] Make options o this tab be the default for future Onetedap AN 0SS,

[ Leamn ] [ Cancel ]

Sekil 3.14 Tek-Yonlii ANOVA’da uygun istatistiksel testin secilmesi

IR RN == - & = ==
2 JHE | 2 3 Mew - [ I - == Analyze =5 =:] -
b Famiky g Tway AMOWA
I Search results A O A,
! Data Tables
@ Data 1 =
) 1 Table Analyzed Crata 1
) Info
- @® Project info 1 =
! Results 3 Repeated measures AMNOWA summary
1R RM one-way ANOWA of 4 Assume sphericity? Mo
- [E] AnOowAa 5 F 10.85
i |FR] Multiple comparison
. ] P P 5 P value 0.0065
i Graphs 7 P lue summa =
2] Data1 va ™
j Layouts a Statistically significant (P = 0.05)7 Yes
9 Geisser-Greenhouse’s epsilan 0.8096
10 R square 0.6246
11
||I 12 |was the matching effective?

Sekil 3.15 Tek-Yonli ANOVA ile Tukey Testi sonuglarinin goriintilenmesi

3.5.3 % Canhlik Degerlerine Go6re GraphPad’te Standart Sapmanin

Hesaplanmasi

Graphpad’te CTRL+N kisayolu tiklandiginda yeni proje dosyasi olusturmak igin
secenekler cikacaktir. Sol taraftan Column secilip Enter replicate values, stacked into

columns secildi ve Y degerleri tablosuna 6nceden Excel’de hazirlanan % canlilik

degerleri kopyalandi.
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Un-dn Clipb-mm:l ) Analysis . Change Import | Draw Write Text
- X B FEEX- -
0 BB =IO
| | | |

-
—

L7 DLW A A B f U XX (I iF=~
| | | | |

- Group A Group B Group C Group D Group E Group F Group G Group H
FH
— — , Y
1 4 Analyze Data 2 -
. —
2 ’Built-in analysis -
B Which analyszis? Analyze which data sets? |
4
= Transform, Normalize. .. «| |[]A -
5 | Tramstorm B B |
[i] Trangfom Concentrations [+ C
7 Mormalize —
Prune rows —
- Remove baseline and column math |
9 Transpose ¥ and ¥ |
10 Fraction of total 3 [
= ¥Y analyses —
1 . . .
Monlinear regreszion [curve fit) |
“ 12 Linear regression
13 Fit spline/LOWESS B
Smooth, differentiate or integrate curve —
14 L
Area under curve .
15 Deming [Model 1] inear regrezzion
16 Calumn statistics B
17 . : B
Correlation -
18 Interpolate a standard curve |
19 = Column analyses
20 t tests [and nonparametric tests) —
= Ore-wap AMOVA [and nonparametric] = -
2 SelectAl | [ Deselectal [
23
24 [ Help ] [ Cancel ] [ 0K ] |
25

Sekil 3.16 Graphpad’de SD’nin hesaplanmasi

Analyze kismindan XY analysis basligl altinda “Row means with SD or SEM” tiklanip sag
kissmdan ortalamalarinin SD degerleri hesaplanacak olan data setleri secilip OK’a
basildiktan sonra sekil 3.15’teki se¢cim ekraninda “Row means with SD” secilip OK’a

tiklandi (Sekil 3.17).
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G270 4G.66667 129.8077 Scope of calculations |
¥7310 50.66667] 108.6538 (@ Calculate one totalmean for entire data table.
is209 58.66667| 109.6154 Calculate a total/mean for each data set.

Calculate

) Row totals

) Row media

Hew graph

) Row means
@ Row means with 5D
) Row means with SEM

) Fow means with Z0W

[] Create a new araph of the results

nz with range

[ Learn

J ) [

Cancel Ok J

Sekil 3.17 Graphpad’te % canlilik degerlerinin ortalamasiyla SD’nin hesaplanmasi

ararnygE  Arrannge  ranmny WTINNLILINW 0 g

Undo Clipboard Analysis Interpret Change Draw Wirite

¥ EBEL ek - [ -]
e " E—
|- | v | Sanayze B X B [ THo| A A
x A
=
P [=] x Mean sD M Mean

1 100.000 0.000 3
2 97.687 17.613 3
3 87.064 24784 3
4 94 646 43.027 3
5 94,898 39207 3
6 53.055 25476 3
T
a8
]
10
11

|z

Sekil 3.18 Graphpad’te SD’nin gorlintiilenmesi

Ortalama degerler (Mean) ve bu degerlere karsilik gelen SD degerleri ve kag veriden bu
sonuglarin hesaplandigi (n) Sekil 3.18’deki gibi olacaktir. Sonuclar Cizelge 3.3’ teki gibi

dizenlendi.
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Cizelge 3.3 GraphPad’te elde edilen SD verilerinin dizenlenmesi

Konsantrasyon % Canhilik

0 100+ 0

0,1 97,687 +17,613

1 87,064 + 24,784

25 94,646 + 43,027

100 94,898 + 39,207

500 83,955 + 25,476

3.6 GraphPad’te Grafik Olusturma

Graphpad acildiginda cikan secim sayfasinda sol tarafta XY ve sag tarafta belirtilen

secenekler tiklanip “Create” e basildi (Sekil 3.19).

File Edit View Insert Change Arrange Family Window Help
Frism File Sheat Undo  Clipboard Analysis Change Amange Draw  Wiite Text Expot Frint  Send LA Help

. D‘ﬂ o T 58 | e = LA i a. Arial v: .
2| Gk | stvene ==)

XY tables: Each point is defined by an X and Y coordinate

X A a Control
g mTrsated
Minutss

X Y1 | Az vz

@ Learn more

Enter/impredrs
Column X @ Mumbers

Grouped (7) Numbers with error values to plat horizontal error bars
(7) Dates
() Elapsed times

¥: (7 Enter and plot a single ¥ value for each point

@Enter 3 EI replicate values in side-by-side subcolumns

Existing file [G]
Open afile

Enter: [Mean, 5D, N

Use tutorial data: () Linear regression - Compare slopes
() Nonlinear regression — One phase exponential decay
Graph portfolio (7) Doserespanse - X is log{dose)
(7) Interpolate unknowns from a linear standard curve
() Correlation
() Entering dates into the X column
() Entering elapsed times into the X column
© More tutorial deta...

Clone a graph

Prism Tips H Free update avalable

Sekil 3.19 GraphPad’te grafik hazirlama
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XY tablosunda deneylerde uygulanan konsantrasyonlar ve bu konsantrasyonlara denk

gelen 3 deneyin % canlilk degerleri girildi (Sekil

3.20).

[ GraphPad Prism 7.02 - [P
-21’ File Edit View Inset Change Arange Family Window Help
Prism File Sheet Unde  Clipboard Analysis Change Import | Draw Write
po DB i A O XBE LED  EEL o 4
A Q- X 9 BB | S K 2 ST B
D"'l] Family Tahle formnat: X Group A
""" [ Search results b g Konsantrasyon(pa/ml % Canlilik
j...gg:lfs % x X AY1 AY2 AY3 B:Y1
EIUJ Info 0.0 100.00000, 100.00000 100.0000
@ Projectinfol 2 01| 113.43280| 7866667  100.9515
..... |l Results 3 1.0 925373 60.00000 108.6538
=R Graphs 4 2500 10746270 46.66667 129.8077
“g] Data1 i 10000 12537310) 5066667 108.6538
""" [l Layouts [ 500.0|  83.58200)  58.66667|  109.6154
T
2
9

Sekil 3.20 Graphpad’te konsantrasyon ve % canlilik degerlerinin girilmesi

[ GraphPad Prism 7.02 - [Project:
49 File Edit View Inset Change Amange Famiy Window Help

Frism File Sheet Unde Clipboard Analysis Change Impot Draw  Wite Text LA Help
A |O-B 2ok - PRELRIA TS 13X O-
A HE X w9 BB- gmvyze_‘ Change Graph Type ol b @
[ Famity ) V.
[ Searchresuls Graph family:
-l Data Tables
--[g| Data1
G-l Info ¢ . .
© Projectinfol + / . 0e # :/:(: //
-~ Results [ HK ,_j IO
& u' Em;l < n I v |
i Layouts Points with error bars
Plot:  [Mean and Enr - [0 -
Preview
Data1
150
100
g 0
8]
# 50
200 400 500 K
Konsantrasyon(gfni)
E 4p M S E OJEJMI@‘ Data 1 + | Row 7, % Kensantrasyan(... a o}

2eMme o BN

Sekil 3.21 GraphPad’te girilen verilerle istenilen grafik tliriniin secilmesi

Sol tarafta Data 1’e tiklandiginda, ne tiir bir grafik olusturulmak istendigine dair

secenekler cikacaktir. istenilen grafik tiirii secildi ve olusturuldu (Sekil 3.21).
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BOLUM 4

SONUGCLAR

4.1 Polimerlerin Hiicre Canlihgina Etkilerinin MTT Testi ile Gosterilmesi

Hela ve Vero'nun %100 konfluent oldugu durumda polimerlerin kiltlre
eklenmesinden 72 saat sonra yapilan MTT testi ve 540 nm dalga boyundaki spektral

analiz sonrasinda elde edilen sonuclara gore % canliigin degisimi Sekil 4.1, 4.2 ve 4.3’te
gosterilmistir.
100m ©® W
® Hela
{ B vero
}

% Canhihik

Konsantrasyon(pg/ml)

Sekil 4.1 Teorik olarak %7 siiksinimid iceren polimerin (MA046) Hela ve Vero’daki
sitotoksik etkilerinin karsilastiriimasi

52



1007 ©® W
® Hela

B vero

% Canhilik

f {H}}

Konsantrasyon(pg/ml)

Sekil 4.2 Teorik olarak %17 siiksinimid iceren polimerin (MA048) Hela ve Vero’'daki
sitotoksik etkilerinin karsilastiriimasi

1004 ©® W ® Hela

50 } {E {E IE 3 i

% Canlilik

Konsantrasyon(pug/ml)

Sekil 4.3 Suksinimid icermeyen lineer polimerin (MA066) Hela ve Vero’daki sitotoksik
etkilerinin karsilastiriimasi

Sitotoksisiteleri incelenen tiim fonksiyonel polimerler icin Hela ve Vero kultirlerindeki
konsantrasyonlari arttikca hem Hela hem de Vero hiicrelerinde % canlihgin diistigu

gozlenmistir. Grafikler incelendiginde polimerlerin hiicre canliliginda azalmalara sebep

oldugu ancak bu azalmanin ¢cok dramatik olmadigi anlasilmaktadir.
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4.2 statistiksel Sonuglar

Spektral analiz sonrasinda elde edilen OD540 degerlerinin Graphpad Prism
programinda tek-yonli ANOVA ile istatistiki agidan anlamh olup olmadigi
degerlendirilmistir. p<0,05 degeri anlamli kabul edilmistir. HelLa ve Vero icin P ve R?
degerleri Cizelge 4.1 ve 4.2’de gosterilmistir. R2 degerlerinin disiik olmasina ragmen bu

tir sitotoksisite galismalari igcin makul oldugu anlasiimistir.

Cizelge 4.1 Hela icin sitotoksisite analizi sonuglarina gére hesaplanan P ve R? degerleri
ve istatistiksel acidan anlamliliklarinin degerlendirilmesi

istatistiksel olarak
POLIMERLER R? P anlamli mi?
(p<0.05)
MAO46 0,7408 0,0056 EVET
MAO048 0,586 0,0181 EVET
MAO66 0,6524 0,0126 EVET

Cizelge 4.2 Vero igin sitotoksisite analizi sonuglarina gére hesaplanan P ve R? degerleri
ve istatistiksel agidan anlamliliklarinin degerlendirilmesi

istatistiksel olarak
POLIMERLER R2 P anlamli mi?
(p<0,05)
MAO046 0,787 0,0041 EVET
MAO048 0,534 0,0362 EVET
MAO066 0,5085 0,0457 EVET

Tam verilerin istatistiksel olarak anlamli oldugu (p<0.05) gorilmektedir.

4.2.1 % Canlilik Degerlerine Gore istatistiksel Sapmalar

Microsoft Excel’de hesaplanan ortalama % canhlik degerlerinin Graphpad Prism
programinda belirlenen sapma araliklari Cizelge 4.3 ve 4.4’te gosterilmistir. Beklendigi
Uzere artan polimer konsantrasyonu ile tiim 6rneklerde ve hiicre tiirlerinde % canhlik

degerlerini distigl gozlemlenmistir.
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Cizelge 4.3 Hela igin sitotoksisite analizi sonuglarina gére hesaplanan % canhlik
degerlerinin istatistiksel sapma araliklari

% Canhlik
Polimerler | 500 pg/ml | 100 pg/ml 25 pg/mli 1 pg/ml 0,1 ug/ml
MAO46 47,024 50,646 52,814 54,811 % 79,141 £
20,426 19,588 21,252 20,143 12,517
MAO04S 36,763 £ 37,914 37,012 43,953 + 61,694 +
7,169 12,246 13,384 7,958 8,422
+ + + + +
MAOG6 48,499 * 51,393 + 57,22 + 73,65+ 80,606 *
4,326 4,512 11,397 11,858 9,162

Cizelge 4.4 Vero igin sitotoksisite analizi sonuglarina gére hesaplanan % canlilik
degerlerinin istatistiksel sapma araliklari

% Canhlik
Polimerler | 500 ug/ml | 100 pg/ml 25 pg/ml 1pg/ml 0.1pg/ml
43,247 * 46,749 * 50.39+ 51,226 62,903
MA046 16,134 16,9 16,32 10,67 16,57
+ + + + +
MAO048 42,545 + 45,541 + 50,025 t 54,915 + 81,069+
10,602 11,759 9,85 13,3 13,858
MAO66 50,312 59,384 t 62,609 68,697 68,31+
3,661 7,026 6,757 8,054 15,709
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4.2.2 Polimerlerin Hela ve Vero’daki IC50 Konsantrasyonlari

Very Simple ICso Tool Kit [43] ile % canlilik oranlarina gore hesaplanan IC50 dozlari

Cizelge 4.5'te gosterilmistir.

Cizelge 4.5 Polimerlerin Hela ve Vero hiicrelerindeki IC50 konsantrasyonlari

POLIMERLER

MAO046 420,6 482,0
MAO048 356,3 401,5
MAO066 529,5 557,4
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BOLUM 5

DEGERLENDIRME VE TARTISMA

PEG ve PEG temelli polimerler, ila¢ salimi ve gorintileme gibi 6nemli biyomedikal
uygulamalarda siklikla kullanilmaktadir. Ancak PEG’in kendisinin inert olmasi nedeniyle
bu tir uygulamalarda muhakkak fonksiyonel bir grup tasiyan PEG tlrevlerine ihtiyag
bulunmaktadir. Fonksiyonel grup icermeyen PEG-1000 ve PEG-2000 gibi polimeler ¢ok
dlstk sitotoksisite (Hela i¢in 1C50: 36,2 mg/mL ve 38,2 mg/mL siraslyla) gostermekle
birlikte akrilat gibi fonksiyonel grup tasiyan oligomerik PEGA-480 yiiksek sitotoksiste
(Hela icin IC50: 0,2 mg/mL) gosterebilmektedir [7]. PEGilasyon islemlerinde sikca
kullanilan fonksiyonel grup siksinimidil esterdir. Akrilat fonksiyonlu PEG’lerle ilgili
calismalar olmasina ragmen literatirde suksinimidil ester fonksiyonlu PEG’lerle ilgili
sistemetik ¢calisma bulunmamaktadir. Bu tez kapsaminda stiksinimidil ester fonksiyonlu
PEG bazlh dallanmis polimerlerin Vero ve Hela hiicrelerindeki sitotoksisiteleri
incelenmistir. Fonksiyonel grup icermeyen lineer MA0O66 ise, MA046 (%7 suksinimidil
ester iceren) ve MA048 (%17 suksinimidil ester iceren) igin kontrol polimer olarak
kullanilmistir. Stksinimidil ester fonksiyonel grubunun orani arttikca hem Hela hem de
Vero icin % canhligin ve IC50 dozlarinin distigli gortlmistir. Hicre kiltirlerinde
uygulanan en yiksek konsantrasyon 500 pg/ml igin % canlligin genellikle %40-50
araliginda oldugu g6z onitnde bulundurulursa, PEG’in sitotoksik o6zelliginin bu
calismadaki en yliksek konsantrasyonda bile hiicre hatlarinda ylksek letal degerlerde
olmadigl ispatlanmistir. FDA tarafindan onayli olan bu polimer tirl biyomedikal

uygulamalar icin oldukca 6nemlidir.
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Bu tez kapsaminda sitotoksiteleri incelenen dallanmig PEG tlirevleri barindirdiklar
sukstnimidil ester fonksiyonlari ile reaktif forma sokulmus olup belirlenen uygun
konsantrasyon araliklarinda toksik 6zellik goéstermeden kullanilabilecektir. Elde edilen
suksinimidil ester fonksiyonlu polimerler amin reaktif olup amin grubu tasiyan her tirla
molekiliin baglanmasina olanak tanimaktadir. Bu nedenle bu tiir polimerler ilag,
biyomolekil (protein, DNA vb.) tasiyicisi veya floresans prob baglanmasi ile
gorlntileyici ajan olarak kullanilma potansiyelleri vardir. Ayrica, PEG ve PEG tiirevleri
doxorubicin gibi kemoteropatik ajanlarin sitotoksik etkisini 10 kata kadar azaltmaktadir
[44]. Elde edilen bu polimerler ve bu polimerlerin tirevleri grubumuzca halen devam
eden calismalarda floresans problar ile etiketlenerek veya ila¢ baglanarak gortintileme

ve ila¢ tasima ¢alismalarinda kullaniilmaktadir.
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