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HEDIYE OZGEN TiMUGIN
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Mikrotasiyici-destekli kulttrler, memeli hucreleri kullanarak viral asilar ve biyolojik
hicresel Urunlerin Uretimi amaciyla van Wezel tarafindan gelistiriimistir. Polimerik
mikrotaslyicilar sUspanse ortam kosullarinda genis ylzey alani saglayarak
hicrelerin buyuk miktarlarda uretimine olanak verirler. Cesitli biyolojik Urunlerin
analitik ve endustriyel boyutta Uretimi icin gelistiriimis ¢ok sayida ticari
mikrotasiyict mevcuttur. Mikrotagiyicilarin doku muhendisligindeki kullanimi ise
sinirhdir. En yaygin olarak kullanilan mikrotasiyicilar dekstran-temelli matrisler
(Cytodex®) olup, kikirdak ve kemikden turetiimis hicreler de dahil olmak lGzere
¢ok sayida hicrenin yapisma ve Uremesini desteklemektedirler. Doygunluga
ulasmis hucreler mikrotasiyici yuzeyinden proteolitik enzimlerin, ornegin tripsin,
yardimiyla kaldirilirlar. Ancak tripsin kullanimi ¢ok sayida dezavantaji beraberinde
getirmektedir.

Cevre sicakhigindaki degisimlere karsi hacimsel gecislerle cevap veren sicaklik-
duyarl hidrojellerin hucre kultirlerinde hicre-destek malzemesi olarak kullanimlari
giderek artan bir ilgiye maruz kalmaktadir. Sicaklik-duyarli polimerlerde, hlcre
kalturd sicakhgindaki degdisimlerle hucrelerin yuzeye yapisma davraniglarinin
incelendigi ¢ok sayida g¢alisma mevcuttur.  Sicaklik-kontrollu  hicre
yapismal/kaldirma c¢alismalarinda en ¢ok kullanilan polimer poli(N-izopropil
akrilamid) (PNIPAAmM)'dir. PNIPAAmM vylizeye 37°C’de yapisip Ureyen hiicreler
sicakligin PNIPAAmM’in “en distk kritik ¢ozinme sicakhigi’nin (LCST=32°C) altina
dusurilmesiyle, tripsin veya EDTA kullanimina gerek olmaksizin ylzeyden
kendiliginden kaldirilirlar. PNIPAAm-agilanmis doku kultur kaplari (TCPS), hucre-
hicre etkilegsimlerini ve ekstraselliuler matris etkilesimlerini ortadan kaldirmadan
hdcrelerin tabaka halinde ylzeyden kaldiriimasina olanak verir. Sicakhk-duyarl
polimerleri TCPS yiizeyine kaplamak igin ¢ok cgesitli ydbntemler mevcuttur. Ornegin,
elektron demeti polimerizasyonu, kovalent baglama, plazma yuk bosalimi, UV-igini
radyasyonu gibi. Tum bu yontemler hiucre-tabaka muhendisligi uygulamalari igin
TCPS yuzeylere uygulanmistir. Ancak, su ana kadar hicre ve hucresel Urunlerin
bluyuk olgekte uretimine yonelik sicaklik-duyarli bir mikrotasiyici gelistiriimemistir.

Yapilan ¢alismanin ilk kisminda, yuzeye-bagimli karakterdeki hayvansal hicrelerin
kayma kuvvetlerinin etkisinden korunarak buyuk-Olcekli reaktorlerde Uretimine ve
proteolitik enzim ve selasyon ajani kullaniimaksizin yuzeyden kaldiriimalarina
olanak saglamak amaciyla ug tur mikrotagiyici (PNIPAAm-g-PHEMA, PNIPAAmM-
g-PVA, PNIPAAmM-g-dekstran) sentezlenmistir. Mikrotagiyici sentezi
biyouyumlulugu yuksek dekstran dogal polimeri ile poli (hidroksietiimetakrilat)
(PHEMA) ve poli(vinilasetat-hidroksi) (PVA) sentetik polimerleri kullanilarak
gerceklestirilmigstir. Sicaklik-duyarlihk  ozelligi, atom  transfer  radikal
polimerizasyonu (ATRP) yontemi  kullanilarak,  poli(N-izopropilakrilamid)
(PNIPAAmM) ile saglanmigtir. Sentezlenen mikrotasiyicilar, ATR-FTIR, XPS
(ESCA), AFM, SEM ve sisme deneyleriyle karakterize edilmistir.



Calismanin ikinci kisminda, sentezlenen mikrotasiyicilarin hayvansal hicre
kaltdrlerinde kullanilabilirliklerinin  belirlenmesi ve optimum Ozellikleri saglayan
mikrotagiyici se¢iminin yapilmasi amaciyla sentezlenen mikrotagiyicilar ile hucre
kiltir calismalari gerceklestirilmistir. ik olarak statik kultir ortamlarinda calisiimis,
ardindan karigtirmali reaktor kullanilarak dinamik kualtar kosullari saglanmistir.
Statik kdltar calismalari sonunda PNIPAAmM-g-PHEMA mikrotasiyicilar digindaki
mikrotagiyicilarin hidcre yapismasi ve uremesini istenilen diuzeyde desteklemedigi
belirlenmistir. Bu nedenle dinamik kultur calismalari yalnizca PNIPAAm-g-PHEMA
mikrotasiyicilar ile yuarutilmuastir. Hucre kiltar calismalarinda farkli morfolojiye
sahip 2 tur hucre hatti (L929 fare fibroblast hucreleri ve HS2 insan keratinositleri)
kullanilarak, mikrotasiyicilara yapisma ve ylzeyden kopma agisindan hicre
morfolojisinin etkisi karsilastiriimigtir.

Yapilan hicre kultard galismalarinin sonucunda, sentezlenen mikrotagiyicilardan
PNIPAAmM-g-PHEMA mikrotasiyicilarin 6zellikle dinamik kosullarda hlcre Uretimi
icin uygun oldugu ve sicaklik-duyarlik etkisi ile hucrelerin yuzeyden geri
kazaniminda kullanilabilecekleri sonucuna variimistir. Ayrica hticre morfolojisinin
de Uretimi etkileyecegi tespit edilmigtir. Boylelikle gerek doku muhendisligi
uygulamalar icin yuksek sayida hicre Uretmek, gerekse yuksek kapasitede
hicresel Uran Uretimini kolaylikla ve etkin bir bicimde gergeklestirmek mumkuan
olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Mikrotasiyici-destekli  kaltir, atom transfer radikal
polimerizasyonu (ATRP), biyoreaktor, hicre kualtura, sicaklik-duyarli polimer.

Danigsman: Prof. Dr. Menemse Giimiisderelioglu, Hacettepe Universitesi, Kimya
Muhendisligi BAlIimu.



SYNTHESIS AND CHARACTERIZATION OF THERMORESPONSIVE
MICROCARRIERS FOR THE PRODUCTION OF ANIMAL CELLS/CELLULAR
PRODUCTS

HEDIYE OZGEN TiMUGIN
ABSTRACT

Microcarrier-facilitated cell cultures was introduced by van Wezel to mass produce
viral vaccines and biological cell products using mammalian cells. Polymeric
microcarriers offer the advantage of providing a large surface area for monolayer
cell growth during propagation in a homogenous suspension culture system. A
wide range of commercially available microcarriers has been successfully used for
the production of a variety of biological products at the analytical and industrial
scales. The use of microcarriers in tissue engineering has only been explored to a
limited extent. The most commonly used microcarriers are composed of a dextran
matrix (Cytodex®), which facilitates attachment and proliferation of a wide-range of
cells, including those derived from cartilage and bone. Cells reached to confluency
have been detached from the surface of microcarriers by use of proteolitic
enzymes, usually trypsin. However, use of trypsin has a number of drawbacks on
the viable cells.

The temperature-sensitive hydrogels which display volume transitions in response
to temperature changes in the environment are gaining much attention for their
possible use in cell cultures as cell support materials. There are various studies
reporting the control of cell-surface adhesion by exploiting cell culture temperature
on thermoresponsive polymers. Poly (N-isopropylacrylamide) (PNIPAAm) is one of
the most extensively used thermoresponsive polymer for temperature-controlled
cell attachment/detachment. Cells adhered on PNIPAAmM surfaces at 37°C were
spontaneously lifted by reducing culture temperature below the lower critical
solution temperature (LCST, ~32°C) without any need for trypsin or EDTA.
PNIPAAm-grafted tissue culture grade polystyrene dishes were used for the
application of cell-sheet engineering in which the cells were harvested from the
thermoresponsive surfaces without damaging the extracellular matrix proteins and
cell-to-cell connections. A large range of different methods can be used to
fabricate insoluble thermoresponsive surfaces, e.g. electron-beam polymerization,
covalent attachment, plasma glow discharge, UV-light irradiation. All those
methods had been applied for the polymerization of NIPAAm to TCPS (tissue
culture polystyrene dish) for producing thermoresponsive surfaces for cell sheet
engineering. However, no thermoresponsive microcarrier is available until now for
the large-scale production of cells and cellular products.

At the first part of the study conducted, three types of microcarriers (PNIPAAmM-g-
PHEMA, PNIPAAmM-g-PVA, PNIPAAmM-g-dextrane) were synthesized to enhance
the production of animal cells having surface-adherent character in large scale
reactors by preserving them from effects of shear forces and to enhance their
removal from the surface without using proteolitic enzyme and chelating agent.
Microcarrier synthesis is performed by using a highly biocompatible natural
dextran polymer and two synthetic polymers, poly (hydroxyethlymethacrylate)



(PHEMA) and poly (vinylacetate-hydroxy) (PVA). Thermosensitivity is obtained
with poly(N-isopropylacrylamide) by using atom transfer radical polymerization
(ATRP) method. The microcarriers synthesized are characterized by ATR-FTIR,
XPS(ESCA), AFM, SEM and swelling experiments.

In the second part of the study, cell culture studies were performed with the
synthesized microcarriers. At first, the static culture environments were applied,
and then using a stirred reactor dynamic culture conditions were provided. The
static culture studies were shown that, microcarriers except PNIPAAM-g-PHEMA,
were not support cell adhesion and growth in the desired level. For this reason,
dynamic culture studies were carried out with only the PNIPAAm-g-PHEMA
microcarriers. In cell culture studies, two types of cell lines with different
morphology (L929 mouse fibroblast cells and human keratinocytes HS2) were
used and adhesion characteristics and cell morphology in terms of the effect of the
surface characteristics were compared.

As a result of the cell culture studies it was concluded that, PNIPAAm-g-PHEMA
microcarriers are suitable for the production of cells especially in dynamic
conditions and their thermosensitivity enhance the recovery of cells from the
surfaces. In addition, cell morphology was found to affect the cellular production.
Thus, to produce a high number of cells for tissue engineering applications and
cellular products in high production capacity will be able to perform easily and
effectively by the use of PNIPAAmM-g-PHEMA microcarriers.

Keywords: Microcarrier-supported culture, atom transfer radical polymerization
(ATRP), bioreactor; cell culture, thermo-responsive polymer.

Supervisor: Prof. Dr. Menemse Gumusderelioglu, Hacettepe University,
Chemical Engineering Department.
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1. GiRi$ VE GALISMANIN AMACI

Hayvansal hucre teknolojisi ile ¢ok sayida hucre ve hucresel drin (6rnegin asilar,
monoklonal antikorlar vb.) endustriyel boyutta dretiimektedir. Bu Uretimlerde
hayvansal hicrelerin ylzeye-bagdimli (anchorage-dependent, AD) karakterde
oluslari, g6zéninde bulundurulmasi gereken en 6nemli faktordir. AD hicreler
oncelikle kati bir destek malzeme (6rnegin Petri kabi) Uzerine yapisir ve ardindan
yuzeyde tek tabaka olusturacak sekilde Urerler. Dolayisiyla ireme, ylzey alaninin
blyUkligine bagh olarak artar. Uretim kapasitesinin artiriimasi, birim hacimdeki
yuzey alaninin attirilmasi ile mimkindir. Ancak, hayvansal hlcrelerin kayma
kuvvetlerine karsi son derece hassas oluglari karigtirmali biyoreaktorlerdeki
uretimlerini de engellemektedir. Bu dezavantajlari gidermek amaciyla yuzeye
bagimli hdcreler icin mikrotasiyici-destekli sistemler gelistirilmistir. Mikrotasiyici-
destekli kualttrler, memeli hdcrelerini kullanarak viral asilar ve biyolojik hicresel
artnlerin Uretimi amaciyla ilk olarak van Wezel tarafindan gelistirilmistir (van
Wezel, 1967). Mikrotagiyicilar yaklasik 100-200 mikron ¢apinda kati kureciklerdir
ve genellikle dekstran, sellloz, jelatin gibi dogdal bir polimer veya diger sentetik
polimerlerden (polistiren vb.) hazirlanirlar. Hlcreler kirelerin ylzeyinde tek tabaka
seklinde durerler. Yogunluklari, ¢ogunlukla kultir ortaminda asili kalmalarini
saglayacak sekildedir ve rijit olmayan yapilari, karisma sirasinda hucreye gelecek
zararl azaltmaya yardimci olur. Ticari olarak piyasada ¢ok sayida mikrotasiyici
mevcuttur. En yaygin olarak kullanilan mikrotagiyicilar dekstran-temelli matrisler
(Cytodex®) olup, kikirdak ve kemikten tlretilmis hlcreler de dahil olmak tzere ¢ok

saylida hucrenin yapigsma ve Uremesini desteklemektedirler.

Mikrotasiyicilar, doku kultir kaplarina, doner siselere, karistirmal kulturlere
eklenebilirler ve boylelikle kaltir yogunlugunu arttirir ve hatta karistirmali kilttrlere
eklendiginde nispeten yuksek hucre yogunluklari elde edilir. Karigtirma hizi ve
mikrotasiyici yogunlugu karigtirmali kultirlerde optimize edilmelidir, ¢cinkU hucreler
arasindaki ¢arpma hucre olumune neden olur. Mikrotasiyici kalttrleri 1000-3000
litreye kadar asi ve protein drlnlerini Uretmekte kullaniimaktadir. Basaril bir
mikrotasiyici kultard icin, hicre yapismasinin hizi oldukga dnemlidir. Bu nedenle
mikrotasiyici dizayninda oncelikle mikrotasiyicilarin yuk yogunlugu, hidrofobisite,

islatilabilirlik, vb. gibi hlicre yapismasindaki etkin faktorler dikkate alinmaktadir.



Mikrotasiyici-destekli kulturler; hicre yapismasi, yayillmasi, gogalmasi ve ardindan
hacrelerin  yuzeyden kaldirilmasi  basamaklarini igerir.  Dolayisiyla, bir
mikrotasiyicinin hucre kulttrlerinde kullanilabilmesi igin her seyden dnce hicre
yapismasini destekleyecek ylzey 6zelliklerine sahip olmasi gerekmektedir. Hicre
yapigsmasi dinamik bir iglemdir. Hucrelerin yapismasini ve daha sonra yayiimasini
saglar. Yapigsmanin orani yuzey ile hiucrelerin baglangi¢ etkilesimlerine baghdir ve
yapistirict  baglarin  sekillenmesi ile orantiidir. Sonugta hulcreler gergek
morfolojilerine ve boyutlarina ulasirlar ki bu da hicre sayilarina, baglarin
organizasyonuna ve hucre iskeletinin yapisina baghdir. Hicreler negatif ylzey
yukine sahiptirler. Negatif yukin hucrelerin fizyolojik durumuna bagli olarak
yuzeydeki dagilimlari degigir. Hucreler negatif yukli gérUnmelerine ragmen hem
negatif, hem de pozitif yuklu yuzeylerde kultir edilebilirler. Hicrelerin yapigsmasi
yuzeyin yuk tlrine degil, yik yogunluguna baghdir (Maroudas, 1973). Ayrica
yuzeyin ortalama bir hidrofilisiteye sahip olmasi gereklidir. Temelde hicrelerin
yuzeye yapismasi elektrostatik guce baghdir. Yapismadaki etkilesim, ortamda
bulunan iyonik etkilesimlerle ya da protein kdpruleriyle saglanmaktadir. Hucre ile
yuzey arasindaki bu son etkilesim en etkili olanidir ve bu proteinler “adezyon
molekull” olarak adlandirilirlar. Yapigma icin 6zel proteinlerdir ve hucrelerde
yayllmiglardir. Hiucre yluzeyindeki diger reseptorlerle etkilegsime girerler ve yuzey
ile yapismay! saglarlar. Adezyon molekulleri otuzdan fazla molekul icerir.
Bunlardan bazilar kollajen, laminin, fibronektin ve vitronektindir. Bu adezyon
molekulleri serumlu kultir ortamlarinda bulunurlar ve hicre farklilasmasini ve
cogalmasini etkilerler. Diger bir bolumu hucreler tarafindan sentezlenir ve

ekstraselller matris diginda yuzey Uzerine yigilirlar.

Hucrelerin yluzeyden kaldirilmasi, yuzeye-bagimli hdcrelerin pasajlanmasinda
onemli bir islemdir. Pasajlanmasi basit bir seyreltme igleminden sonra yapilan
suspanse hucrelerden farkli olarak ylzeye-bagimli hicrelerin  yluzeyden
kaldirlmasi ve sonraki kultir islemleri igin hazirlanmasi gereklidir. Huacre
konsantrasyonu ortamin kapasitesini ¢ok fazla astiysa ya da kultir olmasi
gerektijinden daha fazla cogaldiysa ylzeyden kaldirma islemi yapilmaldir.
Hucrelerin ylUzeyden kaldiriimasi, hdcre yapismasinin tersi bir olay dedgildir.
Hucrelerin yuzeyden ayriimasi yapigsma bagdlarinin koparilmasini igerir. Hucre

adezyonu ve hucrenin yuzeyden koparilmasi, bazi ajanlarla tersine cevrilebilir.



Sulfihidril baglayici ajanlar ve sitokalazinler hicre adezyonunu engellerler fakat
hdcrelerin yuzeyden ayrilmasini saglamazlar. Buna ragmen lokal anestezikler ve
tripsin gibi diger maddeler hicre adezyonunu engeller ve hicrelerin ayrilmasina
neden olurlar. Ylzeye bagimh hicreler tripsin ve pronaz gibi proteolitik enzimler,
EDTA ve Versen gibi selasyon ajanlari veya selasyon ajani ve enzimin bir bilesimi
ile ya da siyirarak ylzeyden uzaklastirilabilirler. Bir dereceye kadar hucrelere
zarar veren bu tekniklerin hepsi de sonug olarak farkh etkilerle hicrelerin yagam
arahgini daraltir. Lastik bir spatula ile siyirmak hucrelere en fazla zarar veren
yontemdir. % 0,05-0,5 kadar eklenen selasyon ajani ile proteolitik enzimler,

hlcreler icin en yuksek ayrilma verimini saglar ve hucrelere en az zarari verir.

Proteolitik bir enzim olan tripsinin kullanimindan kaynaklanan problemlerin
cbzumune yonelik olarak, son yillarda hucre kultur kaplarinin yuzeyine sicaklik-
duyarl polimerlerin uygulanmasiyla, hucrelerin sicakhk degisimi ile ylzeyden
ayrilmasi Uzerinde yogun calismalar yapilmaktadir. Sicakhdin LCST (lower critical
solution temperature-en dusuk kritik ¢ozelti sicakhgi)'nin altina degigtirilmesiyle
ortam hidrofobikten hidrofilige donusmekte, boylelikle hucreler hidrofilik yuzeyden
ayriimaktadirlar. Uzerinde en ¢ok calisma yapilimis sicaklik-duyarli polimer poli (N-
izopropil akrilamid)'dir (PNIPAAm). PNIPAAm sicakligin degisimiyle dikkate deger
bir sisme davranigi gostermektedir. Dusuk sicaklikta, tamamen sulu ve genis
hacimli bir gorinum sergilemekte, fakat 32°C’nin Uzerinde hidrasyona ugramakta
ve oldukga kiguk, sik zincir konformasyonuna sahip olmaktadir. Sicaklik-duyarli
PNIPAAm yuzeylerle yapilan ¢alismalarda hepatosit ve endotel hicrelerin zarar
gormeksizin yluzeyden uzaklastirilmalari mimkun olmustur (Okano, 1995). Etilen
glikol vinil eter (EGVE) ve bdtil vinil eter (BVE) ile sentezlenen sicaklik-duyarl
yaplilar kullanilarak yapilan ¢alismalarda, sicakhigin dusurulmesiyle canli hticrelerin
etkin olarak yuzeyden geri kazanimlarinin mdmkun olacagi sonucuna varilmigtir
(GumuUsderelioglu  ve ark., 2003). Ayrica sicaklik-duyarli  polimerlere
blyime/yapisma faktérlerinin  immobilizasyonuyla hicre fonksiyonlarinin
duzenlemesi konusunda da caligmalar yapilmistir. Sicaklik-duyarli polimerleri
"Tissue Cullture Polystyrene" (TCPS-Polistiren doku kultir kabi) yluzeyine takmak
icin cok cesitli ydntemler mevcuttur. Ornegin, elektron demeti polimerizasyonu,
kovalent baglama, plazma yuk bosalimi, UV-isini radyasyonu gibi. Tum bu

yontemler hlcre-tabaka muhendisligi uygulamalart i¢cin TCPS yuzeylere



uygulanmigtir. Ancak, su ana kadar hucre ve hucresel Urunlerin buyuk Olgekte

uretimine yonelik sicaklik-duyarli bir mikrotagiyici gelistiriimemistir.

Sunulan tez calismasi kapsaminda, yuzeye-bagimh karakterdeki hayvansal
hicrelerin, kayma kuvvetlerinin etkisinden korunarak buyuk-olgekli reaktorlerde
uretimine ve proteolitik enzim ve selasyon ajani kullaniimaksizin ylzeyden
kaldiriimalarina olanak saglayacak mikrotagiyici-destekli sistemlerin gelistiriimesi
amaglanmistir. Boylelikle gerek doku muhendisligi uygulamalari igin yuksek sayida
hicre Uretmek, gerekse ylksek kapasitede hlcresel Urun dretimini kolaylikla ve
etkin bir bicimde gergeklestirmek mumkin olacaktir. Mikrotasiyici sistemler igin,
biyouyumlulugu ylUksek dekstran dogal polimeri ile poli(hidroksietiimetakrilat)
(PHEMA) ve poli(vinilasetat-hidroksi) (PVA) sentetik polimerleri segilmistir.
Sicakhk-duyarhlik 6zelligi, atom transfer radikal polimerizasyonu (ATRP) yontemi
kullanilarak, LCST degeri 37°C’nin altinda olan poli(N-izopropilakrilamid)
(PNIPAAmM) polimeri ile saglanmistir. Calisma kapsaminda, hazirlanan tim
mikrotasiyicilarin Gretim yontemleri, sentez kosullari, sicaklik-duyarliligi, yapisal
karakterizasyonlari (ATR-FTIR, AFM, SEM ve XPS(ESCA) analizleri) ve
hayvansal hlcre kulttrlerinde kullanilabilirlikleri arastiriimigtir. Elde edilen sonuglar
Isiginda optimum oOzellikleri saglayan mikrotasiyici sec¢iminin yapilabilecegi

ongorulmustuar.



2. GENEL BILGILER

Bu bolimde, sunulan g¢alismanin temelini olusturan konular hakkinda genel bir
literatlir bilgisi verilmistir. Oncelikle hayvansal hiicre kultiir teknolojisi, hiicre
yapismasi ve hicrelerin yuzeyden kaldiriimasi hakkinda kisa bilgiler sunulmustur.
Daha sonra, gunumuzde hucre kultirG c¢aligmalarinda kullaniimakta olan
mikrotasiyicilardan bahsedilmistir. Takip eden bolumde sicaklik-duyarli polimerler
ele alinmistir. Son olarak ise, c¢alismanin temelini olusturan sicaklik-duyarli
yuzeylerin Uretimi ve karakterizasyonundan s6z edilmis ve sicaklik-duyarli

polimerlerin hlcre kalttr teknolojisinde kullanimi hakkinda bilgiler sunulmustur.
2.1. Hayvansal Hiicre Kilturleri

Hucre, in vitro kosullarda dahi beslenme, blyume, uyarilara cevap verme ve
ureme o6zelliklerine sahip olan organizmanin en kiglk yapi tasidir. ilk olarak
1665'de ingiliz uzman Robert Hooke mikroskopla incelemekte oldugu mantar
parcasinin yanyana dizili bitisik bolumlerden olustugunu gormus, bu yapi

birimlerine "hicre" adini vermigtir.

Memeli hucreleri, yerine getirdikleri iglevlere bagli olarak dedisik morfolojilerde
bulunmaktadir. Genel olarak hicreler yassi, oval, yuvarlak, mekik ve iplik tarzinda
olurlar. Hucreler buyUklik olarak oldukga degisken boyutlarda olabilmelerine

kargin ortalama olarak 15-20 ym g¢apa sahiptirler.

Ayni iglev ve morfolojiye sahip hucreler, hucreler arasi matris (ECM=Extracellular
matrix) ile bir araya gelip butinleserek dokuyu olustururlar. Belirli is ve gorevler ile
degisik dokularin bir araya gelmesi sonucunda "organlar" olusur. Her bir organi
olusturan doku, bu organa 6zgu olabilecegi gibi, organlar birgok doku turlerini de

beraberce tagiyabilirler.

"Hucre kultar teknolojisi”, kompleks doku ve organlardan izole edilen hicrelerin
yapay besi ortamlarinda Uretilmesi ve uretilen hicrelerin de in vitro kosullarda
farkli organizmalar olarak davranmasi esasina dayanir. Hucre kulturleri, hucrelerin
yapisal olarak farklilagsmasina, dejenerasyonuna veya transformasyonuna neden
olur. Uygun besi ortamlarinin hazirlanmasiyla ¢ok sayida hicrenin ve hicresel

arandn uretimi mumkun olmaktadir. Hucre kaltart igin gerekli olan besi ortami,



metabolizma igin gerekli besinlerin tamamindan (karbonhidratlar, aminoasitler,
tuzlar, vitaminler, hormonlar ve ureme faktorlerinden) olugur. Kaltir ortami serumla

da desteklenir.

Hucre kultara ile ilgili teknikler 6zellikle 1950 ve 1960'h yillarda virtslerin memeli
hlcrelerinde Uretilmesi Uzerine yapilan galismalar sonucunda gelisme gostermis
ve son yillarda deneysel kanser arastirmalari ve kok hicre konusunun bilimsel

olarak 6neminin ortaya konmasiyla populerlik kazanmistir.

Primer hucre kultiri dogrudan dokudan mekanik ve enzimatik yolla elde edilen in
vitro hicre kulturleridir. Genellikle heterojen bir yapi gdsterirler. Primer kultirler
kontaminasyon riski olan kdlturlerdir, bu yuzden manipulasyonlarda steriliteye
O0zen gosterilmelidir. Sinirli bir surede canliklarini korurlar. Primer kaltird yapilan
hicrelerin bagka bir kultir kabina pasajlanmasiyla subkultiri yapilmis olur. Hicre
hatti terimi ise primer kultirden sonraki ilk subkuiltirin ardindan yapilan tim
subkdltarler igin kullanilan bir terimdir. Sinirh 6murlt hdcre hatti terimi Hayflick
limiti (Hayflick, 1961) olarak bilinen ve 30-50 kez bolunme ardindan Olmeye
baglayan hucre kalturleri igin kullanilir. Devamli hiicre hatti ise bazi 6zel teknikler
(onkojen genler, viruslar, bazi kimyasallar) kullanilarak &limsuzlestirilen
(immortalize edilen) hicre kultarleri igin kullanilan bir terimdir. Ayrica yukaridaki
yollarla olumsuzlestirilen hucreler, hucre dreme hizinin arttirilmasi amaciyla
transformasyon iglemine tabi tutulur (Leo ve ark., 2008; Freshney, 2005; Spier,
2000). Sekil 2.1'de c¢esitli hlcre kaltirt olusum suregleri sematik olarak

gOsterilmigtir.
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Sekil 2.1. Hucre kulturanuan olusum suregleri (Freshney, 2005).



2.2. Hucre Kulturuniin Tarihgesi

Hucre kultir calismalari, oncelikle 6zellesmis hucre davranisi ve islevlerini
inceleyebilmek amaciyla baslatiimistir. 1949 yilinda Enders'in hayvan hicre
kaltdrlerinde gocuk felci (polio) virGsunu Uretmesinden sonra modern anlamdaki
"hayvansal hucre teknolojisi" gelismeye baslamistir. Virls Uuretimi igin hucre
kalturanan kullaniimasi, dusuk maliyet, biyolojik agidan guvenilirlik, kontrolld,
kolay, tekrarlanabilir ve buyuk Olgekte Uretim gibi gok sayida avantaj saglamigtir.
Sonraki yillarda kizamik, kuduz, kabakulak ve kizamikgik gibi bircok asi lisansi
alinmigtir. Daha sonra, slspanse hucre kuilttr ortamlarinda, yavru hamster bobrek
(BHK) hicre hatti kullanilarak basta Sap asisi olmak tGzere veteriner amacl asilar
uretiimeye baglanmistir. Bu tlr bir dretimin yayginlasmasindan sonra,
biyoreaktorlerde binlerce litrelik Uretim yapilabilmis, ancak Uretilen asilarin
icerisinde tumor yapici ajanlarin ve viraslerin bulunma ihtimali dusUnulerek,

insanlar dzerinde kullaniminin guvenilir olmadigina karar verilmistir.

Glvenilir Griinlerin Gretiimesi icin FDA (Gida ve ilag idaresi) ve WHO (Diinya
Saghk Orgltl) Uretim standartlarini belirlemistir. Hayvan hiicre kilttrlerinden
insanda kullanilacak biyolojik drtnleri elde etme yolundaki 6nemli gelismeler

sunlardir:

e Yumurta veya diger canli organ, doku ya da hayvan yerine primer hucrelerin
kullaniimasi (1954).

e Guvenilir, viris icermeyen ve kanserojen olmayan insan diploid hucrelerinin
(HDC) uretim icin kullaniimasi (1962).

e Insanda kullanilacak biyolojik Uriinlerin, insan kanser hicrelerinden elde
edilmesinin kabull (1980).

e Monoklonal antikorlarin Uretimi ve teshis amaclh kullaniminin yayginlasmasi
(1986).

Bu gelismelerden sonra kanser hucreleri, rekombinant hicreler ve diger hicre

hatlarinin yaygin bicimde kullaniimasiyla ¢ok sayida onemli biyolojik maddenin

uretimi gergeklestiriimistir ve halen gergeklestiriimeye de devam edilmektedir.

Mikrotasiyici-destekli ve mikrokapsullenmis kualtir sistemlerinin gelistiriimesiyle,

uretim endustriyel boyuta taginmistir.



Huacre kadlturleri 1990'1 yillarda doku muhendisligi ve gen tedavisi alanlarinda
onem kazanmis ve ayrica embriyonik kok hucrelerin izolasyon ve kulturlerine
yonelik gelismeler bilim dunyasinda ses getirmistir. Cizelge 2.1'de hucre

KUltGranUn tarihgesi 6zetlenmistir.

Cizelge 2.1. Hucre kllttrinun tarihgesi.

1885 ROUX - Embriyonik tavuk hticrelerinin viicut disarisindaki tuz
¢ozeltisinde canliliklarini surdarebildiklerini gostermistir.

1907 HARRISON - Sinir hiicrelerinin kultir edilebilirlikleri
konusunda calismistir.

1913 CARREL - Hucrelerin aseptik kosullarda tutulan kultar

ortamlarinda duzenli beslenerek uzun sire yasadiklarini
gOstermistir.

1928 ik besi ortami gelistirilmistir.
Fare ve tavuk embriyolari in vitro kiltlr ortamina yerlestiriimistir.
1949 ENDERS - Polio virtistini hicre kultiriinde Uretmistir. Hicre
kaltaranun ilk dGnemli uygulamasidir.
1950 SALK - Déner siseli kiiltiirlerde polio virisiinii Gretmistir. insan
ve veterinerlik uygulamalari igin viral asilar Uretiimeye baslanmistir.
1952 GEY - HELA olarak adlandirilan insan hicre hattini Gretmigtir.

Rahim agzi kanserinden turetilen bu hiicre hatti sonsuza kadar
Ureme 6zelligi kazandirniimis ilk insan hlcre hattidir.
1980 Hayvansal hicreler genetik olarak modifiye edilmistir.
Rekombinant DNA Teknolojisi ile INSULIN, INTERFERON ve
MONOKLONAL ANTIKOR tiretimleri gergeklestirilmistir.
1985 BUYUK OLCEKLI Hiicre Kultiri igin teknikler
geligtirilmistir. Bunlar;
Mikrotasiyici-destekli kultarler ve
Mikrokapsullenmis hiicre kalttrleridir.

1986 MARTIN&EVANS - Fareden pluripotent embriyonik kok hcreleri
izole ederek kultariini yapmislardir.

1990 DOKU MUHENDISLIGI ve GEN TEDAVISI
Hucre kultlrleriyle doku ve organ Uretimi

1998 THOMSON&GEARHART ve ark. - insan embriyonik kdk

hicrelerini izole etmeyi basarmiglar ve kultarlerini olusturmuslardir.

2.3. Hiicre Yapigmasi

Hayvansal hucreler kiltir ortamina ekildiginde, sirasiyla asagidaki olaylar

gerceklesir:

e Substrata yapisma (attachment),
e Ylzeyde yayilma (spreading),

e Ureme (proliferation).



Asagida bu asamalarin ilki olan hlucre yapismasina ayrintili olarak deginilmistir.
Hucrelerin kulture edildikleri kati ylzeylere (substrat) yapismalari monolayer hicre
kalturleri ve mikrotasiyict kulturler icin temel bir kriterdir. Yuzeye-bagimh
hicrelerde hicre boélinmesi ve c¢ogalmasi ancak hdcrelerin  ylzeye
yapigsmasindan sonra gerceklestigi igin yuzey ozellikleri ve kultir yontemleri

oldukca onemlidir (Grinnell, 1978).

Hucre yapismasi genel olarak 4 farkli asamada gergeklesmektedir. Birinci
asamada hiicre, substrat yiizeyine gevsek bir sekilde tutunur. ikinci fazda hiicreler
yuzeye tutunduklari kisimdan tutunma ylzeyini genigletecek sekilde dizlesmeye
baglarlar. Yuzey alaninin genislemesine ve etkilesim baglarinin kuvvetlenmesine
karsin bu safhada hicreler hala kiiresel haldedirler. Uglincii ve dérdinci fazlarda
hicreler arasi baglantilar da kurularak hucre kati yuzey uzerinde diz bir hale gelir

ve yapisma tamamlanir (Lauri ve Truskey, 1993).

Sekil 2.2 ve Sekil 2.3'de hiicre yapismasinin tim asamalari sematik ve mikroskobik
olarak gosterilmistir. Bu asamalar: a) yapisma faktorlerinin hicre ve ylzey arasinda
birikmesi b) hilicre ve ylzey arasindaki etkilesimin kurulmasi, c) yapisma faktorleri
yardimiyla htcrelerin ylzeye yapismasi ve d) yapisan hucrenin diz bir sekilde

yuzeyde yayillmasidir (Grinnell, 1978).
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Sekil 2.2. Hucre yapismasinin 4 fazinin sematik olarak gosterimi.
(Fn-fibronektin, MHS- Multivalent heparan sulfat).
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Sekil 2.3. Hucre yapismasinin 4 fazinin mikroskobik olarak gosterimi.

Huicre yapismasinin baslangicinda iki degerlikli katyonlar ve glikoproteinler
"substrat" olarak adlandiran kati yuzeye adsorbe olmaya baglar. Tutunma
faktorleri olan fibronektin ve vitronektin normal kosullarda kultar ortamina katilan
serumdan koken alirken, MHS (Multivalent heparan sulfat) ise hicreler tarafindan
sentezlenmektedir. Hucrelerin ylzeyde vyapismalari igin substrat yuzeyinin
hidrofilik 6zellikte olmasi istenir. Ayrica, hemen hemen bitiin memeli hicrelerinin
yuzeyi negatif elektrik yukune sahip oldugundan hucre tutunmasi i¢in substratin
uygun bir elektriksel yuk tasimasi gerekmektedir. Bu yuk dagilimi negatif veya
pozitif olabilmektedir (Grinnell, 1978; Borysenko ve Woods,1979; Horng ve
McLimans, 1975; van Wezel, 1976).

Substratlara 6rnek olarak farkh polaritede yuk tasiyan cam, negatif olarak
yuklenmis plastikler ve pozitif yuklu mikrotagiyicilar (Cytodex 1) verilebilir. Memeli
hicreleri yukarda bahsedilen bitln ylzeylerde tutunma ve yapisma gosterdigi igin
hicre yapismasinda temel faktorin yukin polaritesinden ¢ok yuk yogunlugu

oldugu sodylenebilir (Maroudas, 1975; Hirtenstein ve ark., 1980).

Hucrelerin ylUzeye yapisabilmeleri igin kultir ortaminda bulunan iki faktor
onemlidir. Bu iki faktérden birincisi Ca*? ve Mg*? gibi iki degerlikli katyonlar, digeri
ise yapismada rol oynayan proteinlerdir (Grinnell, 1978). Cogu memeli hicresi ¢cok
dusuk miktarda fibronektin salgilayabildigi i¢in kultr ortaminin disaridan serum ile
desteklenmesi gerekmektedir (Grinnell ve ark., 1977; Hughes ve ark., 1979).
Ancak diploid fibroblastlar gibi bazi hidcre tuarleri yeterli miktarda fibronektin
salgilayabildikleri icin disaridan serum destegine ihtiyac duymamaktadirlar
(Grinnell ve Feld, 1980).

Hucre kulturt galigmalarinda hudcre inokulasyonundan oOnce substrat yuzeyini

serum taslyan besiyeri ortami ile etkilesime birakmak genel bir yaklagimdir.
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Bdylece bazi yapisma faktorlerinin ylzey ile etkilesimi ve ylzeye adsorbe olmalari
saglanmaktadir. Bu amagla 2-3 ug fibronektin/mL veya %10 fotal buzagi serumu
ilave edilmis besiyeri kultirden 6nce substrat ylzeyine eklenerek fibronektinin
dakikalar igerisinde kultlr ylzeyine adsorbe oldugu gdsterilmistir. Ayrica serumsuz
cahisilan kultarlerde kiltir baslangicinda 1-50 ug/mL fibronektin ilavesi ile hlcre

yapismasi igin uygun bir ortam saglanabilmektedir.

Mikrotasiyici kultarlerinde yapisma mekanizmasi monolayer hucrelerle benzer
Ozellik gostermektedir. Ancak mikrotasiyicilarin sUspanse olarak tutulduklari
biyoreaktorlerde veya dolgulu yatakli reaktorlerde yapilan galismalarda hicrelerin
tasiyici yuzeyine tutunmalarini saglayabilmek igin kultur baglangicinda 6-12 saat
kadar karistirma hizinin  mumkun olabildigince dusuk olarak tutulmasi

gerekmektedir (Aslankaraoglu, 2002).

Normal ve transforme hicre hatlari arasinda kucuk farkhliklar olmasina karsin
genel olarak yapisma olayl asagidaki sekilde gerceklesmektedir. Hlcre disi matris
(Extracellular matrix, ECM) bilesenleri olan; tip | ve tip IV kollajen, fibronektin,
vitronektin, laminin, kondronektin, trombospondin, heparan sulfat ve kondroitin
sulfat yapisma olayinda dnemli roller tUstlenmekle birlikte tutunma olayinda asil rol
hicre zarinda bulunan integrin reseptorleri ile fibronektin ve vitronektin proteinleri
arasindaki etkilesim Ustlenmektedir. Hucreler integrin reseptorleri vasitasiyla
siraslyla bu proteinlere baglanirken Ca*? and Mg*? iyonlari kofaktdr olarak rol
oynamaktadir. BHK-21 hacreleri ylzeye yapisabilmeleri igin ylUzeyde adsorbe

olmus minimum 15 ng/cm? fibronektine ihtiyag duyarlar (GE Healthcare, 2005).

Hucreler birgok materyale karsi yapisma 0Ozelligi gosterebilmektedir. Bunlar; cam,
cesitli plastikler, 316 paslanmaz celik, dekstran, kollajen ve polilisin kapl yuzeyler
olabilmektedir. Borosilikat yapidaki cam normal olarak negatif yUkli iken NaOH
veya 1 mM Mg asetat ile ylkama sonucunda yuzey yapigsma icin uygun hale

gelebilmektedir.

Hucre kalturinde kullanilan plastikler polistiren, polietilenterafitalat, polikarbonat,
vb. malzemeden olabilirken bu tur malzemelerin 1slanabilirliklerinin arttiriimasi icin

oksidasyon, gugclu asitlerle muamele, yuksek voltaj ve UV iginlari gibi yontemler
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kullaniimaktadir. Yuzey yuklerinin arttirllmasi amaciyla ise yuksek enerjili elektron

bombardimanina maruz birakilmaktadirlar (GE Healthcare, 2005).
2.4. Hucrelerin Yiizeyden Kaldiriimasi

Hucrelerin ylUzeyden kaldiriimasi ylzeye-badimli huicrelerin  pasajlanmasinda
onemli bir islemdir. Pasajlanmasi basit bir seyreltme igleminden sonra yapilan
suspanse hucrelerden farkli olarak ylzeye-bagdimli hicrelerin  yluzeyden
kaldirlmasi ve sonraki kultir iglemleri igin hazirlanmasi gereklidir. Huacre
konsantrasyonu ortamin kapasitesini ¢ok fazla astiysa ya da kultir olmasi

gerektiginden daha fazla ¢ogaldiysa yuzeyden kaldirma iglemi yapiimalidir.

Hucrelerin yizeyden kaldirilmasi (detachment) hicre yapismasinin (attachment)
tersi bir olay degildir. Hucre yapismasi dinamik bir islemdir. Hlcrelerin yapismasini
ve daha sonra yayilmasini saglar. Yapismanin orani yuzey ile hicrelerin baglangig
etkilesimlerine baglidir ve yapistirici baglarin sekillenmesi ile orantihdir. Sonugta
hicreler gergcek morfolojilerine ve boyutlarina ulasirlar ki bu da hicre sayilarina,
baglarin organizasyonuna ve hucre iskeletinin yapisina baghdir. Hucrelerin
yuzeyden ayriimasi yapisma baglarinin koparilmasini icerir. Hicre yapigmasi ve
hicrenin yuzeyden koparilmasi, bazi ajanlarla tersine gevrilebilir. Sdlfihidril
baglayici ajanlar ve sitokalazinler hiicre yapismasini engellerler fakat hicrelerin
yuzeyden ayrilmasini saglamazlar. Buna ragmen lokal anestezikler ve tripsin gibi
diger maddeler hlcre yapismasini engeller ve hicrelerin ylzeyden kopmasina

neden olurlar.

Substrat ylzeyinde hlcreler tUreyerek tek bir tabaka olusturduktan sonra ylzeyden
uzaklastirlmalidirlar. Hucrelerin yluzeyden kopariimasi igin degisik metotlar
kullaniimaktadir. Bunlar;
e Enzimatik yolla yuzeyden kaldirma

Proteolitik enzimlerin kullanimi

Diger enzimlerin kullanimi

ve
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e Enzimatik olmayan yollarla yizeyden kaldirma
Selasyon ajanlari (EDTA, Versen, vb.) kullanarak ylzeyden koparma
Mekanik ayirma (lastik spatula ile)
Sicaklik-duyarli substratlarin kullanimi
olarak siralanabilir.

2.4.1. Enzimatik yolla yuzeyden kaldirma
2.4.1.1. Proteolitik enzim kullanimi

Uygulamalar agisindan en c¢ok tercih edilen yuzeyden kaldirma yontemi olup,
hicreler arasindaki matrisin ve hucre-hucre etkilesimlerinin protein yapisini
parcalayan enzimlerle (proteolitk enzim) ortadan kaldirilmasi esasina
dayanmaktadir. Bu amagla kullanilan g¢esitli proteolitik enzimler asagida

aciklanmistir.
2.4.1.1.i. Tripsin

Temelde bircok proteolitik enzim hiicre ayristirilmasi igin  kullaniir. Ama
cogunlukla tripsin tercih edilir. Tripsinin uygulandiktan sonra serumla kolayca

inaktive edilebilmesi kullanimini artiran bir nedendir.

Tripsin bir serin proteazidir ve lizin ve arjinin arasindaki peptit baglarini koparir.
Tripsin, EDTA uygulanmasi gibi mitoz sirasinda hucreleri ¢evreler. Hucreler belli
bir zaman cevrildikten sonra, hucre substrat yapismasi uzun hicrelerde distal ugta
kalir. Bu c¢evrelenme iglemi sirasinda adezyon bolgelerinin pozisyonu ve
yogunlugu sabittir. Hucrelerin substrattan ayrilmasi tripsinin hicre yuzeyine
integrasyonu ile olur. Devaminda tripsinli hucrelerin mekanik yer degistirmesi

meydana gelir.

Tripsinizasyon ¢ok miktarda glikopeptit, hiyaluronik asit ve sulfatli
glikozaminoglikanlarin ortamda olusmasina ve dnemli miktarda (%39) siyalik asit
aciga cikmasina neden olmaktadir. Genelde hucrelerin tripsinle uzun sure
etkilesimi hlcreleri zarara ugratir. Hlcre yuzey zararlarinin yani sira tripsin hicre

ici zararlara da yol agar (poliribozomlarin pargalanmasi gibi).
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HeLa ve CBM17 fare bdbrek hicrelerinde yapilan tripsinin yaptigi hicresel
degisimleri anlasilmis ve isaretli tripsinle yapilan incelemelerde tripsini
sitoplazmada, cekirdekte ve cekirdekgikte gozlemlemislerdir. Fakat bu degisimler
tersine cgevrilebilir (dUzeltilebilir). Hlcre ayrilmasindan birgin sonra bile hiicrelerde
tripsin varhigina rastlanmigtir. Tripsinin potansiyel hlcre zararlarini azaltmak igin
tripsinizasyon sirasinda sicakligin azaltilmasi onerilmistir. 15°C’nin altinda bir

sicaklikta tripsinin etkisinin azaldigi1 gosterilmistir.

Tripsin, genellikle %0,01 den %0,50’lik konsantrasyonlara kadar fosfat tampon
cozeltisi (PBS) icinde kullanilir. Genellikle %0,25 konsantrasyonda ve 5-15
dakikalik inklibasyonlar seklinde uygulanir. Tripsin/EDTA birlikte kullanildigi
durumlarda, EDTA konsantrasyonu %0,02 duzeyinde olmasina ragmen tripsin
konsantrasyonu aynidir. Bu karisim iki bilesenin de avantajlarini igerdiginden
uygun bir karisimdir. Ayirma islemi tripsinle yapilirken pH kritik bir noktadir ve 7,4

ile 8 arasinda olmalidir.

Tripsinin zarar verme etkisi, uygulama zamaninin kisa olmasi ile ve hizli bir
inaktivasyon ile azaltilabilir. Bu da genellikle serum eklenmesiyle olur. Serumsuz
ortamlar kullanildiginda eliminasyon tripsin inhibitériyle gerceklestirilir. Bunlar
soya fasulyesi, pankreatik tripsin inhibitéri ve ovomukoid’tir. Ayrica hizh bir

yikama ile tripsin elimine edilebilir.
2.4.1.ii. Diger proteolitik enzimler

Temelde, dispase | ve Il, pronaz ve papain gibi proteolitik enzimler de hucreleri
yuzeyden kaldirmak igin kullanilirlar. Bu enzimlerin avantaji hayvansal kaynakl
olmayislari ve serum varliginda kullanilabilmeleridir. Dezavantajlari ise, serumla

inaktive edilememeleri ve hlucre ayrilmasindan sonra yikamanin gerekli olmasidir.

Dispaz:

Dispaz Bacillus polymyxa’dan elde edilen giiclii bir proteazdir. Ca*® varliginda ve
diger birgok metal iyonlari varliginda aktiftir. inhibisyonu ise EDTA gibi selasyon
ajanlariyla gergeklesir. Dispaz, amino endopeptidaz olarak siniflandirilir. Nonpolar
aminoasitlerin N-terminali boélgelerinden peptit baglarini hidroliz eder. Tripsin ve

EDTA ile kiyaslanirsa, dispase ¢evreledigi hucrelerde gegirgenlikte gegici bir artisa
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neden olur. Dispaz varliginda hucreler canh olup gelisimlerini surdirmektedirler.
Hucre ayrismasinda tripsinin ve dispaz'in karsilastirlmasinda, dispaz'in tripsinden

daha etkili bir sekilde hucreleri kopardigi kaydedilmigtir.

Kullanilan dispaz derigimleri farkliik gosterir. Bazi arastirmacilar 500 U/mL
kullanirken, digerleri PBS icinde dispaz/EDTA karisimini kullanmislardir (4U/mL-
%0,02). inkiibasyon siireleri sirasiyla 40 ve 10 dakikadir.

Kollajenaz:

Bakteriyal kollajenazlar birgok enzimin karisimidir. Prolin iceren peptitleri hidroliz
ederler (kollajen ve jelatin gibi). Fosfat tamponunda kararli degildirler ve kalsiyum
iyonuna ihtiya¢ gosterirler. Bu yuzden EDTA ile birlikte kullanilmaz. Bu enzim,
hucreleri ekstraselller matristen, kollajenden ve jelatinden ayirmak icgin kullanilir.
Yapilan ¢alismalarda ylzeyden ayrilma oraninin ekstraselller matrisin icerigine ve
pasajdaki hlicre sayisina bagli oldugu gdsterilmistir. Kollajenaz tripsinden daha az
etkili ve daha yavas olarak hucreleri ayirir. Son pasaj hicreleri, cogunlukla erken

pasaj hucrelerinden daha hizl olarak ayrigtirilir.
Akutaz:

Akutaz, proteolitik ve kollajenolitik enzimlerin karisimidir. Omurgasiz hayvanlardan
elde edilmigtir. Plastik kaplardan hucreleri ayirmak igin tripsin yerine kullanilan
rutin bir enzimdir. Bu enzim karigimi tripsinden daha zararsizdir. Tripsinden farkh

olarak 6zel notralizasyon agamalarina gerek yoktur.
Pronaz:

Birgok grup, pronaz E’yi hayvan hucrelerinin subkultirizasyonu igin kullanir.
insan, diploid fibroblast hiicreleri % 0,05lik pronaz ile % 0,25'ik tripsin
uygulamasindan daha etkili bir sekilde ayrilabilmistir. 37°C de 15 dakika muamele
ile %90 etkilidir. EDTA ve tripsin ile karsilastiriidiginda pronaz E cevreledigi
hicrelerde gecici bir gecirgenlik olusturur. Serumda anti pronaz etkisi yoktur. Bu

yuzden pronaz aktivitesinin durdurulmasi i¢in yikamak gereklidir.

Papain ve elastaz gibi diger enzimler de hlcreleri yuzeyden ayirmak icin kullanilir.
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2.4.2. Enzimatik olmayan yolla hucrelerin ayrilmasi ve yeni metotlar

Yuzeye-bagimli hucreleri yuzeyden ayirmak icin EDTA ve EGTA yalniz baglarina
ya da tripsin ile birlikte uygulanirlar. EDTA, Ca*™ ve Mg+2 iyonlarini tutucu bir
ajandir, EGTA ise Ca* iyonlarini tutan bir ajandir. Ca*® ve Mg*? iyonlarinin
ortamdaki eksikligi veya uzaklastiriimasi birgok hucrenin yluzeyden ayrilmasina
neden olur. Bu ajanlar ¢ok sik olarak ayirma igleminde kullanilir. Huacre
gecirgenliginin ve yuzey glikoproteinlerinin korunmasinda EGTA, EDTA'dan daha

hassastir.

EDTA ve EGTA'nin mekanizmasi tripsinden farkhdir. ClnkU buniar proteolitik
aktivite gostermezler ama buna ragmen bazi benzerlikler icerirler. EDTA ve EGTA
temel etkilerini hucre iskeleti Uzerine gosterirler. EDTA varliginda hacreler zayif bir
sekilde cevrelenir ve hucre membraninda tripsinizasyondan daha yuksek bir

gecirgenlik olugur.

Tripsin ile EDTA ya da EGTA kiyaslanirsa, ayrilan hicrelerin hiicre yuzey
karakterlerinin farkli oldugu gorulir. EGTA, hucreleri kuresel olarak ayirir.

Tripsinizasyondan farkli olarak hicreler ylzeylerindeki glikokaliksi kaybetmezler.

Genelde normal hucrelerde EDTA kullanimi daha zordur ve daha fazla hicre
kaybina neden olur. Ek olarak surekli kulturlerde selasyon ajanlarinin divalent
katyonlari tutmasi, genis pargalar halinde hicrelerin yizeyden ayrilmasina neden
olur. Bundan dolayi selasyon ajanlari tripsinle birlikte kullanilir. Hlcrelerin yuzeye
tekrar tutunmasi icin EDTA ve EGTA'nin selasyon etkisini ortadan kaldirmak

gereklidir.

Hucrelerin yuzeyden ayrilmasi sirasinda, yuzey proteinlerinin korunmasi agisindan
sonikasyon iyi bir yontemdir. Kulturlerin 10-50 saniye sure ile sonikatorde
tutulmasi tripsin uygulamasiyla ayni etkiyi yaratir. Sonikasyon uygulamasindan
sonra hucrelerin %86's1 basarili bir sekilde tekrar yapisirken, tripsinden sonra
%80'i yapisabilmektedir. Ek bir avantaj da, pasajlamadaki hizdir. Pasajlama
sonikasyonda 4 dakika iken tripsinde 16 dakikadir. Tripsinizasyon santrifuj ve
yikama islemleri gerektirir. Birgok hlcrede tripsin/EDTA agregasyona neden
olurken, ultrasonikasyonun bodyle bir etkisi yoktur. Uygulamasi 43 kHz'te 60-90

saniyedir.
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Hucreleri yuzeyden ayirma miktari kulturdeki hicre yogunlugundan da etkilenir.
Petri kabini tam kaplamamig hucrelerin yuzeyden ayriimasi, Petri kabini tam

kaplamis hlcrelerden daha kisa surer.

Lidokain lokal bir anesteziktir ve bagil olarak toksik degildir. Tek tabakali yapisan
hicrelerde yapismanin inhibisyonunda tersinir bir etkiye sahiptir. Lidokain ve diger
anesteziklerin etkisi hucre iskeleti seviyesindedir. %0,05 konsantrasyonda
kullanimiyla insan kan monositleri yizeyden kolaylikla koparilabilir. Dort degigik
metot karsilastirilira; (dusuk sicaklik, EDTA, lidokain ve tripsin) lidokain digerlerine

oranla hucrelerin kendilerini daha kolay toplamalarini saglamistir.

Enzimatik olmayan koparma metotlarindan bir digeri, sicakliga duyarl polimer
yuzeylerin kullanimidir. Poli[N-izopropil akrilamid] (PNIPAAm) hayvan hucre
kaltdrleri icin ylzey olarak kullanilir. Bu polimerin 6zelligi dusuk sicakliklarda
tamamiyle hidrate olmasi ve hacimce genislemis bir sekil almasidir. 32°C’nin
ustliinde dehidrate olur ve molekul siki bir hal alir. Bu ytuzden sadece hidrofobik
karakterden hidrofilik karaktere dondugu dusuk sicakliklarda sisme etkisiyle
hicrelerin yuzeyden ayrilmasi mekanik olarak kolayca gergeklesir. Yontemin tek
dezavantaji/avantaji hucrelerin  bir tabaka seklinde ylzeyden ayrilmasidir.
Sicakliga-duyarh polimerlerin kullaniimasi hucrelerin ylizeyden ayrilirken zarara
ugramasini engeller. Kuguk olgekli kultirlerde kullaniimasinin en 6nemli nedeni
budur.

Bir baska metot ise, hlcreleri spatll benzeri bir aletle ylzeyden kazimaktir. Ama
bu metot hlcrelere zarar verebilir. Yuzeye-bagimli hicreler mitoz sirasinda
kuresel bir hal almalarina ragmen ylzeyle yapisik haldedir. Hucrelerin kuresel hale
gelmesi temas yuzeyini azaltir. Bu esnada mekanik parcalamayla hucreler diger

hicrelerden ayrilir. Bu, mitotik segme tekniginin temelidir.

Son olarak kullanilan teknik, hicreleri sivi azligi stresiyle ylizeyden ayirmaktir. Sivi
azhgi stresi hucrelerin gelisme oranini, metabolizmalarini, sekillerini ve genetik
ifadelerini degistirir. Bu etkiler istenmez fakat reaktor kultarler icindeki uygun
olmayan sartlarda ortaya cikar. Sekil 2.4’te hucrelerin ylzeyden ayrilmasi igin

kullanilan farkli ydntemler gosterilmistir.
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(@)

(b)

(c)

Sekil 2.4. Hicrelerin PNIPAAmM kaplanmig ylzeyden farkli yontemler kullanilarak
kaldiriimasi: (a) Sicakhgin dugurilmesiyle, (b) Mekanik ayirma ile, (c) Proteolitik
enzim kullanimiyla.

2.5. Mikrotasiyicilar

Mikrotasiyicilar sellloz, dekstran, cam, kollajen, jelatin ve poliester gibi
biyouyumlu polimerlerden gbzeneksiz veya makro gbzenekli yapilarda
sentezlenen kuguk partiklllerdir. Hlcre yapismasi ve blyUmesi igin uyumlu bir

yuzeye sahip olup genellikle kuresel sekilli olarak dizayn edilirler.
2.5.1. Mikrotasiyicilarin genel 6zellikleri

Yuzeye-bagimh hucrelerin hafif karistirmayla suspanse halde tutulan kuguk
kUrecikler Uzerinde Uretilmeleri fikri ilk olarak 1967'de iyon degisim kromatografi
calismalarinda kullanilan N,N-dietil-aminoetilamin (DEAE)-Sephadex G50™ (GE
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Healthcare) jel kureciklerinin van Wezel tarafindan kullaniimaya baslamasiyla
ortaya atilmigtir (van Wezel, 1967). Arastirici birkag yil sonra bu yolla Gretmis
oldugu hdcre kultirlerinden inaktif gocuk felci asisi Uretimini gergeklestirerek

blyUk bir asama kaydetmistir.

Gunumuzde ¢ok cesitli materyallerden yapilmis oldukga fazla sayida mikrotasiyici
olup bunlar 6zellikle virus Uretimi, rekombinant proteinler, monoklonal antikorlar ve
gen terapi vektorlerinin Uretiminde 6.000 L hacime kadar ulasan reaktorlerde
(Cytodex™ mikrotaslyicilarinda Vero hucreleri kullanilarak grip asisi dretimi)

kullanima girmistir.

Mikrotasiyici galismalarindaki ikinci onemli donum noktasi, kullanilan buyuk
gozenekli kureciklerin icerisinde hucrelerin mekanik etkilerden uzak sekilde daha
yuksek verimle Uretilmeleri ¢alismalarina baslanmis olmasidir (Nilsson ve ark.,
1986).

Mikrotagiyicilarin hemen hemen hepsi gozenekli yapida olmalarina karsin bu
gozeneklerin caplarina gore mikrogozenekli (microporous) ve makrogozenekli
(macroporous) mikrotasltyicilar olarak ikiye ayirmak mamkundur. Sekil 2.5'de mikro

ve makrogbzenekli tasiyicilarin goruntileri yer almaktadir.

(b)
Sekil 2.5. (a) Mikrogozenekli mikrotasiyicilar, (b) Makrogdzenekli mikrotasiyicilar.

2.5.1.1. Mikrogozenekli mikrotasiyicilar

Bazi arastirmacilar tarafindan gézeneksiz olarak da tabir edilebilen bu tasiyicilarin
gozenek capi ¢ok kuguktur. Hucrelerin bu gozeneklerden igeriye girmesi mumkuan

olmadigindan tasiyicinin dis ylzeyinde tek tabaka olusturacak sekilde tutunarak
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ureyebilirler. Bu tur tagiyicilarda hucre Uremesi igin gerekli yuzey alani tagiyicinin
dig yuzey alani ile sinirhdir. Bu durum kultlr suresince tagiyicilarin birbirlerine

carpmalarindan kaynaklanan mekanik zararlara yol agmaktadir.

Codu mikrog6zenekli tastyicinin ¢apr 90-300 pm arasinda degismekte olup,
yogunluklari  1,02-1,04 g/cm®tlr. Yogunluklari genel olarak besiyerinin
yogunlugundan biraz yUksek bir degerdir. Boylelikle bu tasiyicilarin duguk karigim
hizlarinda dahi besiyeri icerisinde homojen bir sekilde dagihmlari saglanmis
olmaktadir. Ayrica, bu tasiyicilarin ¢aplarinin buydk olmasi karigtirmanin
durdurulmasi durumunda tasiyicilarin ¢okmesine neden olmaktadir. Bu durum
rekombinant proteinler gibi hucresel UrUnlerin hucre kaybi olmaksizin besiyeri ile

birlikte kultur ortamindan alinmasina yardimci olmaktadir.
2.5.1.2. Makrogozenekli mikrotasiyicilar

Makrogdzenekli tasiyicilar genellikle 0,4-5,0 mm c¢apinda olup gdzenek
bayuklukleri 10-400 ym araliginda degisken bir yapi gosterirler. Hucreler bu
gozeneklerden kolaylikla tasiyicinin i¢ kisimlarina girerek oralarda tutunup G¢
boyutlu (3D) sekilde gogalabilmektedir.

Bu tur tasiyicilar hacrelerin dogal ortamlarina ¢ok benzer U¢ boyutlu ortamlarda
uretilmeleri ve yuksek hucre sayisina ulasabilmek amaciyla gelistirilmigtir.
Hucrelerin Ug boyutlu ortamda Uretilmeleri bazi buyume faktorlerini kendi kendine
uretmelerine yardimci olarak serum gereksiniminin azalmasina ve hatta serumsuz
besiyeri kullanimina izin vermektedir. Bu yolla Uretilen hicrelerin metabolizmik
faaliyetlerinin daha dizenli oldugu, mikrog6zenekli tasiyicilara gére daha dayanikli
olduklari, daha uzun sure kultir edilebildikleri ve diuslUk mekanik hasarlardan
dolayl daha az hicre kaybi yasandigi bildirilmektedir. Bu tur tasiyicilar igin en
blaylk problem oOzellikle buylk olgek galismalarinda homojen g¢evrenin saglanma
zorlugu ve besin maddeleri ve oksijenin tasiyici icindeki kutle transferi
kisittamalaridir (Rupp, 1985). Ayrica gerek hicre sayimi ve gerekse hucre pasaji
icin tripsin ile muamele edilen tasiyicilarda mevcut hicrelerin énemli bir kisminin
geri kazanimi mumkuin degildir. Cizelge 2.2'de gunimuzde ticari olarak uretilen

bircok mikrotagiyici turd ve bunlara ait bazi bilgiler sunulmustur.
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Cizelge 2.2. Ticari olarak uretilen mikrotasiyici turleri ve bunlara ait bazi bilgiler.

Tasiyici ismi Firma Yapisi Yogunluk Cap
(g/cm®) (um)

DEAE Dekstran
Cytodex 1 AmershamPharmacia DEAE-dekstran 1,03 160-230
Cytodex 2 AmershamPharmacia DEAE-dekstran 1,04 115200
Microdex Dextran Products DEAE-dekstran 1,03 150
Dormacell JRH Biosciences DEAE-dekstran 1,05 140
Plastik
Acrobeads Galil Kaplanmis 1,04 150
Biosilon Nalge Nunc islenmis polistiren 1,05 160-300
Biocarriers Biorad Poliakrilamid/DM 1,04 120-180
Bioplas Whatman. Cellon Lux Polistiren islenmis 1,04 150-210
Cytospheres JRH Biosciences Polistiren 1,03 160-230
BioSPEX PlastiSPEX Polistiren 1,04 90-210
Rapidcell P ICN Polistiren 1,02-1,03 90-210
Bionoc Cesco PET 1,04 Fiber
FIBRACEL New Brunswick Sci. PET 1,04 Fiber
Jelatin
Ventregel Ventrex (Bayer) Jelatin 1,03 150-250
Cytodex 3 Amersham Pharmacia Jelatin-dekstran 1,04 130-210
Cultisphere-G Sigma Jelatin N/A 120-180
Cultisphere-GL Sigma Jelatin N/A 150-330
Cultisphere-S Sigma Jelatin N/A 120-180
Glass
Bioglas Whatman, Cellon Cam-plastik kapli 1,03 150-210
BioSPEX GlasSPEX JRH Biosciences Cam-polistiren 1,02 90-210
Rapidcell G ICN Cam 1,02-1,03 90-210
Ventreglas Ventrex (Bayer) Cam 1,03 90-210
Glass Sigma 95-210
Seliilloz
DE-52/53 Whatman DEAE-Seluloz 1,03 Fiber
Kollajen/kollajen
kaph
BioSPEX JRH Biosciences Kollajenpolistiren 1,02-1,03 90-210
Cytodex 3 AmershamPharmacia kapli Kollajen 1,04 130-210
Rapidcell C ICN Kollajen kapli 1,02 90-210
Biospheres Whatman,Cellon Kollajen kapli 1,02 150-210

2.5.2. Mikrotasiyicilarin avantajlari ve dezavantajlari

Mikrotastyicili hucre kultara sistemlerinin, monolayer ve suspanse hucre kultura

sistemlerine gore farkh avantaj ve dezavantajlari vardir (Reuveny, 1990):

Avantajlari,
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Oldukga yuksek "yuzey alani/hacim orani" sadlarlar. Mikrotasiyicilar
karigstirmali  biyoreaktorlerde, akiskan yatakh veya dolgulu yatakl
biyoreaktdrlerde kullanildiginda hiicre verimi 2x10® hiicre/mL’ye kadar
ulasabilmektedir (Groot, 1995).

Yukarida bildirilen nedenle birim ylzey alanina digen maliyet monolayer
sistemlere gore daha azdir.

Mikrotagiyici kulturlerinde besiyeri en etkin bigimde kullaniimig olur.
Monolayer sistemler gibi fazla igsgucu istemez ve yer sikintisi yaratmaz.

Homojen karigimli tagiyicili  kulturlerde kultur kosullari  kolaylikla
izlenebilir.

Makrog6zenekli tasiyicilar hlcreler igin G¢ boyutlu bir mikrogevre

olusturarak hucre sayisinin ve kalitesinin artmasini saglar.

Ozellikle perflizyon sistemlerin kullanildi§i durumlarda hiicrelerin besiyeri
icerigindeki eksiklikler veya toksin birikimlerinden etkilenmesi minimum

duzeye indirilmis olur.

Hacrelerin -~ hlcresel Urunlerden  basit bir sedimantasyon ile

uzaklastiriimasi mamkundur.

Hucreler suspanse kulturlere nazaran karigtirma ve havalandirma gibi

mekanik etkilerden daha az etkilenirler.
Kultlr suresini uzatmak mumkunddar.

Besiyeri degisimi oldukca kolaydir.

Hlcre kultar sistemlerinde kontaminasyon riski manipulasyon sayisiyla
orantilidir. Ne kadar gok manipulasyon yapilirsa kontaminasyon riski o
kadar artar. Mikrotasiyicili sistemlerde hulcreler zaten ¢ok genis yuzey
alanlarinda kultare edildikleri i¢in pasajlanmalarina gerek duyulmaz, bu

da kontaminasyon riskini azaltir.

Tripsin gibi enzimatik yollar kullanilmaksizin direk etkilesim metoduyla

hlcre pasaji yapmak mumkuindur.
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Dezavantajlari,

e Hucrelerin mikrotasiyicilardan geri kazanimi zor olmaktadir. Bu ylzden

ardndn hicre oldugu ¢alismalarda mikrotasiyicilarla calismak zordur.

e Diger suspanse sistemlerde sorun olan zayif oksijen transferi

mikrotasiyicil sistemlerde de sorun olabilmektedir.
2.5.3. Mikrotasiyici kiiltiirlerinde 6nemli parametreler

Mikrotasiyici kualtarlerinin  yuksek verimlilikle caligtirilabilmesi icin asagida

belirtilen noktalara dikkat edilmesi gerekmektedir.
2.5.3.1. Mikrotasiyici konsantrasyonu

Mikrotasiyici kaltUrlerinde hicre verimi dogrudan blylme igin gerekli ylzey
alani ile iligkili oldugundan tasiyici konsantrasyonu oldukga onemlidir.
Mikrotasiyici kulturlerinde son hicre sayisi baslangi¢ hucre sayisinin genellikle
10 katina yakindir. Eder besin maddesi, oksijen ve pH'dan kaynaklanan
kisitlamalar yoksa uygun miktarda tasiyici kullanilarak 5-10x10° hiicre/mL gibi

hiucre sayilarina ulagsmak mumkunduar.

Genel olarak tasiyict miktari, kullanilan tasiyicinin tarine, besiyerine ve
kullanilacak olan hiicrenin doygunluk yogunluguna (saturation density) (10°
hicre/cm?) gore degismekle birlikte 5-50 g tasiyici/L'lik konsantrasyon rutin
uygulamalarda siklikla kullaniimaktadir. Burada bilinmesi gereken nokta
kullanilacak olan tasiyicinin birim agirhginin sahip oldugu yuzey alanidir. Eger
tasiyict kullanimda daha onceden yeterli tecribeye sahip olunmamissa bu
konuda JUretici firmanin kullanilacak hicre Uzerinde elde etmis oldugu

referanslardan yararlaniimalidir.
2.5.3.2. Mikrotasiyicilarin kultur igin hazirlanmasi

Hacre Kkudltiri c¢alismalarina baglamadan o6nce tasiyicilarin  Uretiminden
kaynaklanan toksik atiklarin uzaklastiriimasi amaciyla fosfat tamponu (PBS) ile
yikanmasi gerekmektedir. Bu islem ayni zamanda kuresel sekilli bazi

mikrotagiyicilarda su varliginda gergeklestirilen gsisme olayina yardimci olur.
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Ayrica NWPF gibi polimerik tasiyicilar da ylzeyin hidrofilitesinin artirilarak
hiacre tutunmasinin saglanmasi amaciyla bir dizi modifikasyon iglemlerinden

gegirilir (Aslankaraoglu, 2006).

Uygun miktarda tartilan ve modifikasyonlari yapilan mikrotasiyicilar reaktor
icerisine yerlestirildikten sonra kuguk hacimli reaktorler genellikle otoklavda,

bayuk hacimli reaktorler ise kapali sistem buhar ile steril edilirler.

Yine hucreler reaktor igerisine alinmadan Once aktif olarak Ureme fazinda
bulunan kulturlerden toplanan besi ortami (conditional medium) steril bir sekilde
reaktdr icerisine alinarak tasiyicilarin 12-24 saat bu ortamla etkilesimi saglanir.
Bu yontem hucre c¢ogalmasi esnasinda besi ortaminda bol miktarda
bulunduguna inanilan fibronektin gibi yapisma faktorlerinin ve bazi mitojenik

ajanlarin tasiyici yuzeyinde tutulmasi amaciyla gerceklestirilir.
2.5.3.3. Baslangi¢ hiicre sayisi (Initial cell density)

Mikrotasiyici kulturlerinde baslangi¢c hucre sayisi, hudcrenin  karakteristik
Ozelliklerine ve besi yeri bilegsimine bagli olarak degismekle birlikte genellikle 1-
10x10° hiicre/mL reaktdér hacmi veya 1-10x10* hiicre/cm? tasiyici yuzeyi alani
arasinda degismektedir. Yliksek hucre sayisi ile kultire baslanmasi kualtur
suresinin kisalmasina neden olur. Bu durumda kullanilan tasiyici miktari ve
besin maddeleri kisitlamalari da mutlaka g6z onune alinarak hucre kulturunun
sonlandiriimasi veya pasajlama yapilmasi gerekir. Aksi takdirde hucreler

yapistiklari yizeyden ayrilarak besi ortaminda yizmeye baglarlar.
2.5.3.4. Mikrotasiyici hiucre kultiirlerine baslangig

Hucrelerin besiyerine alinmadan Once besi ortaminin optimum hucre kultara
kosullarinda hazir olarak bulundurulmasi gerekir. Bu amagla kullanilacak
besiyerinin sicaklik, pH ve ozmolarite yonunden hazir bulundurulmasi saglanir.
Yeni hazirlanan besiyeri iceriginde O, miktari genellikle htcreler icin yeterli

duzeyde oldugundan ilave bir igsleme gerek yoktur.

Huacreler genellikle galisma hacminin Ggte biri kadar bir hacimde reaktor
icerisine alinirlar. Bdylelikle hcrelerin tasiyicilarla etkin bir sekilde temasi

saglanmaya calisilir. Bu asamada karistirma hizini mumkuin oldugunca dusuk
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tutmak (calisma hizinin dortte biri) tutunan hicrelerin ylizeyden ayrilmasina yol
agmamasi agcgisindan Onemlidir. Yine dusuk hizda karistirma tasiyicilarin
suspanse halde tutulacagi reaktérlerde homojenligi saglamis olur. 2-8 saat
sonra reaktdér hacmi cgalisma hacmine getirilerek uygun kanstirma hizinda

kultare baslanmig olur.

Asilama yapilacak hucrelerin logaritmik ureme fazinda bulunan ve %70-80
doygunluk gosteren hucrelerden temin edilmesi olduk¢a 6nemlidir. Tamamen
doygunluga ulagsmis kultarlerde hucrelerin blyuk bir kismi hicre déngusunin
GO0 fazinda olacagindan bu hucreler ile yapilan kiltlrlerde bekleme fazinin 24

saate kadar uzayabilecegi bildirilmektedir.

Karigtirma hizi karistiricinin tard ile dogrudan ilgili olup genellikle 20-100 rpm
araliginda homojen cevrenin saglanmasi icin yeterli dizeydedir. Genellikle
tasiyicilarin suspanse halde kalmalarina yetecek minimum hiz uygundur. Kultar
esnasinda saglanan havalandirma isleminin de karigtirma Uzerine olumliu

etkileri bulunmaktadir.
2.5.3.5. Besiyeri degisimi

Mikrotasiyicit kdltlrlerinde hlcre dongusunli bozmadan besiyeri degisimi
yapmak olduk¢a onemli bir konudur. Besiyeri degisiminin, hucre Uremesi
nedeniyle azalan esansiyel besin maddelerinin yerine konulmasi, hucre canliligi
ve uremesini inhibe edebilecek toksik metabolitlerin uzaklastiriimasi ve kolay

pH kontrolU gibi 6nemli avantajlari bulunmaktadir.

Besiyeri degisimin sikhgi ve miktari hdcre turd, hucre sayisi ve besiyerinin
bilegimi gibi faktorlere baglh olarak degisir. Hizla bolunen ve yuksek sayiya
ulasan hucre kultirlerinde, besin maddesi kithdi, pH dusmesi ve laktat,
amonyak gibi inhibitér maddelerinin birikiminden dolayr degisim aralgi

azaltilabilir.

Besiyeri degisimlerinde taze olarak kullanilacak besiyerinin sicaklik, pH ve
oksijen gibi 6onemli parametreler yonunden dengelenerek reaktdr igerisine

alinmasi gerekir.

25



Ozellikle buylk hacim biyoreaktorlerde besiyeri degisiminin araliklarla
yapllmasi yerine optimizasyonu yapilmis bir sekilde surekli besleme ile
saglanmasi daha pratik ve etkili bir yontem iken laboratuvar olgekli

calismalarda belirli araliklarla besiyeri degisimi daha kolay ve guvenlidir.

ilk besiyeri degisimi (6zellikle diisik sayida hiicre ile baslanan kiiltiirlerde)
genellikle 48 saatlik bir inkUbasyondan sonra gergeklestirilirken sonraki
degisimler hucrelerin reme durumlarina gore 24 saat veya daha sik araliklarla
yapilabilmektedir. Ayrica besiyeri degisim oraninin en fazla %50-60 civarinda
tutulmasi aktif olarak Greme durumundaki hicrelerden salgilanan ortamda bol

miktarda bulunan mitojen faktérlerin de azaltiimamasini saglar.

Toksik metabolit olusumunun inhibe edici seviyeye ulasmadigi ve pH
kontrolunln kolay olarak saglandigi kulturlerde azalan besin maddelerinin taze
besiyeri iginde sunumu yerine saf karisim olarak reaktor igine disaridan
katiimasi da muamkanduar. Boylelikle reaktor igi besiyeri bilesimi fazla
degistirimemis ve serum bilesenleri gibi tUkenmemis halde bulunan besin
maddelerinin kullaniminin saglanmasiyla da oldukga 6nemli bir ekonomik

kazanc elde edilmis olur.

2.5.3.6. Mikrotasiyicilardan hiicrelerin geri kazanilmasi

Geleneksel hucre kultura sistemlerinde "tissue culture polystyrene (TCPS)
olarak adlandirilan Petri kaplarindan hacrelerin kaldirilmasi Bélum 2.4’de de
ayrintili olarak aciklandigi gibi Ca*? ve Mg*? iyonlarinin EDTA ile tutulmasi ve
tripsinle hucre baglari ve ekstraseluler matrisin pargalanmasiyla gerceklesir.
Rutin hiicre kiiltiriinde énce Ca*™® ve Mg*? icermeyen PBS ile yikama ve daha
sonrasinda 2-3 dakikalik tripsinle 37°C’de muamele hicrelerin tumunin
kaldirilmasi igin yeterlidir. Degisik tipteki hucrelerin  ylzeylere tutunma
kuvvetleri farkhdir, bu ylzden her hicre icin ayni yontem gecerli degildir.
Mikrotagiyicilardan hucrelerin geri kazanilmasi standart hucre kultur Petri

kaplarindan daha zordur.

Hucrelerin mikrotasiyicilardan kaldirilabilmeleri igin farkli ydontemler mevcuttur.
Onemli olan hiicrelere en az hasar veren ydntemin secilmesidir. Standart hiicre

kultirundeki tripsinizasyon iglemi mikrotagiyicili sistemde birkag degisiklige
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ugrar. Mikrotagiyicilar tripsinizasyondan once hucre matris baglarinin
zayiflatiimasi igin Ca*? ve Mg*? igermeyen %0,2 EDTA’ll PBS ile yikanir. Alkalin
pH degerlerinde hlcreler daha zayif tutunurlar. Bu yuzden yikama c¢ozeltisi
olarak kullanilan EDTA’ll PBS’in pH’sI 7,6-8 degerlerine yukseltilir.

Hlcrenin materyalle olan etkilesimine bagli olarak yikama islemi iki kere
yapilabilir. Yikamalarla ortamdaki serum iyice uzaklastirildiktan sonra tripsin
uygulanir ve 15 dakika boyunca hucreler 37°C’de c¢alkalanarak inkube edilir.
Tripsinizasyon igsleminde pH oldukga kritiktir. Hlcrelerin geri kazanilabilmesi
icin kullanilan ¢o6zeltilerin pH degerlerinin 7,4 ile 8 arasinda olmasina dikkat
edilmelidir (Giard, 1984). Hucreleri enzimlerle olabildigince kisa bir slire inkibe
etmek gerekir; bu ylzden bazi hassas hucreler icin +4°C’'de yavas bir

tripsinizasyon islemi 6nerilmektedir (Ham, 1980).

Tripsin substrata 6zgul bir proteaz olmadigi i¢in hicre-matris baglarini kirarken,
hicrelerin yizey molekdillerinin bir kismini da ortadan kaldirmaktadir (Anghileri,
1976 ve Canavan, 2005). Eger hucrenin membran butunligu ve karakteri
yapilan c¢alisma igin dnemli ise farkli bir yontem tercih edilmelidir. Cytodex-3
gibi kollajen bazli mikrotagiyicilar ve kollajenaz enziminin bir arada kullanimi
hiucrelerin yuksek oranda geri kazanimi ile sonuglanmistir. Kollajene 6zgul olan
kollajenaz enzimi boyle bir sistemde hicre membran proteinleri yerine
materyalin kendisini yikarak hicreleri materyalden ayirir. Hepatositlerle yapilan
bir calismada, bu ydontemle 10 dakika iginde hucrelerin hepsi kaldirilabilmigstir
(Sirica, 1979).

Tripsin ve kollejenaza alternatif olarak farkli proteazlar kullanilabilir.
2.5.4. Mikrotasiyici-destekli kulturlerin uygulamalari

Gunumuzde mikrotasiyici-destekli kaltarler, 1000-3000 litreye kadar asi ve
protein Urlnlerini  Uretmekte kullanilmaktadir (Malda ve ark., 2003).
Mikrotasiyicilar doku kultur kaplarina, doner siselere, karistirmali kaltarlere
eklenerek kultur yogunlugunu artirir ve hatta karigtirmali kultirlere eklendiginde

yuksek hicre yogunluklari elde edilir.
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Ayrica, mikrotasiyici-destekli kulturler "doku muhendisligi"nde de uygulama

alanina sahiptirler.

Doku muhendisliginde, insan vicudundaki hasarl bdlgenin tedavi edilmesinde
kullanilmak Uzere uygun fenotipte ve yeterli sayida hicre Uretebilmek ¢ok
onemlidir. Bircok memeli hucresi ylzeye-bagimli (anchorage-dependent, AD)
hacrelerdir ve bu tip hucreler canliliklarini devam ettirebilmek ve Ureyebilmek
icin kati bir yuzeye ihtiya¢ duyarlar. AD hucreler Oncelikle kati bir destek
malzeme (6rnegin Petri kabi) Uzerine yapisir ve ardindan yuzeyde tek tabaka
olusturacak sekilde Urerler. Dolayisiyla Ureme ylzey alaninin buayukligune
bagli olarak artar. AD hucrelerin hucre kulturla galigsmalari igin mikrotasiyicilar
genis avantajlar sunar. Bugun pek ¢ok farkli mikrotagiyici arastirmalarda ve
endustriyel Olcekli hucre kulturd sistemlerinde yaygin olarak kullaniimaktadir.
Mikrotasiyicili kaltlrlerde hucreler kiiguk kirelerin UGzerinde tek tabaka halinde
ya da kurelerin igindeki gbézeneklerde ¢cok tabaka halinde hafif bir karistirmayla
urerler. Mikrotasiyicilar genis ylzey alanlarinda hucrelerin orijinal fenotiplerini
koruyarak ¢ogalmalarini sagladigindan, pek ¢ok hdcrenin Uretimi igin essiz bir
kolaylik saglamaktadirlar. Ornegin, kondrositlerin mikrotasiyicilarda ilk kaltiri
Freed ve arkadaslari tarafindan yapilmistir. Bu ¢alismada hucreler canli olarak
mikrotagiyicilarin Uzerinde dort aydan fazla kultire edilmis ve katlanma
surelerinin statik kulture kiyasla daha kisa oldugu gosterilmistir (Freed, 1993).
Yapilan galismalar mikrotasiyicilarin orijinal doku 6zelliklerinin korunmasinda
kondrositleri destekledigini ortaya koymustur. insan eklem ve nazal kikirdak
dokusundan geligtirilen ve Petri yuzeylerinde kollajen tip | sentezleyen
kondrositlerin  mikrotagiyicili  sistemde hiyalin kikirdak ozelliklerini geri
kazandigi goérulmustar (Frondoza, 1996 ve Bouchet, 2000). Hong ve
arkadaslari (2005) ise, polilaktik asit (PLA) mikrotasiyicilar (180-280 pm)
hazirlamig ve bu mikrotasiyicilari kollajen ile kaplamistir. Mikrotasiyicilar
uzerinde kondrosit kultard yapilmig ve hucre yapismasi, ¢ogalmasi ve
yayllmasinin basariyla saglandigi gortlmustir (Hong, 2005). Sekil 2.6’da doku
muhendisligi icin mikrotasiyici-destekli kultur sistemlerinin kullanimi sematize
edilmistir. Sekilde gosterildigi gibi, hastanin saglikh doku bdlgesinden izole
edilen az sayidaki hucre, tedavi igin gerekli miktara ulastirilana kadar

mikrotasiyici-destekli kultirlerde asamali olarak ¢ogaltilir. Hlcreler hastaya ya
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dogrudan enjeksiyon yoluyla verilir ya da doku iskelesine ekilip in-vitro veya in-

vivo kosullarda doku olusumunu desteklemeleri beklenir.

Tagyicinin
x kaldinlmasi
/ \ | o

- Mikrotagiyici-destekl s \
éin hiicre kiltird S A

i3 = Hasta

' ‘ A ! ! 4
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' : ﬂ
3 boyutlu doku
iskelesi

2 Boyutlu hiicre
kdltard

Sekil 2.6. Mikrotasiyici-destekli kultarlerin doku muhendisligi igin kullanimi.

2.6. Sicaklik-duyarli Polimerler ve Hiicre Kiilturiindeki Uygulamalari

"Uyari-cevap polimerleri" terimi, dig ortamdan gelen kuguk fiziksel ya da kimyasal
uyarilar karsisinda buyluk ve keskin fiziksel ya da kimyasal degisimler gdsteren
capraz-bagli veya yuzeye-kaplanmig c¢o6zunebilen polimer sistemleri igin
kullaniimaktadir. Bu polimerler, "akilli polimerler" olarak da adlandirilir (Hoffman,
1995).

Uyari-cevap polimerleri arasinda Uzerinde en ¢ok c¢alismanin yurataldiga grup
"sicaklik duyarl polimerler" dir. Sicaklik-duyarli polimerler sulu ¢ézeltilerinde dusuk
kritik sicakligi (LCST) gosterirler, fakat bu sicakhigin altinda yuksek miktarda
siserler ya da capraz-bagli degilse ¢ozunurler. LCST, polimer-su ve polimer-
polimer arasindaki ¢ekim kuvvetlerindeki denge olarak tanimlanir. Polimer-polimer
arasindaki ¢ekim kuvvetlerindeki artis LCST'yi azaltirken; polimer-su arasindaki

cekim kuvvetlerindeki artis LCST'yi yukseltir (Brun-Graeppi ve ark., 2010). Cizelge
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2.3’'de sicaklik-duyarl polimerlerin bir listesi verilmigtir. Bu polimerlerin ortak
ozelligi, her birinin hidrofilik ve hidrofobik gruplari arasinda bir dengenin varhgidir.
Eger sicaklik-duyarl polimerin bagil hidrofilik icerigi artinlir ya da azaltilirsa bu
durum LCST'yi de artirir ya da azaltilir ve bunun yani sira kati polimer substratina

fiziksel olarak adsorplanma egilimini de ayni sekilde degistirir.

Cizelge 2.3. Sicaklik-duyarli polimerlere bazi 6rnekler.

Eter gruplari iceren polimerler

Poli(etilen oksit)(PEO)

Poli (EO\PO)kopolimerleri
PEO-PPO-PEO blok termopolimerleri
Alkil-PEO blok kopolimerleri

Poli (vinil metil eter)

Poli (vinil eter-butil eter)kopolimerleri

Alkol gruplari iceren polimerler

Hidroksipropil akrilat
Hidroksipropil metilsellloz
Hidroksipropil seltloz
Metilseluloz

Poli(vinil alkol) ve turevleri

Substitue amid gruplari iceren polimerler

Poli(N-akrilamid)
Poli(N-akriloil pirolidin)
Poli(N-akriloil piperidin)
Poli(akriloil-L-amino asit ester)
Poli (etil oksazolin)

Diger polimerler

Poli(metakrilik asit)

Uzerinde en ¢ok calisma yapilmis sicaklik-duyarli polimer,  PNIPAAM'dir.
PNIPAAm, sicakligin degisimiyle dikkate deger bir sisme davranigi
gOstermektedir. Dusuk sicaklikta tamamen sulu ve genis hacimli bir gorinum
sergilemekte, fakat LCST'nin (32°C’nin) Uzerinde dehidrasyona ugramakta ve
oldukga kuguk, sik zincir konformasyonuna sahip olmaktadir. Bu sicakhgin altinda
da polimer zincirleri genleserek, suda ¢ozunir. PNIPAAmM’nin sicaklik degisimine

kargi gosterdigi bu davranis tersinirdir (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. Sicaklik-duyarli NIPAAm polimerlerinin ¢ozelti ve yuzey goruntileri a)
NIPAAm vyapisi b) NIPAAm polimerinin LCST degerinin altinda ve uUstundeki
goruntust c) NIPAAm ile kaplanan yuzeylerdeki su damlasinin 10 ve 37°C’deki
gorantaleri (Kikuchi, 2005).

PNIPAAmM’ye ait farkli LCST degerleri elde etmek amaciyla, PNIPAAm uzerinde
bircok ¢alisma yapiimistir. Bu g¢alismalar sonucunda PNIPAAmM’ye ait LCST
degerinin substite gruplar ve bu gruplarin molekul agirligindan etkilendigi

gOrulmustar (Brun-Graeppi ve ark., 2010).

Farkli LCST degerleri elde etmek amaciyla yapilan bir diger ¢alisma da; tuzlarin,
cozucllerin ve yuzey-aktif maddelerin PNIPAAmM’nin LCST dederi Uzerinde
etkilerinin incelenmesidir (Zhang ve ark., 2005). Zhang ve arkadaslarinin yaptigi
bu calismada P(NIPAAm)ye tuz ilavesinin LCST’yi artirdigi gozlemlenmistir.
Eeckman ve arkadaslarinin (2011) yaptigi ¢calismada da LCST'nin yuzey-aktif

maddeye ait hidrofobik zincir uzunlugu ve konsantrasyonuna bagli olarak degistigi

g6zlemlenmistir.

Bir baska calismada da Tao ve arkadaslari (2005) tarafindan yapilmis olup, bu
calismada ¢ozucu etkisi incelenmistir. Sonug olarak, PNIPAAmM’nin su ve metanol
karisimi icerisinde ani bir hacim degisikligi gosterdigi gorulmuagtir. Bunun nedeni,
su ve metanol molekdullerinin polimer zinciri Gzerinde hidrojen bagi olusturmasidir.
Fakat PNIPAAm c¢ozucu varliginda ani bir hacim degisikligi gosterse de biyolojik

uygulamalar i¢in ¢ézucu kullanimi tercih edilen bir ydontem olmamistir.
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Sicaklik-duyarli polimerler, Gzerinde kultire olan hicrelerin enzim kullanmadan,
sadece sicakligin dusurtulmesiyle bir tabaka halinde yuzeyden kaldirilabilmesine
olanak saglarlar (Silva, 2007). Hasarli doku ve organlarin tedavisi i¢in hucre
katmanlarinin gelistikleri ylzeyden kaldirilabilmelerinde sicaklik-duyarl polimerler
essiz bir kolayliktir. Literatlrde "cell sheet engineering" olarak gegen bu teknoloji
hicre kalturu ortaminda geligtirilen Ug¢ boyutlu doku benzeri yapilarin enzimatik
reaksiyonlarla ortadan kaldiriimasinin yaratacagi harabiyetin 6nune gecerek
dokularin saglkh bir sekilde elde edilmesine olanak sagladigi igin oldukca
onemlidir (Okano ve ark., 2005).

Konfluent hilcre tabakalarinin enzim kullanilmadan sicakligin degistiriimesiyle
kaldiriimasi ilk defa Takezawa ve arkadaglari (1990) tarafindan gergeklestiriimistir.
Bu calismada fibroblast tabakalari PNIPAAmM ve kollajen karisimi yuzeylerden
kaldiriimigtir. Bu ¢alisma ile paralel olarak yurutulen bir diger ¢calismada Petri kabi
yuzeyine kovalent olarak baglanan PNIPAAmM polimerinin Uzerinde enzimatik
uygulamalara hassas olan hepatositler kultire edilmis ve sicakhk degisimiyle

yuzeyden basariyla kaldirabilmiglerdir (Takezawa, 1990).

Sicakliga bagli olarak hucrelerin yluzeyden kalkmasinin aktif hicresel metabolik
faaliyetlerle dizenlendigi disunilmektedir. Hicrelerin sicaklik-duyarli ylzeylerden
ayrilmasinin ATP sentezi inhibitorleri, sodyum azid ve tirozin kinaz inhibitoru
genistein ile baskilandigi tespit edilmistir (Okano,1995). Aktin filaman sabitleyici
phalloidin ve onun depolimerize formu Cytochalasin D kullanimi da hicre
ayrismasini durdurmaktadir (Yamato, 1999). Sicaklik-duyarli yizeylerden ayrilan
hiucrelerin sinyal mekanizmalari ile hucre iskeletini yeniden yapilandirdigi

dusunulmektedir.

Farkli metabolik aktivitelerden dolayi degisik fenotipteki hicrelerin ayrilma igin
gereken optimum sicaklik degerleri bagkadir. Farkh hucre tiplerinin degisik
hicrelerarasi matris bilesenleri sentezlemesinden dolayi sicaklik-duyarli ylizeylere
adsorbe olan proteinlerin bilesimi hlcre tipine gore farklilik gdsterebilir (Silva,
2007).

Sicaklik-duyarli  polimerlerle ilgili literatirde son vyillarda cesitli calismalar

yapiimistir.  PNIPAAm sadece biyomuhendislik degil, kontrolli ilag salimi
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(Kurisawa, 2000) ve yeni tip kromatografik matrislerin gelistiriimesi (Kanazawa,
1996) gibi farkli biyomedikal uygulamalarda denenmektedir. PNIPAAmM polimerleri
kromatografi matrislerinde steroid hormonlarin (Kanazawa, 1996), polipeptid ve
proteinlerin (Kanazawa, 1997); nukleotidlerin (Ayano, 2006) ayristiriimasina

olanak saglamaktadir.

2.7. Sicaklik-duyarh Yiizeylerin Uretimi

Sicaklik-duyarli ylzeylerin tretiminde kullanilan u¢ yontem;
¢ Radyasyonla induklenmis agi polimerizasyonu
e Ylzeye asilama yaklasimi ("grafting to")
e Ylzeyden asilama yaklagimi ("grafting from")

olup, asagida sirasiyla agiklanmaktadir.

2.7.1. Radyasyonla indiiklenmis asi polimerizasyonu

Radyasyonla induklenmis asilama  metotlari  biyomalzemelerin  ylzey
modifikasyonunda yaygin olarak kullaniimaktadir (Stannett, 1990). Asilama

metodu Ug¢ grupta incelenebilir. Bunlar:

e On-isinlama metodu,

e Peroksit metodu ve

o Karsilikli radyasyon agilama metodu
olarak siralanabilirler.

Radyasyon tesirli agilama metodunda UV isinlamasi, elektron demeti (EB-Electron
Beam), plazma aktivasyon ve plazma polimerizasyonu gibi farki tipte birgok

reaksiyon kullaniimaktadir.

Morra ve Cassinelli (1997), fotoduyarlayici olarak benzofenon varliginda UV
Isinlamasi  yontemiyle, polistiren Petri  kaplari  UGzerine  PNIPAAmM’nin
fotopolimerizasyonu ve fotoasilanmasini gergeklestirmiglerdir. 2-propanol ve % 0,1
benzofenon igeren ¢ozeltideki agirlikga % 5-40 oraninda bulunan NIPAAm Petri

kaplarina dokulerek 5-30 dakika arasinda 365 nm’de UV isinina tutulmustur. Greft
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edilmis PNIPAAmM’nin varhdi X-Isini Fotoelektron Spektroskopisi (XPS) yontemiyle
tespit edilmigtir.

EB radyasyonu yonteminde ise, polistiren doku kultird (TCPS) kabinin yluzeyine
dizgun olarak dagitilan NIPAAm polimerize edilmektedir. Farkli tipteki hticreler EB
radyasyonu yontemiyle PNIPAAm asilanarak hidrofobik 6zellik kazandirilan TCPS
yuzeyine 37°C’de yapistirimis ve cogaltiimistir. Ancak ayni hucre tipleri yuzeye
20°C’de yuzeye yapisma gostermez (Nagase ve ark., 2009). Hidrofobik NIPAAmM-
asih TCPS Uzerindeki hucreler kultar sicakligi 20°C’ye dusuruldugunde yuzeyin
hidrofilik 6zellik géstermesinden dolayi serbest hale gelir. EB radyasyonu yontemi,
pahali bir ydontem olmasina karsin genis bir skalada sicaklik-duyarli TCPS’lerin
uretimini kolaylastirmaktadir. PNIPAAm greft edilerek hazirlanan TCPS’ler Nunc

firmasi tarafindan satisa sunulmustur (Nagase ve ark., 2009).

Pan ve arkadaslari 2001’de plazma polimerizasyon ydntemiyle PNIPAAM’yi
asllamiglardir. Bu calismanin spektroskopik verileri monomerin yuzeyde kaldigini
goOstermigtir. 29°C’deki faz gegisi Atomik Gug¢ Mikroskobu (AFM) kullanilarak
OlcUimustir. Plazma polimerizasyonu yodntemi herhangi bir substrat Gzerinde
sicaklik-duyarli kaplamalarin Uretilmesi igcin basamak roli oynamaktadir ancak
yapilan ¢alismalar sonucunda bu metodun gergeklestiriimesinin zorlugundan oturu
bayuk Olcekli tretim agisindan uygun olmadigi da dusunulmuagstur (Nagase ve ark.,
2009).

2.7.2. Yiizeye asilama yaklasimi ("grafting to")

Yuzeye asilama metodu; cevresel dedisimlere (uyarilara) duyarli polimerlerle
yuzey modifikasyonunda oldukga sik kullanilan bir metottur (Sekil 2.8 a). Yluzeye
asllama metodu iki asamada gergeklestiriimektedir:

e Fonksiyonel gruplara sahip polimerlerin hazirlanmasi

e Bu sekilde hazirlanan polimerin yuzeyle reaksiyona girerek yuzeyi

kaplamasinin saglanmasi

Yuzeye asilama metodu, polimerizasyon kosullarindaki dizenlemelerle asilanacak

polimerin molekdl agirhginin kontrol edilebilmesinden dolay! tercih edilen bir
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yontemdir. Buna ragmen polimer greftin yogunlugu ylzey fonksiyonel gruplarin

sterik olarak sinirli reaktivitesinden oturu dusuktur.

Takei ve arkadaslari (1993 ve 1994) bu yontemi kullanarak; NIPAAm bazli
polimerler Gretmistir. Bu polimerler; poli [IPAAmM-ko-akrilik asit (AAC)] kopolimeri
ve fonksiyonel karboksil u¢ grubu iceren PIPAAmM’dir. Fonksiyonel karboksil ug
grubu iceren PNIPAAm; NIPAAmM’nin 3-merkaptopropiyonik asit (MPA) ile
telomerizasyonuyla N,N dimetilformamid (DMF) icerisindeki [N,N-azobis
(isobatironitril)]'in (AIBN) baslatici olarak kullanimiyla hazirlanmistir. Poli (IPAAm-
ko-akrilik asit (AAC) ise, NIPAAmM’in AAC ile basglatici olarak DMF iginde AIBN
kullanilarak radikal kopolimerizasyon yontemiyle hazirlanmistir. Karboksil grup
iceren bu polimerler; cam substratin amino gruplari ile reaksiyona girmislerdir. iki
sekilde de olugturulan PNIPAAmM asilanmis yuzeylerin sicaklik-duyarlilik
degisimleri dinamik ylzey temas acilarinin élgimuyle belirlenmigtir (Takei ve ark.,
1994).

Kanazawa ve arkadaslari (1996) ise, ayni yaklasimla, kromatografik analizlerde
sicaklik-duyarl sabit faz ihtiyacini kargilamak amaciyla silika tUzerine PIPAAmM

astlamislardir.
2.7.3. Yuzeyden agilama yaklagimi ("grafting from")

Yuzeyden asilama metodu yuzeyleri polimerle modifiye etmede kullanilan diger bir
metottur (Sekil 2.8 b). Bu metotta, baslatici yuzeye immobilize edilir, aktif turler
yuzey Uzerinde olustuktan sonra monomerlerin ylzeyden bulk faza dogru
polimerlesme islemi baslar. Bu yodntem ylzeye greftleme metoduyla

kargilastirildiginda, daha fazla miktarda polimerin yuzeye kaplandig! belirlenmigtir.

Yakushiji ve arkadaslari (1998 ve1999) bu metodu kullanarak NIPAAm ile modifiye
edilmis yizeyleri hazirlamiglardir. Oncelikle cam yiizey amin gruplarina sahip
olmasi igin 3-aminopropil trietoksisilan kullanilarak silanlanmigtir. Daha sonra azo
baslaticilari yuzeye immobilize edilmistir. Bu sekilde, cam yuzeydeki amin gruplari
ile baslaticidaki karboksil gruplarinin etkilesimi sonucu amid baglari olusmustur.
Polimerizasyondaki monomer  NIPAAm, c¢apraz bagdlayici ise N,N-
metilenbisakrilamitdir. Radikal polimerizasyon iglemi sonucunda yuzeyde c¢apraz

bagli PNIPAAm hidrojel katmanlar olusmustur.
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Olusan yuzey, kromatografide analitle gtclu bir etkilesim gosterdiginden Yakushiji
ve arkadaslar tarafindan durgun faz olarak kullaniimistir. Kidoaki ve arkadaslari
(2001) NIPAAmM'nin ditiyokarbamat tlrevli cam substrat Uzerine fotogreft
polimerizasyon yontemiyle kaplanmasi konusunda bir g¢alisma yurGtmuslerdir.
Ditiokarbomaten turevli cam yuzey, yuzeyin klorometilasyonu ve bunu takip eden

sodyum N,N-dietil ditiyokarbomat ile ditiyokarbamilasyonu ile hazirlanmigtir.

Oda sicakliginda NIPAAm varliginda baglatici immobilize edilmis yuzeylerin UV
IsSinina maruz  birakiimasiyla  polimerizasyon iglemi  gergeklestirilmistir.
Mikroskopik seviyede NIPAAm greft edilmis ylUzeyin sicaklik-duyarlilik gegisini
karakterize etmek igin, 25°C ve 40°C'de NIPAAm greft edilmis ylzeyin verileriyle
bir glig-uzaklk egrisi olusturulur. Olgiimler AFM ile gergeklestirilir. Glg-uzaklik
egrisinde, 40°C’deki itme oraninin 25°C’deki itme oranina gore; 1/10’dan 1/20‘ye

dismesi kaplamanin kalinligindaki degisimi gostermistir (Nagase ve ark., 2009).

M

Y S
7 ¢ A
B, | .
LY |
I I I X I I
"Grafting- to” metod "Grafting from" metod
(a) (b)

Sekil 2.8. Polimerik zincirlerle ylizey modifikasyonu a) Ylizeye asilama yaklasimi
("grafting to") A, aktive edilmis substrat yuzeyi, B; polimer zincirleri b) Yluzeyden
asilama yaklasimi ("grafting from") M; monomer (PNIPAAm), I; bagslatici.

2.7.4. Kontrolli/yasayan radikal polimerizasyon mekanizmalari

Kompleks ve kontrolliU mimariye sahip makromolekullerin sentezi Gzerine yapilan
calismalar, son yillarda polimer biliminde giderek artan bir éneme sahiptir
(Hadijichristidis, 2001). Polimerdeki dallanmis yapi, malzemenin fiziksel o6zelligini
ve islenebilirligini etkileyen 6nemli bir yapisal etkendir. Dallanmis yapidaki
polimerler yuksek segment yogunluklarindan dolayr dogrusal polimerlerle
kargilastirildiklarinda ¢ok daha siki bir yapidadirlar bu da malzemenin kristalin,
mekanik ve viskoelastik Ozelliklerini etkileyen bir faktordir. Kontrolli/yasayan

radikal polimerizasyon iyi tanimlanmis kompleks makromolekiler yapilarin sentezi
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icin oldukca basit ve etkili bir ydntemdir (Matyjaszewski, 1998). Kontrolli mimari
denilince, molekul agirligi kontroll, ug grup kontroll, blok kopolimer olusturabilme
yetenedi ve yasayan karakter akla gelmektedir. Atom transfer radikal
polimerizasyon (ATRP) Uzerinde en ¢ok caligilan kontrolli/yasayan radikal

polimerizasyon yontemidir.

Yasayan polimerizasyon reaksiyonlari olarak da bilinen kontrolli radikal
polimerizasyonu mekanizmalari, polimer zinciri molekulinin kontrolli bayumesini
saglayan ve istenilen molekul agirligini elde etmeye yarayan farkli polimerizasyon
mekanizmalarindan olusur. Bir nevi katilma polimerizasyon mekanizmasina sahip
olan yasayan polimerizasyon reaksiyonlarinda buylyen polimer zincirinin
sonlanma adimi ortadan kaldirilmigtir. Bu reaksiyonlarda, sonlanma ve baslama
basamaklari dig etmenlerle kontrolli bir sekilde yapilir. Bu sayede polimerin
molekdl agirhgi ve polimer zincirlerinin zincir sonu gruplari kontrol edilir. Zincir
sonuna eklenebilecek farkl fonksiyonellikte gruplar ile polimerin fiziksel 6zellikleri

uyumlanabilir.

Sonlanma ve zincir transferi reaksiyonlarinin olmadigi yasayan polimerizasyon
mekanizmalarinda polimer zincirinin buyume hizi sabittir ve reaksiyon sonunda
elde edilen polimer molekullerinin zincir buayuklukleri birbirine ¢ok yakindir; yani

monodisperse yakin molekul agirhigr dagilimi vardir.

Kontrolli radikal polimerizasyonlarinin yasayan polimerizasyon olmalari igin

gerekli kurallar;

e bltun monomerler tukenene kadar polimerizasyon reaksiyonun devam
etmesi ve
e molekul agirhiginin polimer dontsumu ile dogrusal bir iligki iginde olmasidir.
Konrollu radikal polimerizasyon reaksiyonlari;
e monodisperse yakin dar bir molekdl agirligi dagilimi elde edilmesi,
e zincir sonunda fonksiyonel gruplara sahip polimerler elde edilmesi,
e polimer molekuler mimari yapisinin kontrol edilmesi (blok kopolimerler),

nedenleriyle son yillarda tercih edilen polimerlesme mekanizmalaridir.
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Bu tur polimerizasyon reaksiyonlarinin kullanimi 6zellikle blok kopolimerlerin
sentezinde yaygindir. Reaksiyonun istenilen adiminda farkli monomerler
eklenerek di- ya da tri- blok kopolimerler de elde edilebilmektedir (Matyjaszewski,
1998).

2.7.4.1. Atom transfer radikal polimerizasyon teknigi (ATRP)

Yasayan/kontrolli radikal polimerlesme mekanizmalarinin bir 6rnegi olan atom
transfer radikal polimerizasyonu (ATRP), ilk kez Swamato ve Matyjasewski (1995)
tarafindan 1995 yilinda geligtirilerek uygulanmistir. ATRP kendinden Onceki
kontrolli radikal polimerlesmesi metotlarindan (anyonik, katyonik ve KSRP gibi),
karmasik polimer yapilarin dretimine izin vermesi ile ayrilir. Kullanilan 6zel metal
katalizor bilesikleri sayesinde farkli monomerler buyldyen polimer zincirine
eklenerek, yeni kopolimerler elde edilebilir. Ayrica ATRP sicaklik gibi reaksiyon
parametrelerinin kontroll ile kolayca durdurulup yeniden basglatilabilir. ATRP’den
once ortaya cikan kontrolli polimerizasyon yontemlerinde her turli monomer
kullanilamamasina kargi, ATRP mekanizmasi ile genig bir monomer grubu

polimerizasyon igin kullanilabilir (Braunecker, 2006).

ATRP’de kullanilan bilesenler:

ATRP mekanizmasinda kullanilan monomerler cok cesitlidir. Ornek olarak, stiren,
akrilatlar, metakrilatlar, asetonitril, metakrilamit, 4-vinil piridin, dimetil (1-
etoksikarbonil) vinil fosfat, 2-akrilamido-2-metil-N-propan sulfonik asit ve metakrilik
asit monomerleri verilebilir. Bu monomerler kullanilarak dogrusal polimerler elde

edilebilecegi gibi ¢cok gesitli blok kopolimerleri de sentezlemek mumkuandur.

Reaksiyonda onemli bir yere sahip olan ligand segimi ise, tepkimenin dengede
gitmesini saglamasi agisindan 6nemlidir. Ligand molekulin baglanmasi tersinirdir,
yani molekullerin arasindaki birlesme ve ayrisma arasinda bir denge vardir.

Ligandin baglanma egilimine ya da glicine “afinite” denir.

ATRP mekanizmasinda kullanilan monomer, ve istenen reaktiviteye gore birgok
farkh ligand kullanilabilir. En ¢ok kullanilanlari ise PMesTREN [Tris(2-
dimetilaminoetil)amin] ve TPMA (tris[(2-piridil)metillamin)’dir; ¢cink( bu ligandlar ile

yuksek baglanma ve ayrigsma hizlarina bagli olarak yuksek reaksiyon hizi elde
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edilir. Baslatici olarak alkil bromur gibi organik halidler kullanilabilir. Katalizor
secimi ise kontrollU buyume ic¢in ¢ok onemlidir. Kontrolli ve duzenli buyudyen
polimer zinciri ve dusuk molekul agirhg dagilimi (polidispersite), ATRP
mekanizmasi sirasinda kullanilan metal bazli katalizor sayesinde elde edilir. Metal
bazli katalizor, aktif blytyen polimer zinciri ile duragan polimer bilesidi arasinda
bir denge kurulmasini saglar. Boylece yan reaksiyonlarin olusmasini ve
istenmeyen sonlanmayi engeller; dolayisiyla molekul agirhdinin kontrol edilmesine
imkan verir. Uyumlu olmasi ve verimliligi sebebiyle bakir iceren katalizérlerin

kullanimi yaygindir.

ATRP reaksiyonunda yer alan alkil halojenur, tersinir bir redoks tepkimesine girer.
Tepkime CuBr (Bakir bromdar) gibi bir gecis metali tarafindan katalizlenir.
Reaksiyon, aktivasyon ve deaktivasyon basamaklarinin ardi ardina tekrarlanmasi
ile gerceklesir ve reaksiyonun basarisi reaksiyonun surekli olarak “denge”nin
deaktivasyon tarafina dogru itiimesine baghdir. Bu sekilde duragan polimer
zincirlerinin orani, aktif zincirlere oranla ¢ok daha yuksek olur ve kontrolli buyume

saglanir (Matyjazewski, 1996).

Reaksiyonun basamaklari Esitlik 2.1.’de gosterilmigtir.

.Q;
F=Br + CuBriLy =——— R+ + CuBriL)
kg

l M
(2.1)
RM,

CuBryiL)

EMBr + CuBrL)

Esitlikte L, bipiridin gibi bir ligandi temsil etmektedir. Kullanilan ligand bakir bromur
ile bir kompleks olusturarak bakir bromurin organik reaksiyon sisteminde ¢ozunur
hale gelmesine yardim etmektedir. Baglatici Uzerindeki elektronun katalizore
transferiyle ortamda bir radikal olusur. Polimerizasyon bu radikal uzerinden
gerceklesir. Ortamda olusan CuBr,, radikal olusumunu ve buna baglh olarak zincir

bldylmesini sinirlandirmaktadir (Odian, 2004).
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Reaksiyonda olusan radikal konsantrasyonu ([R]), reaksiyonun hiz sabitlerine (K=
ka/kd), baslatici konsantrasyonuna ([l]) ve Cu konsantrasyonuna baglidir (Esitlik
2.2).

[R] K—[[L]‘IL{%} (2.2)

Reaksiyonun hizi (Rp) ise baglangictaki monomer konsantrasyonu ile olusan

radikal konsantrasyonuna bagli olarak degisir (Esitlik 2.3).

ATRP reaksiyonunda RBr aktivasyonu hizli bir sekilde gerceklesir ve olugsan
radikal konsantrasyonu devamlh dusik seviyede tutuldugundan polimer
zincirlerinin boyu sinirlandinlir. Bu iki parametre sayesinde molekul agirligi

dagilimi dar polimerler elde edilebilir.

Polimerizasyon derecesinin belirlenmesinde etkili olan parametreler, baslangigtaki
monomer ([M]o) ve baslatici konsantrasyonu ([lJo) ile ortamda reaksiyona

katilmadan kalan monomer konsantrasyonudur ([M]).

- [M]-[M] p[M], (2.4)

SO

Kullanilan gegis metallerinin oksidasyon duzeyleri, elektron verici molekuller ve
olusacak radikalik gruplarin turd, reaksiyon ortamina eklenecek ¢ézucunun tura ve
reaksiyon sicakligi, reaksiyonu etkileyen parametreler arasinda sayilabilir.
(Braunecker, 2006).

Atomik transfer radikal polimerizasyonu avantajlari nedeniyle, 6zellikle malzeme

yuzeylerinin modifikasyonunda; yazici boya pigmentlerinin dizenli dagiimasi,
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kozmetik, kendi kendini temizleyen cam yuzeyler icin uretilen yuzey kaplamalari,
kontrolli ila¢g dagilimi (drug delivery), kardiyovaskuler stentlerin kaplanmasi,
hasarli kemiklerin iyilesmesi icin destek madde sentezi, biyobozunur plastik
sentezi, optoelektronik ve otomotiv endustrisi gibi bircok alanda siklikla
kullaniimaktadir (Hu, 2006).

2.8. Sicaklik-duyarh Yiizeylerin Karakterizasyonu

Sicaklhk-duyarllik kazandirilan yuzeylerin Ozelliklerini greft yogunlugu, greft
kalinigi ve kimyasal bilesim gibi faktorler etkiler. Sicaklik-duyarli yuzeylerin
karakterizasyonu ¢ok énemlidir. Bu ylUzeylerin fizikokimyasal karakterizasyonunda

kullanilan teknikler Cizelge 2.4’de verilmigtir.

Cizelge 2.4. Sicaklik-duyarli ylUzeylerin fizikokimyasal karakterizasyonunda
kullanilan teknikler.

Fizikokimyasal Karakterizasyon Veri
Teknikleri
X-1s1n1 Fotoelektron Spektroskopisi Kimyasal ve elementel yuzey
(XPS veya ESCA) karakterizasyonu
Frekans Jenerasyonu (SFG) & Dis yuzeyin kimyasal karakterizasyonu
Titresim Spektroskopisi
Fourier Transform Infrared Greft edilmis polimerin yluzeydeki miktari

Spektroskopisi (FTIR) + ATR
(attenuated total reflection uniteli)

Dinamik ve Statik Isik Sacilimi Polimer konformasyonu

Yontemi

Dinamik Reoloji LCST &Reolojik 6zellikler

Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM) Polimer kaplamanin kalinhgi
Topoloji
Sicakhk degisimiyle ylzeyde gorilen
degigsiklikler

Yiizey Temas Agisinin Olgiimii Yuzeyin islanabilirligi
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Bu bolumde sunulan tez ¢alismasi kapsaminda gergeklestirilien deneysel
calismalarla ilgili bilgi sunulmustur. ilk bélimde; arastirmalarda kullanilan sicaklik-
duyarl polimerik mikrotasiyicilarin sentez yontemleri belirtiimis; ikinci bdlimde
sentezlenen mikrotasiyicilarin karakterizasyon calismalarina yonelik olarak
yapilan ATR-FTIR, AFM, SEM ve XPS (ESCA) analizleri agiklanmigtir; takip eden
bolimde bu mikrotasiyicilarin sicaklik-duyarliginin belirlenmesi igin yapilan sisme
deneyleri anlatilmistir.  Son kisimda ise Uretilen mikrotasiyicilarin  doku
muhendisligi alanindaki kullanim potansiyelini belirlemek Uzere statik ve dinamik
kosullarda yurutulen hucre kultir caligmalari agiklanmistir. Bu amagla; MTT testi
uygulanmig, kristal viyole ve floresan boyamalari yapilmig, 1sik mikroskobu,
floresan mikroskobu ve SEM kullanilarak hicre yapismasi, Uremesi ve hicrelerin

yuzeyden kaldirilmasi incelenmistir.
3.1. Deneysel Caligmalarda Kullanilan Kimyasal Maddeler

Tez caligmasi kapsaminda mikrotasiyici olarak yluzeyi modifiye edilen PHEMA
mikroklreler  sUspansiyon  polimerizasyonuyla  sentezlenmistir.  Dekstran
(Sephadex G50) mikrokureler Aldrich (Almanya) firmasindan; vinil asetat-hidroksi
(VA-hidroksi) mikrokureler ise Riedel De Haen'den (50-150 um, BIOSYNTH®)
satin alinmistir. PHEMA  mikrokdrelerin sentezinde kullanilan 2-
hidroksietilmetakrilat (HEMA) Aldrich’ten (ABD), etilenglikol dimetakrilat (EGDMA),
dimetil sulfoksit (DMSO) ve 2,2’azobis (2-metilpropionitrile) (AIBN) Merck’ten
(Almanya); magnezyum oksit (MgO) ise BDH’den (ingiltere) temin edilmistir.
Sicaklik-duyarli  mikrotagiyicilarin  sentezinde kullanilan N-izopropilakrilamid
(NIPAAmM) monomeri Aldrich (ABD) firmasindan satin alinmigtir. Trietilamin (TEA)
(%99), 2-bromopropionil bromur (%97) ve metanol (CHROMASOLV®) Sigma’dan
(St. Louis, MO, ABD) temin edilmistir. Bakir(l) bromdr (%98) (CuBr) Acros
Organics’ten (USA), bipiridin (2,2’-dipridil, >%99) Aldrich (USA) firmasindan satin
alinmistir. Hidroklorik asit (%37) ve aseton Merck (Almanya) firmasindan, etanol

(%96) ise Aklar Kimya (Turkiye) firmasindan temin edilmistir.

Yapilan calismalarda Barnsted EasyPURE™ sisteminden elde edilen ultra saf su

kullaniimistir. Yukarida belirtilen tim kimyasallar alindidi sekliyle kullaniimigtir.
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Hiicre kiiltiir calismalari kapsaminda iki ayri ¢alisma yiritilmustir. ilk grupta yer
alan statik hucre kultird calismalarinda; yluzeye-bagimli L929 fare fibroblast
hacreleri kullaniimigtir. Hucreler, Tarim ve Koyisleri Bakanhgr Sap Enstitlsu
Mudirligi’'ne ait Hiicre ve Virlis Bankasr’'ndan (HUKUK) alinmistir (Hiicre Kiltiri
Koleksiyonu 92123004). Calismalarda Nunc (Almanya) firmasindan satin alinan
24-g6zlu polistiren hiucre kalturt kaplari (TCPS) kullanilmigtir. Dulbecco’s Modified
Eagles’ Medium (DMEM), fetal sigir serum (FBS), tripsin-EDTA (%0,01 tripsin/10
mM EDTA) Sigma (Almanya) firmasindan satin alinmigtir. Modified Eagles’
Medium Alpha Modification (a-MEM) Sigma (USA) firmasindan satin alinmistir.
Hucre Uremesinin takibinde kullanilan 3-[4,5-dimetilthiazol-2-il]-difeniltetrazolyum
bromuar (MTT) Sigma (Almanya) ve izopropanol Aklar Kimya (Turkiye) firmasindan
elde edilmigtir. Floresan boyama oncesi yapilan fiksasyon isleminde kullanilan
gluteraldehit ¢ozeltisi Merck (Almanya) firmasindan temin edilmistir. Fiksasyon
islemi sonrasi hucrelerin membran gecirgenliginin artiriimasinda kullanilan Triton-
X, Acros Organics (USA) firmasindan; boyama 6ncesinde hucrelerin flament6z
aktinlerinin (F-aktin) hazirlanmasinda kullanilan sigir serum albumini (BSA) ise
Sigma (Almanya) firmasindan satin alinmistir. Hicreleri boyamada kullanilan kristal
viyole BDH (ingiltere), floresan propidyum iyodiir/Alexa Fluor® 488 Phalloidin ise

Invitrogen (USA) firmasindan temin edilmistir.

ikinci grup calismada ise karistirmal reaktérde (Belco, USA) dinamik kiltir
kosullari olusturulmus ve hicre olarak Ege Universitesi Biyomiihendislik
Bolimi’'nden (Prof. Dr. ismet Giirhan DELILOGLU) temin edilen HS2 insan
keratinositleri kullaniimistir. Bu ¢alismada kultir ortami olarak %10 serum (FBS)
ve %1 antibiyotik (penisilin/streptomisin) iceren DMEM F12 Sigma (USA)
kullaniimistir. Fosfat tampon c¢oézeltisi (PBS, pH: 7,4) hazirlamak igin Sigma

(Almanya) firmasindan temin edilen tabletler kullaniimistir.
3.2. Sicaklik-Duyarh Mikrotasiyicilarin Sentezlenmesi
Tez kapsaminda U¢ gesit mikrotasiyici sentezlenmistir:

e Yuzeyine PNIPAAm asilanmis PHEMA mikrotasiyicilar:

PNIPAAmM-g-PHEMA [poli(hidroksietilmetakrilat)] mikrotastyicilar olarak

adlandiriimiglardir.
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e Yulzeyine PNIPAAm agilanmis dekstran (Sephadex) mikrotasiyicilar:
PNIPAAm-g- dekstran mikrotagiyicilar olarak adlandiriimiglardir.

e Yuzeyine PNIPAAm asilanmig vinil  asetat-hidroksi  (VA-hidroksi)

mikrotagiyicilar:
PNIPAAmM-g-PVA mikrotagiyicilar olarak adlandiriimiglardir.

Bolum 3.2.1, 3.2.2 ve 3.2.3'de bu mikrotasiyicilarin sentezine ydnelik olarak

yapilan ¢alismalara ayrintili olarak yer verilmistir.
3.2.1. PNIPAAm-g-PHEMA mikrotasiyicilarin sentezlenmesi

PNIPAAmM-g-PHEMA mikrotasiyicilar iki asamali bir prosesle sentezlenmistir.
Birinci asamada sUspansiyon polimerizasyonu yontemiyle PHEMA mikrokureler
sentezlenmistir. ikinci basamakta ise bu mikrokiirelerin yiizeyine ATRP yéntemiyle

PNIPAAmM polimeri agilanmistir.

3.2.1.1. PHEMA mikrokiirelerin sentezi

Calisma kapsaminda yuzeyi modifiye edilen PHEMA mikrokureler, HEMA
monomeri ile EGDMA monomerinin ¢apraz baglanma/kopolimerizasyon
reaksiyonu sonucu hazirlanmistir. Yontem, Kiremitci (1992) tarafindan gelistirilen
suspansiyon polimerizasyonudur. Polimerizasyon sistemi 500 mL hacimde Pyrex
camdan yapilmig Ug-boyunlu laboratuar tipi bir reaktor ve proses kontrol
elemanlarindan olugsmaktadir. Karistirma iglemi, reaktor tabanindan 1,5 cm
yukseklige yerlestirilen bigak tipi karistirici tasiyan bir mekanik karigtirici
(Heidolph, Almanya) ile saglanmistir. Karistirici, reaktérin ortadaki boyun
kismindan, sizdirmazlik saglanacak sekilde vyerlestiriimistir. Reaktordeki
boyunlarin birinden azot gazi beslemesi yapilirken digerinden de monomer

beslemesi yapilmistir. Isitma iglemi, sabit sicaklik banyosu ile gergeklestiriimistir.

HEMA monomerinin suspansiyon polimerizasyonunda asagidaki islem sirasi

izlenmistir:
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e Monomer dagitma ortami olarak kullanilacak doygun MgO ¢ozeltisi
hazirlanir ve polimerizasyon reaktoriinde 1 saat boyunca 70°C’de ve 380

rpm hizda karigtirilir.

e Uygun miktarda baslatici AIBN (0,0015 mol AIBN/mol HEMA) HEMA
monomeri igerisinde ¢ozuldikten sonra, ¢apraz baglayici, EGDMA (0,215

mol EGDM/mol HEMA) ilave edilerek hazirlanan karigim reaktére bosaltilir.
o Karistirma hizi istenilen degere (380 rpm) getirilir.

e Polimerizasyon suresince uygun isitma programi uygulanir. Bu amagla, ilk

Ug saat 70°C’de, sonraki bir saatte ise 90°C’de caligiimistir.
e Reaksiyon suresi sonunda polimerizasyon ortami karigtirilarak sogutulur.
e Ortama %37’lik HCI ¢ozeltisi ilave edilerek MgO’in ¢bzUinmesi saglanir.

e Polimerizasyon sonucu olusan partikuller filtrasyon ile ortamdan ayrilir,
siraslyla saf su ve seyreltik HCI ile yikandiktan sonra, tekrar saf su ile
yikanir. Bir giin sire ile oda sicakliinda, daha sonra da 40°C’de ve 150

mmHg basingli vakum desikatoriande Ug¢ gun sure ile kurutulur.

Bu iglemler sonucunda yuksek derecede capraz-bagh PHEMA mikrokureler elde

edilmistir.
3.2.1.2. PHEMA mikrokiirelere PNIPAAM’in agilanmasi

PHEMA mikrokurelere PNIPAAM’in asilanmasi iki basamakta gercgeklestiriimistir.
a) Bromlama islemi, b) ATRP reaksiyonu. islemler ®ncesinde PHEMA
mikrokureler 80°C’de bir saat suresince kurutulmustur. Daha sonra bu
mikrokureler (0,2 g) 1,38 mmol trietilamin (TEA) iceren 2 mL DMSO igerisinde
suspanse hale getirilmiglerdir. Bir saat suresince bu ¢ozelti igerisinde karistirilan
mikrokure suspansiyonuna ATRP baslaticisi olarak kullanilan 2-bromopropionil
bromur (0,93 mmol) 0°C'de damla damla eklenmis ve karigtirma islemi oda
sicakhginda bir saat daha devam ettirilmistir. Bu sekilde tamamlanan "bromlama”
islemi sonucunda PHEMA mikrokurelerin yuzeyine Br atomlari baglanmistir.

Bromlama igleminin ardindan mikrokureler DMSO ve metanol ile 5er kez
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yikanmiglar ve 2 mL saf su icerisinde dagitilarak, ATRP reaksiyonunun
gerceklestirilecegi 25 mL hacmindeki Schlenk tupune aktariimiglardir. Schlenk
tuptne ayrica NIPAAm monomeri (4,5 mmol), katalizor olarak kullanilan bakir
bromur (0,4 mmol) ve katalizérin stabilizasyonunu saglayan 2,2’-dipridil (0,8
mmol) ilave edilmistir. Son olarak 8 mL degaze edilmis saf su eklendikten sonra
azot atmosferi altinda 10 dakika sureyle vakum uygulanmigtir. Reaksiyon, oda
sicakhginda 24 saat boyunca devam ettirilmisti. Bromlanmigs PHEMA
mikrokdrelerin  ATRP reaksiyonu, karisimin rengi kahverengiden vyesile
doéndugunde sonlandiriimistir. Reaksiyon sonrasi mikrokureler sirasiyla metanol
ve suyla 5er kez yikanarak oda sicakliginda kurutulmustur. Sekil 3.1’de kullanilan
deney duzenegdi ve ATRP reaksiyonu tamamlandiginda gozlenen renk degisimi

gorulmektedir.

(b)

Sekil 3.1. (a) ATRP igleminde kullanilan deney dizenegi (b) reaksiyon sonucunda
goOzlenen renk degisimi.

3.2.2. PNIPAAm-g-dekstran mikrotasiyicilarin sentezi
Sephadex® ticari adiyla bilinen dekstran mikrokurelerin sicaklik-duyarli hale
getirilmesi i¢in yuzeylerine PNIPAAM’in asilanmasi iglemi PHEMA mikrokurelere

uygulanan ATRP teknigiyle gerceklestiriimistir. Uygulanan protokoldeki tek faklilik
DMSO hacminin iki katina ¢ikartiimasidir.

3.2.3. PNIPAAm-g-PVA mikrotasiyicilarin sentezi

Ticari olarak temin edilen poli (vinil asetat-hidroksi) mikrokureler, vinil asetat ve divinil
etilen Ure kopolimeridir. Bu mikrokurelerin yuzeyine de Bolum 3.2.1.2°de aciklanan

ATRP yontemiyle PNIPAAm zincirleri asilanmistir.
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Sekil 3.2de calisma kapsaminda kullanilan/sentezlenen mikrokirelerin  ve

PNIPAAmM’in kimyasal yapilar verilmistir.
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Sekil 3.2. Calismada kullanilan/sentezlenen mikrokurelerin kimyasal yapisi (a)
PHEMA-EGDMA (b) Capraz-bagli dekstran (c) Polivinil asetat-hidroksi divinil etilen

ure kopolimeri (d) PNIPAAmM.
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3.3. Sentezlenen Mikrotasiyicilarin Karakterizasyon Caligmalari

3.3.1. FTIR-ATR (Fourier Transform Infrared-Attenuated Total Reflectance)

analizi

Sentezlenen tUim mikrotagiyicilarin  kimyasal yapisi FTIR-ATR analizi ile
belirlenmistir. Ornekler oda sicakliinda kurutulduktan sonra analize tabi
tutulmustur. FTIR-8101 (ATR) (Shimadzu, Japonya) ile 400-4000 cm™ dalga boyu
araliginda calisiimigtir.

3.3.2. XPS ( X-ray Fotoelektron Spektroskopisi) analizi

Sentezlenen tum mikrotagiyicilarin yluzey atomik bilesimi XPS analizi ile
belirlenmistir. Ornekler oda sicakhginda kurutulduktan sonra SPECS ESCA
(Berlin, Almanya) ile analize tabi tutulmugtur. Baglanma enerjileri, 284,5 eV

baglanma enerjisine sahip C-C bagi referans alinarak ifade edilmistir.
3.3.3. AFM (Atomik Gii¢ Mikroskobu) analizi

Sentezlenen tim mikrotasiyicilarin yizey topografisi atomik gl¢ mikroskobu ile
belirlenmistir. AFM (Nanomagnetics, UK) ile "tapping-titresimli" modda calisiimistir.
Analiz sonuglari degerlendirilerek, mikrotasiyicilarin ylzeylerinin puaruzlulik ve

ortalama yukseklik degerleri saptanmistir.
3.3.4. Taramali elektron mikroskop (SEM) analizi

Sentezlenen mikrotasiyicilarin ortalama boyu, boy dagilimi ve ylzey morfolojisi
taramali elektron mikroskobu ile belirlenmistir (SEM, Zeiss Evo 50, Almanya). Su
icerisinde suspanse hale getirilen PHEMA, dekstran ve VA-hidroksi mikrokureler
ile PNIPAAmM-g-PHEMA, PNIPAAmM-g-dekstran ve PNIPAAmM-g-PVA
mikrotasiyicilar cam ylzeylere damlatiimis ve oda sicakliginda kurutma iglemi
gerceklestiriimistir. Goruntileme yapilmadan once kurutulan 6rnekler, vakum

altinda altin ile kaplanmistir.
3.3.5. Sisme deneyleri

Sentezlenen mikrotagiyicilarin sicakliga bagh olarak gosterdigi boyut degisiminin

belirlenmesi amaciyla yapilan sisme deneyleri, +4°C, 25°C ve 37°C sicakliklarda
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PBS ortaminda (pH=7,4) gerceklestiriimistir. Bu c¢alismada, Olympus IX71
(Japonya) inverted mikroskop kullanilmis olup, partikiller Olympus C-4000 dijital
kamera ile goruntulenmigtir. Bu goruntulerden "Imaged for Microscopy" (Image
Processing and Analysis in Java) programi ile en az 200 partikulin +4°C, 25°C ve
37°C sicakliklarda ortalama caplari hesaplanarak mikrokurelerin sicaklikla boyut

degisimi belirlenmistir.
3.4. Hiicre Kulturi GCaligmalarn

Sentezlenen mikrotagiyicilarin  kultir ortaminda hucrelerle etkilesimlerini
incelemek amaciyla iki ayri ¢alisma yiritiimuastir. ik calismada 24-gozIi hiicre
kaltdr kaplarinda statik kaltar kosullari olusturulmus ve ylzeye-bagdimli L929 fare
fibroblast hiicreleri kullanilmistir. ikinci calismada ise karistirmali reaktérde (Belco,
USA) dinamik kultir kosullart olusturuimus ve HS2 insan keratinositleri

kullanilmistir.

Hucreler 37+£0,5°C’ de hacimce %5 CO; igeren inkubatérde (Heraus Instruments,
Almanya) muhafaza edilmigtir. Tum hucre kualturt galismalar Laminar Akis

Kabininde (Bioair, Type Il Laminar Flow Cabinet, italya) yUritaimistr.
3.4.1. Statik hiicre kiiltiirii galigmalari

3.41.1. Sentezlenen mikrotasiyicilarin L1929 fibroblast hiicreleriyle

inkiibasyonu

Huacre kultir calismalarinda oncelikle L929 fare fibroblast hicreleri tek tabakali
kllturlerde istenilen saylya ulagsana kadar ¢ogaltiimistir. Bu amacla %10 (v/v) FBS

iceren DMEM besi ortami kullaniimigtir.

Mikrotasiyici-destekli kaltir oncesi tUm mikrotasiyicilarin, 121°C’de 15 dakika
sureyle otoklavda sterilizasyonu gergeklestirilmistir. Sterilizasyon igleminden sonra
mikrotasiyicilar ikiser kez PBS ve serum igcermeyen hicre kultir ortami ile
yikanmistir ve Parafilm kapli 24-g6zIUG hlcre kultlir kaplarina (Nunc, Almanya)
alinarak, L929 fibroblast hucrelerinin ekimi yapilmistir. Her bir géze 1 mL besi
ortami  konulmus ve hiicre yogunlugu 5x10* hicre/mL, mikrotasiyici

konsantrasyonu ise 10 mg/mL olarak belirlenmistir. 24 saat sonunda daha iyi
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g6zlem yapabilmek amaciyla mikrotasiyicilar Parafiim kaplanmamis 24-g6zIu

hdcre kultar kaplarina aktariimistir.
3.4.1.2. Mikrotasiyici ylizeyindeki L929 fibroblastlarinin gézlemlenmesi

Hucre kultara sUresince mikrotasiyicilar inverted mikroskop ile (Olympus IX71,
Japan) incelenmis ve mikroskoba bagh dijital kamera (Olympus C-4000, Japan) ile
fotograflari cekilmigtir. Ayrica kristal viyole ile boyama yapilarak mikrotasiyici
yuzeyindeki hucre morfolojilerinin daha iyi gozlenmesi saglanmigtir. Kristal viyole
ile boyama prosedurinde oncelikle hicreler tGzerindeki ortam uzaklastiriimis ve
PBS ile iki kez yikama iglemi gergeklestirilmistir. Yaklasik 500 pyL aseton-metanol
karisimi (1:1) ile hudcreler +4°C’'de 20 dakika bekletiimis ve fiksasyon islemi
uygulanmigtir. Yuzeye sabitlenen hucreler %5’lik (w/v) kristal viyole ¢ozeltisinde
(%20’lik metanol icerisinde hazirlanmistir) oda sicakhiginda bekletilmigtir. 30

dakika sonunda boya su ile uzaklastirilarak goruntileme islemi gerceklestirilmigtir.

Optik mikroskop ile incelemenin disinda kultirin 5. gindnde mikrotasiyicilarin
SEM gorintileri alinmigtir. Ornekler Gzerindeki kultiir ortami uzaklastirildiktan
sonra PBS ile 3 kez ylkama gerceklestiriimistir. Daha sonra ornekler %2,5’lik
gluteraldehitte 30 dakika bekletiimistir. PBS ile bir dizi yikama isleminden sonra,
belli konsantrasyonlarda etanol (% 30, 50, 70, 90 ve 100) serileri kullanilarak
yapidaki su uzaklastinlmigtir. Bu iglemlerden sonra, Ornekler Gzerine
hekzametildisilazan damlatiimis ve 5 dakika sonra ortamdan uzaklastiriimistir.
Havada kurutulan ornekler altin ile kaplanarak taramali elektron mikroskobunda

(SEM, Zeiss Evo 50, Almanya) incelenmistir.
3.4.1.3. Hucrelerin mikrotasiyicilarin ylizeyinden kaldiriimasi

Hucrelerin ylizeyden kaldiriimasi isleminde oncelikle mikrotasiyicilarin Gzerindeki
kiltir ortami, +4°C’de bekleyen serumsuz kiiltir ortami ile degistiriimistir. Ornekler
+4°C’ye kaldirimis ve 15 dakika sonunda optik mikroskop altinda htcrelerin

mikrotasiyicilarin ylizeyinden ayriligi gdzlemlenerek fotograflari gekilmigtir.
3.4.2. Dinamik hiicre kiiltirii galigmalari

Statik kdltdr calismalari sonunda PNIPAAmM-g-PHEMA mikrotasiyicilar digindaki

mikrotasiyicilarin hicre yapismasi ve uremesini istenilen diuzeyde desteklemedigi
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belirlenmistir. Bu nedenle dinamik kultur ¢aligmalari yalnizca PNIPAAmM-g-PHEMA

mikrotasiyicilar ile yarutulmustar.
3.4.2.1. Mikrotasiyicilarin HS2 keratinosit hiicreleriyle inkiibasyonu

Oncelikle HS2 insan keratinosit hiicreleri tek tabakali kiltiirde (flasklarda) istenilen
saylya ulasana kadar cogaltilmigtir. Besi ortami olarak %10 (v/v) FBS ile
desteklenmis DMEM-F12 (Dulbecco’s modified Eagles’medium-F12) kullaniimistir.
Ortalama %1 oraninda penicilin-streptomycin ilave edilmistir. Hucreler 37°C’de,
nemli CO, (%5) atmosferinde kuiltlr edilmis ve kuiltir kabinin yuzeyinden %0,01
tripsin/10 mM EDTA ile kaldiriimig, santrifijlenmis ve mikrotasiyici kalttrlerinde

kullanima hazir hale gelmistir.

Dinamik hucre kultura galismalarinda 100 mL’lik karistirmali reaktor (Spinner flask,
Belco) ve hiicre hatti olarak HS2 insan keratinositleri kullanilmistir. Oncelikle, BSlim
3.4.1’de belirtildigi sekilde, mikrotasiyicilar statik kosullarda HS2 keratinosit hticreleri
ile inklbe edilmigtir. 24 saat sonunda mikrotagiyicilar reaktor icerisine alinmigtir.
Reaktor icerisine 50 mL kudltur ortami (DMEM-F12, %10 FBS, antibiyotik) ve 0,5 g
mikrotasiyici konulmustur. Karigtirma hizi olarak 50 rpm segilmistir. Reaktor CO;
etlvu icerisine yerlestirilmis ve iki yanindaki vidall kapaklar gevsetilerek hava giris-
cikigi saglanmistir. Belirlenen zamanlarda, pipet yardimi ile reaktor igerisinden
ornekler alinmig ve statik kultar ile kargilastirmali olarak analizler gergeklestiriimigtir.

Sekil 3.2’de dinamik kulttran yarutldugu reaktor sistemi gosterilmistir.

Sekil 3.3. Dinamik kdltir caligmalarinin yarataldugu karigtirmall reaktor (spinner
flask) sistemi.
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3.4.2.2.Mikrotasiyici yuzeyindeki HS2 keratinosit hiicrelerinin géozlemlenmesi

HS2 keratinosit hucreleri ile inklibe edilmis PNIPAAmM-g-PHEMA mikrotasiyicilarin
SEM ile goruntilenmesi Bolum 3.1.4.3'de belirtilen sekilde gergeklestiriimistir ve

hicrelerin mikrotasiyici yuzeyi Uzerindeki morfolojileri belirlenmigtir.

Statik ve dinamik Kkultir kosullarinda, hucrelerin  mikrotasiyicilar  Gzerindeki
dagihmlarini karsilastirmak amaciyla floresan boyama yapilmigtir. Bu amagla
ornekler Uzerindeki ortam uzaklastirlmis ve PBS ile 2 kez yikama iglemi
gerceklestiriimistir. Daha sonra ornekler % 2,5 (v/v) gluteraldehit ¢ozeltisi ile 10
dakika muamele edilerek fiksasyon islemi yapilmigtir. Fiksasyon igleminden sonra %
0,1 Triton X-100 (PBS igerisinde) ile 5 dakika muamele sonucunda hicre membran
gecirgenligi arttinlmistir. Hacrelerin flamentoz aktinleri (F-aktin), BSA/PBS ¢ozeltisi
icerisinde hazirlanmis % 2,5'lik (v/v) Alexa Fluor® 488 Phalloidin ile 20 dakika,
hiicre gekirdegi ise 10 pg/mL propidyum iyodur (Sigma, ABD) ile 5 dakika muamele
edilerek boyanmistir. Ornekler floresan mikroskobu (Olympus, ABD) kullanilarak

goruntulenmistir.

3.4.2.3. Mikrotasiyici ylizeyindeki HS2 keratinosit hiicre canlhiiginin ve

tremesinin belirlenmesi

HS2 keratinosit hdcrelerinin  mikrotasiyici ylzeyindeki mitokondriyal aktivitelerini
belirlemek amaciyla MTT testi uygulanmigtir. MTT testini uygularken Oncelikle
ornekler Uzerindeki besi ortami uzaklastinimistir. Daha sonra Uzerlerine 600 pL
serumsuz besi ortami ve 60 yL MTT c¢ozeltisi (2,5 mg/mL PBS) ilave edilmistir.
Hucreler bu sekilde 37°C’de %5 CO, iceren etiivde 3 saat inkiibe edildikten sonra
uzerlerindeki ortam uzaklastinimig ve 400 pL izopropanol (100 mL izopropanol
icerisine 0,1-0,2 mL HCI) ¢ozeltisi konulmustur. Son olarak her bir 6rnekten 200 pL
alinarak 570 nm’de UV spektrofotometre (Labomed Double Beam UV-Visible
Spektrofotometre, ABD) ile absorbans degerleri dlgliimustur. Bu test sirasinda MTT
¢Ozeltisi canh hucrelerin mitokondrilerinde formazan kristallerine donusturalir.
Formazan kristalleri izopropanol igerisinde ¢ozdurllir ve absorbans degerlerine
bakilir. Boylece formazan kristallerinin yogunluguna bagh olarak hicre canhhgi
hakkinda bilgi edinilir. Elde edilen degerler % hicre canhhdi olarak grafige

gegcirilmigtir.
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3.4.2.4. Hucrelerin mikrotasiyicilarin yuizeyinden kaldiriimasi

HS2 keratinosit hucrelerinin - mikrotasiyicilarin  ylizeyinden sicakhgin etkisiyle
kaldiriimalari Bolum 3.4.1.3'de aciklanan sekilde gergeklestiriimistir. Ayrica %0,01
tripsin/10 mM EDTA kullanilarak hucrelerin mikrotasiyici ylzeyinden enzimatik
olarak ayrilmasi da gercgeklestiriimistir. Yuzeyden ayrilan hucreler optik mikroskop
altinda incelenmigtir. Daha sonra bu hicrelerin TCPS yuzeylerde kulturlerine devam
edilmigtir. 48 saat sonunda hucreler tripsinizasyonla yuzeyden kaldinlarak
hemositometrik olarak sayilmistir. Boylece baslangigtaki hiicre sayisina bagh olarak,
uygulanan yuzeyden kaldirma yontemlerinin verimleri karsilastirlmistir. Ayrica TCPS
yuzeyler Uzerindeki hucreler optik mikroskopla goruntilenmis ve baslangigtaki

morfolojik yapilarini koruyup korumadiklari kontrol edilmistir.
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4. DENEYSEL SONUCLAR VE TARTISILMASI

Bu bolimde hayvansal hucre kaltur teknolojisinin ¢esitli asamalarinda kullaniimak
uzere hazirlanan sicaklik-duyarli mikrotagiyicilarin  sentezi, karakterizasyonu,
sicaklik-duyarliliklarinin saptanmasi ve son olarak da hayvansal hlcre kulttrlerinde
kullanilabilirliklerine yonelik olarak gercgeklestirilen calismalarin sonuglari sunulmus

ve bulgular Uzerinde tartigiimigtir.
4.1. Mikrokiire Secimi ve Sentezi

GunUmuzde kanser hicreleri, rekombinant hicreler ve diger hicre hatlarinin yaygin
bicimde kullaniimasiyla ¢ok sayida Onemli biyolojik maddenin hicre kultar
sistemlerinde uretimi gerceklestiriimistir ve halen gergeklestirimeye de devam
edilmektedir. Mikrotasiyici-destekli ve mikrokapsullenmis kultir sistemlerinin
gelistiriimesiyle Uretim endustriyel boyuta tasinmistir. Su ana kadar yudrutiimus
blyuk-o6lcekli calismalarda en ¢ok kullanilan mikrotasiyici, dekstran-bazli Cytodex-
1'dir ve kualtir sonrasi hucreler tasiyict yuzeyinden tripsinizasyon iglemiyle

kaldiriimaktadir.

Hucrelerin Uretildikleri substrat ylzeyinden geri kazanimlari, pasajlama ve
karakterizasyon igin olduk¢ga onemli bir igslemdir. Bu islem i¢in en yaygin olarak
kullanilan teknik, proteolitik enzimler yardimiyla hdcrelerin ylzeyden ayriimasidir.
Fakat bu islemin uygulanmasi sirasinda hicre membranindaki proteinlerin 6nemli bir
bolumu hidrolize ugramakta ve hlcreler zarar gormektedir. Bu ydntemin
dezavantajlarinin giderilmesi igin proteolitik aktivite gdstermeyen selasyon ajanlari
(EDTA/EGTA) kullaniimigtir. Tripsin/EDTA varliginda yapilan galismalarda hticrelerin
kimelesmis olarak yuzeyden ayrildiklari, sonikasyon islemi sirasinda yine zarar
gordukleri  tespit edilmistir (San Antonio, 1992). Hducrelerin ylzeyden
uzaklastinimasinda en az kullanilan ve hicrelere en fazla zarar veren yontem ise
mekanik ydntemdir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda sicaklik-duyarli yapilarin hiicre
kalturlerinde etkin olarak kullanilabilecedi yolunda olumlu sonuglar elde edilmigtir.
Sicaklik-duyarli PNIPAAmM vyuzeylerle yapilan calismalarda hepatosit ve endotel
hicrelerin zarar gormeksizin ylizeyden uzaklastiriimalari mimkuin olmustur (Okano,
1995). Etilen glikol vinil eter (EGVE) ve butil vinil eter (BVE) ile sentezlenen sicaklik-

duyarh yapilar kullanilarak grubumuz tarafindan yapilan c¢alismalarda, sicakligin
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dusurulmesiyle canli hucrelerin etkin olarak yluzeyden geri kazanimlarinin mimkun

olacagi sonucuna varilmigtir (Gumusderelioglu ve ark., 2003).

Okano ve grubu tarafindan gelistirilen "hicre tabaka muhendisligi" yaklasimiyla,
PNIPAAmM kapli sicaklik-duyarli Petri kaplarindan hucrelerin tabaka seklinde
kaldinlabilmesi, kompleks doku ve organlarin eldesi i¢in gelecek vaat etmektedir
(Okano, 2005). Tum bu galismalara ragmen halen yuksek kapasitede hucre
uretimine olanak saglayacak sicaklik-duyarli bir mikrotasiyici gelistirilememigtir.

Yapilan tez ¢alismasi kapsaminda, sicaklik etkisiyle ylzeyinde dremis hucrelerin
kolaylikla ve ylksek verimde geri kazanilabilecegi, farkl yigin ve ylzey ozelliklerine
sahip mikrotagiyicilarin  geligtiriimesi  ve  kullanilabilirliklerinin  incelenmesi

hedeflenmisgtir.

Calisma kapsaminda, mikrotasiyici olarak biyouyumlulugu ylksek dekstran dogal
polimeri ile poli (hidroksietiimetakrilat) (PHEMA) ve poli [(vinilasetat)-hidroksi] (PVA)

(vinil asetat ve divinil etilen tre kopolimeri) sentetik polimerleri secilmigtir.

Dekstran, biyouyumluluk ozelligi sayesinde mikrotagiyici olarak Pharmacia frmasi
tarafindan Cytodex® ticari ismiyle Uretilmektedir. Biyouyumlu ve dogal bir polimer
olmasi nedeniyle dekstran ile biyomuhendislik alaninda birgok arastirma

yuratalmektedir (Kim ve ark., 2003).

PHEMA toksik ve kanserojen olmayan yapisi ve biyouyumluluk 6zelligi sayesinde
biyoteknoloji ve biyomuhendislik alaninda genis bir kullanim yelpazesine sahiptir.
Kontakt lenslerde, ila¢g salim sistemlerinde, implantlarda ve doku muhendisliginde
siklikla kullaniimaktadir. Bu 6zelliklerine ragmen PHEMA, yapisinda bulunan OH
gruplari nedeniyle, yuzeye-bagimli hucrelerin yuzeye yapismasi ve yuzey uzerinde
uremesi yonunden engel teskil eder. Bu sorunu ¢ozebilmek igin, PHEMA'ya kimyasal
ya da biyolojik metodlari uygulayarak ylzey modifikasyonu yapmak gerekir. Ylizey
modifikasyonu yapilan PHEMA biyomedikal ve biyoteknolojik uygulamalarda
kullanilabilir. Basarili bir mikrotasiyicida, hucre yapismasinin hizi oldukga 6nemlidir.
Bu nedenle mikrotagiyici dizayninda, mikrotasiyicilarin yuzey 6zellikleri 6rnegin, yuk
yogunlugu, hidrofobisite, islatilabilirlik, vb. gibi hicre yapismasindaki etkin faktorler

dikkate alinmahdir.
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Ylzeyinde pozitif yukli dimetil amino etil metakrilat (DMAEMA) gruplarina sahip
PHEMA mikrotasiyicilar Kiremitci (1992) tarafindan yapilan caligmalar kapsaminda
gelistiriimis ve Sap virusu uretiminde kullanilabilirligi gosterilmistir (Kiremitgi ve ark.,
1992).

Vinil asetat ve divinil etilen Ure kopolimeri ise bircok biyomedikal ¢alismada enzim

immobilizasyonu amaciyla kullaniimistir (Jianguo ve ark., 2001).

Secilen mikrotasiyicilarin yuzeyine ATRP yontemi ile PNIPAAm kaplanarak sicaklik-
duyarhhk ozelligi kazandirilmistir. Calismada, klasik ydntemlere nazaran
polimerizasyonun gerceklesmesinde yuksek kontrol olanadi sagladigindan dolayi

ATRP yontemi segilmigtir.

PNIPAAm ile kaplama oncesindeki mikrokurelerin temel Ozellikleri Cizelge 4.1°de

sunulmustur.

Cizelge 4.1. Sicaklik-duyarlihk 6zelligi tagimayan mikrokurelerin temel 6zellikleri.

Adr* Mikrokiire Yapisi Boyut (kuru halde) Yogunlugu (g/mL)
(pm)
PHEMA Capraz-bagli 217470 1,05

P(HEMA-EGDMA)

Sephadex G50 Gapraz-bagli 118+25 1,03
dekstran
Biosynth Vinil asetat ve divinil 80+12 1,02

eitlen Ure kopolimeri

*TUm mikrokireler ytzeylerinde fonksiyonel OH™ gruplarini tagimaktadir.

ATRP yontemi

Yuksek molekul agirlikli polimerlerin elde edilmesinde en 6nemli proseslerden biri
olan serbest radikal polimerizasyonunda zincir transfer ve sonlama reaksiyonlari
kontrolsiz bir bicimde gerceklesmektedir. Son zamanlarda iyi tanimlanmis, dusuk
polidispersiteye sahip polimerlerin sentezinde kontrolli\yasayan polimerizasyon
yontemleri kullaniimaktadir. Bu yontemlerle, serbest radikal polimerizasyon, kontrollu
yasayan sisteme c¢evrilerek yeni polimerik malzemelerin gelistirimesine olanak
saglanmistir. Yasayan polimerizasyonlar zincir blylUme polimerizasyonlaridir ve

tersinir olmayan zincir transfer ve sonlanma reaksiyonlarinin yoklugunda
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gerceklesirler. Baslangic monomer/baglatici orani degistirilerek sonu¢ polimerin
ortalama molekul agirhigr ayarlanabilir ve dar bir molekul agirigi araligina sahip
olmasi saglanabilir. Bu yaklasima dayanan yontemlerin icerisinde en buyuk ilgiyi
ceken ATRP teknigi olup birgok arastirmaya konu olmustur. Organik kimya
literatrinde alkil halojendrlerin metal amin kompleksi katalizli olefinlere katiima
reaksiyonu (atom transfer radikal; Khrasch Reaksiyonu) uzerine temellendirilen
ATRP; gegis metal kompleksinin redoks reaksiyonu ile organik halojenurlerin tersinir
aktivasyonu ve deaktivasyon agamalarini icerir (Matyjaszewski, 1996). ATRP teknigi
Ozellikle biyomalzemelerin yluzey modifikasyonunda kolay ve kullanilabilir bir metot
olarak benimsenmistir (Kim, 2003). YUlzeye polimer zincirlerinin takilmasi iki sekilde
gerceklesebilir. "Grafting to" denilen birinci yontemde polimer zincirleri baska bir
yerde sentezlenir. Sentezlenen polimer zincirleri fonksiyonel uglarindan reaktif bir
yuzeye kimyasal reaksiyonlarla takilr. "Grafting from" denilen yontemde ise baglatici
yuzeye immobilize edilir. Boylece polimer zincirlerinin yuzeyde olusmasi saglanir
(Matrab, 2006).

Yapilan yuzey modifikasyonu ¢alismalarinda dikkat edilmesi gereken bazi 6nemili
noktalar vardir. Oncelikle polimerizasyon yiizeyde gergeklesirken, yigin (bulk)
yapida herhangi bir degisiklik meydana gelmemelidir. Ayrica, sistem serbest
polimerik zincir olusumunu minimize etmelidir. Sunulan calismada, secilen
mikrokurelerin yuzeyine PNIPAAm zincirlerin “grafting from” yontemiyle takilmasi
ve badylelikle ylzeyin sicaklik-duyarli polimer ile kaplanmasi saglanmistir. ATRP'de
reaksiyon baslaticisi yluzeyde olusturuldugu igin PNIPAAmM zincirler olugurken
yigin yapi degisiklige ugramamigtir. Ayni zamanda reaksiyonun yuzeye bagimli
olmasi serbest zincir olusumunu da engellemektedir. Secilen polimerizasyon
ortami metal-ligand kompleksinin halojentr grubu aktive etmesine izin vermelidir.
Bu bilgi 1s1ginda, polimerizasyon su/metanol ortaminda yurGtlilmas ve reaksiyonun
basanyla gergeklestigi gorulmustur. Reaksiyon sonunda es boy dagilimina sahip
polimerik zincirlerin elde edilmesi amacglanmaktadir. ATRP’de aktivasyon ve
deaktivasyon reaksiyonlari hizli bir sekilde ve beraber yuridugtnden zincir boylan
kontrol edilebilmektedir (Min, 2001).
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TA, DMSO O /H/B'

PHEMA Bromlama iglemi
Dekstran(Sephadex)
VA-hidroksi

NIPAAM

CuBr, bipy

su

PHEMA ATRP Polimerizasyonu 0 NH
Dekstran(Sephadex) )\
VA-hidroksi

Sekil 4.1. Mikrotasiyicilarin PNIPAAm ile kaplanma prosesinin sematik gdsterimi.

Sekil 4.1de yuUzeyinde hidroksil grubuna sahip PHEMA, dekstran ve PVA
mikrotagiyicilarin sicaklik-duyarli hale getiriimek Uzere PNIPAAm ile kaplanmasi
sematik olarak gdsterilmistir. ilk basamak olan bromlama islemini takiben ATRP
polimerizasyonu gerceklestiriimistir. On denemeler sonucunda optimum kosullar
saptanarak islemler gergeklestirimis ve karakterizasyon islemleri bu kosullarda

sentezlenmig mikrotasiyicilar ile yartatalmagtur.
4.2. Sentezlenen Mikrotasiyicilarin Karakterizasyon Calismalari

4.2.1. PNIPAAm-g-PHEMA mikrotasiyicilara ait karakterizasyon

calismalarinin sonuglari

PNIPAAmM-g-PHEMA mikrotagiyicilara ait karakterizasyon ¢alismalarinin sonuglari

asagida sirasiyla verilmigtir.

4.2.1.1. FTIR-ATR (Fourier Transform Infrared-Attenuated Total Reflectance)

analizi

Calisma kapsaminda sentezlenen PNIPAAm-g-PHEMA mikrotasiyicilarin
kimyasal yapisi ATR-IR spektrumlariyla incelenmistir. Sekil 4.2 (a) ve (b)de
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PHEMA ve PNIPAAm ile kaplanmis PHEMA mikrokurelere ait spektrumlar 2000-
600 cm™ araliginda karsilastirilmali olarak sunulmustur.

|ouum A
9951
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54
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Sekil 4.2. ATR-IR spektrumu (a) PHEMA mikroktreler (b) PNIPAAm-g-PHEMA
mikrotasiyicilar.

Bu spektrumlar degerlendirildiginde (Cizelge 4.2) her iki yapida da temel piklerin
varligi goriilmektedir. Sekil 4.2 (a)da 1718 cm™de —C=0 gerilmesine ait bir pik
gorilmektedir. 1142 cm™de gériilen pik ise —C-O gerilmesine ait piktir. Bu pik
ester grubunun (COO-) varhigini gostermektedir. Sekil 4.2 (b)'de; bromlama iglemi
ve ATRP reaksiyonundan sonra, 1720 cm™de gorilen pikin siddeti bromlama
isleminde kullanilan 2-bromopropionil bromar varligi nedeniyle artmistir. 1538 cm’
"de goriilen pik Amid | bandina ait, 1646 cm™de gériilen pik ise Amid Il bandina
ait olup, PNIPAAmM’in yapisindan kaynaklanmaktadir. PNIPAAm ile kaplanmamig
PHEMA mikrotasiyicilarin spektrumunda (Sekil 4.2 a) Amid | ve Amid Il bandlari
yer almamaktadir. ATR-IR spektrumu PHEMA mikrotasiyicilarin yuzeyinin
PNIPAAm ile bagarili bir sekilde kaplandigini gostermektedir.

59



Cizelge 4.2. PHEMA
degerlendiriimesi.

mikrotagiyicilar  icin  ATR-IR  spektrumlarinin

Dalga boyu (cm™) Aciklama
PHEMA

1718 -C=0 gerilmesi
1142 -C-O gerilmesi
PHEMA-g-NIPAAmM

1720 -C=0 gerilmesi
1646 Amid |

1538 Amid Il

4.2.1.2. XPS (X-ray Fotoelektron Spektroskopisi) analizi

PHEMA ve PNIPAAmM ile kaplanmigs PHEMA mikrotasiyicilarin yuzey atomik
bilesimi XPS teknigi ile belirlenmistir. Sekil 4.3 (a)da PHEMA mikrotasiyicilarin,
Sekil 4.3 (b)de ise PNIPAAm ile kaplanmis PHEMA mikrotasiyicilarin XPS

spektrumu verilmigtir.
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(b)

20000

MN1s

16000

Cls O1s

12000

T T T T T T
TEE 400 40 44 405 40E

5000 A

4000

200 300 400 500 a0
Baglanma Enerjisi (eV)

Sekil 4.3. XPS spektrumu (a) PHEMA mikroklreler (b) PNIPAAm-g-PHEMA
mikrotasiyicilar.

Bu spektrumlar (Sekil 4.3 a ve b) degerlendirildiginde, 286,8 eV'da C 1s
spektrumu ve 534,8 eV'da O 1s spektrumu gorulmektedir. PNIPAAm ile kaplama
yapildiktan sonra Sekil 4.3 (b)'de 402,8 eV’da N 1s spektrumu elde edilmigtir. Elde
edilen N 1s spektrumu PNIPAAmM’deki NH-C=0 yapisindan kaynaklanmaktadir.
Analiz sonucunda elde edilen PHEMA ve PNIPAAmM ile kaplanmis PHEMA

mikrotasiyicilarin yizey atomik bilesimi Cizelge 4.3’de verilmigtir.

Cizelge 4.3. PHEMA mikrokurelerin ve PNIPAAm ile kaplanmis PHEMA
mikrotasiyicilarin XPS lle elde edilmis yluzey atomik bilegimi.

Atom Orani (%)

Mikrotasiyici C 0] N N/C o/C
PHEMA 69,7 29,8 0,5 0,0073 0,427
PNIPAAmM-g-PHEMA 68,4 26,9 4,8 0,0700 0,393

PHEMA mikrokurelere ait XPS spektrumundan elde edilen % 0,5 N igeriginin
PHEMA’nin suspansiyon polimerizasyonunda kullanilan AIBN’den kaynaklanmis
olabilecegi dusunulmektedir. PHEMA mikrotasiyicilardaki O/C orani 0,427 olarak
hesaplanmistir. Bu deger, Kiremitci ve arkadaslarinin (1992) yaptigi ¢alismada
buldugu 0,437 degeri ile uyumludur. PNIPAAm ile kaplanan PHEMA
mikrotasiyicilardaki O/C orani ise 0,393 olarak elde edilmigtir. XPS analizi
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sonucunda; PHEMA-g-NIPAAm bilesimindeki O/C oraninin digmesi ve yapiya %
4,8 oraninda azotun katiimasi PHEMA’'nin PNIPAAm ile basarili bir gekilde

kaplandigini gostermektedir.
4.2.1.3. AFM (Atomik Gli¢ Mikroskobu) analizi

Sentezlenen PHEMA ve PNIPAAmM-g-PHEMA mikrotasiyicilarin yizey topografisi
AFM ile incelenmisti. PHEMA ve PNIPAAm-g-PHEMA mikrotagiyicilarin AFM
kullanilarak yapilan ylzey taramasinda farkli yuzey topografileri ve puruzltluk
degerleri elde edilmistir. Sekil 4.4’de verilen tu¢ boyutlu AFM goruntuleri PNIPAAmM
ile kaplanma sonrasi yuzeydeki farkhligi agik¢a ortaya koymaktadir.

a) b)

Sekil 4.4. Titresimli (tapping) modda alinan U¢ boyutlu AFM goéruntileri (a)
PHEMA mikrokire yluzeyi (b) PNIPAAmM-g-PHEMA mikroklre ylzeyi.

4.2.1.4. Taramal elektron mikroskop (SEM) analizi

PHEMA ve PHEMA-g-PNIPAAmM mikrotagiyicilarin morfolojisi ve yuzey ozellikleri
SEM fotograflari  kullanilarak degerlendirilmistir. Mikrotasiyicilarin ~ kuresel
morfolojisi ve ylzey 6zellikleri Sekil 4.5’de gdsteriimektedir. ATR-IR, XPS ve AFM
analizlerinin yaninda SEM gorintileri de ATRP yoéntemi ile yizeyin PNIPAAm ile
kaplanmasi igleminin bagarili oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.5. Yiuzey SEM fotograflari (a) PHEMA mikrokureler (b) PNIPAAm ile
kaplanmig PHEMA mikrotasiyicilar (Buyutme x 500) detay fotograflar igin
(Buyutme x 20000)’dir.

Sekil 4.5 (a)da PHEMA mikrokurelerin modifiye edilmemis yuzey goruntusu yer
almakta olup, bu mikrokurelerin PNIPAAmM ile kaplandiktan sonra ylzey
morfolojisindeki degdisim Sekil 4.5 (b)de godsteriimisti. PHEMA mikrokurelerin
yuzeyi duz ve puruzsuz iken ATRP teknigi ile kaplama sonrasinda mikrokurelerin
yuzeyinde belirgin bigimde puruzler olusmus ve bu purizler yuzeyde homojen bir

dagihm gostermigtir.
4.2.1.5. Mikrotasiyicilarin sisme ozellikleri

PNIPAAm ile kaplanmig PHEMA mikrotasiyicilarin, PBS ortaminda 37°C’den
25°C’ye ve 37°C’den 4°C’ye yapilan sicaklik degisimiyle géstermis oldugu sisme
davranisi optik mikroskopla incelenmigtir. Bu ortamin segilmesinin nedeni fizyolojik
pH’ya yakin olmasidir (pH=7,4). Ortalama c¢ap degerine sahip tek bir partiktlin
sisme ortamindaki optik fotograflari Uzerinden vyapilan degerlendirmeler
sonucunda sicakhga bagli olarak partikil capindaki degisimler belirlenmigtir.

Sonuglar Sekil 4.6’da grafiksel olarak verilmistir.
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Sekil 4.6. PHEMA mikrokurelerin PBS tamponundaki (pH=7,4) sisme
davraniglarinin sicaklikla degisimi (Olglimler 217 um capa sahip PHEMA partikdil
ve 222 um c¢apa sahip PNIPAAm-g-PHEMA  mikrotasiyicilar igin

gerceklestirilmigstir).

4°C’de PNIPAAm ile kapli mikrotasiyicilarin ortalama capi 238 um iken, sicaklik
37°C’ye cikartildiginda mikrotasiyicilarin ortalama ¢api 220 ym’ye dugsmustur. Bu
beklenilen ve hedeflenen bir durum olup, nedeni su sekilde agiklanabilir:
PNIPAAmM’in LCST degeri 32°C’dir (Heskins, 1968). PNIPAAmM bu sicakhgin
altinda hidrofilik 6zellik gosterir ve blnyesine su alarak siser. 32°C’nin Ustunde ise
hidrojen baglari kirilir ve komgu polimer zincirlerinin isopropil gruplari arasinda
hidrofobik etkilesimler meydana gelir. Bu durumda su yapidan uzaklasir. Buna

bagl olarak sismis yapinin yerini kati bir morfoloji alir.

Yapilan c¢aligmada sicaklik degisimiyle PNIPAAm ile kaplanmamis PHEMA
mikrotasiyicilarin boyutlarinda, sicaklik-duyarlilik 6zelligi tasimadiklarindan dolayi

belirgin bir degisiklik gdzlenmemigtir.

Ayrica yaklasik 200 kadar partikulin optik fotograflarindan kuru haldeki PHEMA
mikrokurelerin ve PNIPAAm ile kaplanmis mikrotasiyicilarin ¢api da hesaplanmis
olup, 25°C’'de kuru PHEMA mikrotasiyicilarin ortalama capi 217 um; ylzeyi
NIPAAm ile kaplanmis mikrotasiyicilarin gapi ise 222 ym olarak hesaplanmistir. iki
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mikrotasiyicinin ortalama c¢aplari arasindaki 5 um’lik fark yapidaki PNIPAAmM
kaplamanin varligini gostermistir.

PHEMA ve PHEMA-g-PNIPAAmM mikrotasiyicilara ait sisme deneyi verileri
literatirde daha 6nce yapilan benzer cailismalardaki sisme Ozellikleri verileri ile

karsilastirildiginda sonuglarin benzerlik teskil ettigi gorilmektedir (Kim ve ark.,
2003).

4.2.2. PNIPAAmM-g-dekstran mikrotasiyicilara  ait  karakterizasyon
calismalarinin sonugclari

PNIPAAmM-g-dekstran mikrotasiyicilara ait karakterizasyon galismalarinin sonuglari
asagida sirasiyla verilmistir.

4.2.2.1. FTIR-ATR (Fourier Transform Infrared-Attenuated Total Reflectance)
analizi

Calisma kapsaminda sentezlenen PNIPAAm-g-dekstran mikrotasiyicilarin
kimyasal yapisi ATR-IR spektrumlariyla incelenmistir. Sekil 4.7’de dekstran ve
PNIPAAm ile kaplanmis dekstran mikrotasiyicilara ait spektrumlar 4000-400 cm™
araliginda kargilastiriimali olarak sunulmustur.
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Sekil 4.7. ATR-IR spektrumu (a) PNIPAAm-g-dekstran mikrotasiyicilar (b)
Dekstran mikrokureler.

65



Bu spektrumlar degerlendirildiginde her iki spektrumda da temel piklerin ayni
oldugu goériilmektedir. Sekil 4.7 (a)da 1440 cm™"de gérillen —N-C=0O grubundan
kaynaklanan C-N gerilme titresimi ATRP reaksiyonundan sonra PNIPAAmM yapisini
destekleyen en karakteristik piktir. PNIPAAmM ile kaplanmamis dekstran
mikrotasiyicilarin spektrumunda (Sekil 4.7 b) bu pik gériimemektedir. ATR-IR
spektrumu dekstran mikrotasiyicilarin yuzeyinin PNIPAAm ile basaril bir sekilde
kaplandigini gostermektedir.

4.2.2.2. XPS (X-ray Fotoelektron Spektroskopisi) analizi

Dekstran ve PNIPAAm ile kaplanmis dekstran mikrotasiyicilarin yluzey atomik
bilesimi XPS teknigdi ile belirlenmigstir. Sekil 4.8 (a)da dekstran, Sekil 4.8 (b)'de ise
PNIPAAm ile kaplanmig dekstran mikrotagiyicilarin XPS spektrumu verilmigtir.
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Sekil 4.8. XPS spektrumu (a) Dekstran mikrokureler (b) PNIPAAm-g-dekstran
mikrotagiyicilar.
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Sekil 4.8 (a) ve Sekil 4.8 (b)deki spektrumlar, C 1s, N 1s ve O 1 s piklerinin
varhgini ve siddetini kargilastirmali olarak gostermektedir. Analiz sonucunda elde
edilen dekstran ve PNIPAAm ile kaplanmis dekstran mikrotasiyicilarin yuzey

atomik bilesimi Cizelge 4.4’de verilmektedir.

Cizelge 4.4. Dekstran mikroklrelerin ve PNIPAAmM ile kaplanmis dekstran
mikrotagiyicilarin XPS ile elde edilmig yuzey atomik bilesimi.

Atom Orani (%)

Mikrotagiyici C O N N/C o/C
Dekstran 56,8 43,2 <0,1 - 0,76
PNIPAAmM-g-dekstran 71,1 23,0 5,8 0,082 0,32

PNIPAAm ile kaplanmis dekstran mikrotasiyicilarin yapisindaki % 5,8 oranindaki
azot varligi yapidaki PNIPAAmM kaplamanin varligina isaret etmektedir. Dekstranin
yapisinda azot bulunmamaktadir. Dekstran mikrokurelerdeki O/C orani 0,76 olarak
hesaplanmigtir. PNIPAAm ile kaplanan dekstran mikrotasiyicilardaki O/C orani ise
0,32 olarak elde edilmigtir. XPS analizi sonucunda; PHEMA-g-dekstran
bilesimindeki O/C oraninin dismesi ve yapiya azot igeriginin eklenmesi dekstranin

PNIPAAm ile basarili bir gsekilde kaplandigini gostermektedir.
4.2.2.3. AFM (Atomik Gug¢ Mikroskobu) Analizi

Dekstran mikrokurelerin ve sentezlenen PNIPAAm-g-dekstran mikrotagiyicilarin
yuzey topografisi AFM ile incelenmistir. YUzey taramasinda her 2 yapiya ait farkli
yuzey topografileri ve purizlilik degerleri elde edilmistir. Sekil 4.9'da verilen g
boyutlu AFM goruntuleri PNIPAAm ile kaplanma sonrasi yuzeydeki farkhligr agikga
ortaya koymaktadir.
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(f)

Sekil 4.9. Titresimli (tapping modda) alinan ¢ boyutlu AFM goéruntuleri. Dekstran
mikrokure yuzeyleri (a)10 uym, (b) 5 um, (c) 500 nm. PNIPAAm-g-dekstran
mikrotasiyici yuzeyleri (d) 10 um, (e) 5 um, (f) 500 nm.
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4.2.2.4. Taramal elektron mikroskop (SEM) analizi

Dekstran ve PNIPAAm-g-dekstran mikrotasiyicilarin morfolojisi ve ylzey ozellikleri
SEM fotograflari kullanilarak incelenmistir. Mikrotasiyicilarin kuresel morfoloijisi,

boy/boy dagilimi ve yuzey 6zellikleri Sekil 4.10’da gosterilmektedir.

Sekil 4.10. Yuzey SEM fotograflari (a) Dekstran mikrokureler (Buyutme x 150); (b)
Dekstran mikrokureler (Buyutme x 511); (c) PNIPAAm ile kaplanmis dekstran
mikrokureler (Buyutme x 993); (d) PNIPAAm ile kaplanmis dekstran mikrokureler
(Buyutme x 1500).

Kuru halde rijit ve dizgun karesel morfolojiye sahip dekstran mikrokureler (Sekil
4.10 a ve b), yuksek sisme/bluzisme Ozelliklerine bagli olarak ATRP reaksiyonu
sirasinda morfolojik agidan degisime ugramakta ve oldukga farkli bir yapi

sergilemektedirler (Sekil 4.10 c ve d).
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4.2.2.5. Mikrotasiyicilarin sisme ozellikleri

PNIPAAm ile kaplanmis dekstran mikrokurelerin PBS tamponu iginde 37°C’den
25°C’ye ve 37°C’den 4°C’ye yapllan sicaklik degisimiyle gostermis oldugu sisme
davranisi optik mikroskopla goézlemlenmistir. Kirelerin ortalama c¢aplari, optik
fotograflar Gzerinden en az 200 klrenin c¢aplari sayilarak belirlenmigtir. Dekstran

mikrokurelerin sisme davraniglarinin sicaklikla degisimi Sekil 4.11°de verilmistir.
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Sekil 4.11. Dekstran mikrokurelerin PBS tamponundaki sisme davranislarinin
sicaklikla degigimi.

Kuru haldeyken 118 um ortalama g¢apa sahip olan mikrokureler, PBS igerisine
alindiklarinda yapilarindaki suyu seven hidroksil gruplarinin (-OH) suyla etkilesimi
sonucunda ortalama caplari 162 pm’ye c¢ikmistir. Kire igeren PBS ortaminin
sicakhgi sirasiyla 37°C’den 25°C’ye ve 37°C’den 4°C’ye dusuruldugunde,
dekstran kurelerin yapilarinda sicakliga kargi duyarli gruplar bulunmadigindan
ortalama caplarinda belirgin bir degisiklik gézlenmemigtir. PNIPAAmM kaplanmig
dekstran mikrotasiyicilarda ise PNIPAAmM'’in igerdigi aminopropil gruplari nedeniyle
mikrotagiyicilar ortamdaki suyu yapilarina alarak sismektedirler. Bu sicakhgin
ustindeyse vyapidaki metil gruplari baskin hale gegerek mikrotasiyicilar
hidrofobiklesmekte ve mikrotasiyicilarin  blzusmelerine neden olmaktadir.
Dolayisiyla PNIPAAm kapl dekstran mikrokarelerin ortalama ¢aplari 37°C’de 152
Mm iken, sicaklik 25°C ve 4°C’ye dusuruldaginde ise kurelerin ortalama c¢aplari

sirasiyla 162 ym ve 166 pm’ye cikmigtir. Yapilan sicakliga bagl sisme deneyleri
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sonucunda bu ortalama ¢ap degisiminin sicaklik 25°C’den 37°C’ye cikartildiginda
tekrar 152 pm’ye dustugunlu ve neticede faz degisiminin tersinir oldugu

g6zlemlenmistir.

4.2.3. PNIPAAm-g-PVA mikrotasiyicilara ait karakterizasyon caligmalarinin

sonuglari

PNIPAAmM-g-PVA mikrotagiyicilara ait karakterizasyon c¢alismalarinin sonuglari

asagida sirasiyla verilmigtir.

4.2.3.1. FTIR-ATR (Fourier Transform Infrared-Attenuated Total Reflectance)

analizi

Calisma kapsaminda sentezlenen PNIPAAmM-g-PVA mikrotagiyicilarin kimyasal
yapisi ATR-IR spektrumlariyla incelenmistir. Sekil 4.12°de VA-hidroksi ve
PNIPAAm ile kaplanmis VA-hidroksi mikrokiirelere ait spektrumlar 4000-400 cm™

araliginda kargilastiriimali olarak sunulmustur.
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Sekil 4.12. ATR-IR spektrumu (a) PVA mikrokireler (b) PNIPAAmM-g-PVA
mikrotasiyicilar.

Spektrumda (Sekil 4.12) 3200 ile 3550 cm™ arasinda gériilen genis absorpsiyon
bandi, VA-hidroksi mikrokurelerin yapisinda bulunan hidroksil (-OH) gruplarindaki
intermolekller ve intramolekller hidrojen badglarindan kaynaklanmaktadir.
PNIPAAm ile kaplamadan sonra elde edilen ATR-FTIR spektrumunda (Sekil 4.12
b), hidroksil (-OH) gruplarina bagli olarak yukarida bahsedilen dalga boyu
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araligindaki pikin siddetinde belirgin bir azalmanin gdzlemlenmesi, 1540 cm™ ve
1650 cm™ dalga boylarinda gériilen yeni amid | ve amid Il pikleri, VA-hidroksi
mikrokureler Gzerinde bulunan hidroksil gruplari tdzerinden PNIPAAmM’'In ATRP ile

basarili bir sekilde ylzeye kaplandigini kanitlamaktadir.
4.2.3.2. XPS (X-ray Fotoelektron Spektroskopisi) analizi

VA-hidroksi ve PNIPAAmM ile kaplanmis VA-hidroksi mikrotasiyicilarin yuzey
atomik bilesimi XPS teknigi ile belirlenmistir. Sekil 4.13 (a)da VA-hidroksi
mikrokdrelerin, Sekil 4.13 (b)de ise PNIPAAmM ile kaplanmis VA-hidroksi

mikrotasiyicilarin XPS spektrumu verilmistir.
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Sekil 4.13. XPS spektrumu (a) PVA mikroklreler (b) PNIPAAmM-g-PVA
mikrotasiyicilar.
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Sekil 4.13 (a) ve Sekil 4.13 (b)’deki spektrumlardaki C1s, N1s ve O1s piklerinin
varligi ve pik siddetlerindeki degisimler karsilastiriidiginda yuzeydeki PNIPAAmM
kaplamanin varhigi kanitlanmaktadir. Analiz sonucunda elde edilen yuzey atomik

bilesimleri Cizelge 4.5’de verilmektedir.

Cizelge 4.5. VA-hidroksi ve NIPAAm ile kaplanmis PVA mikrotasiyicilarin XPS ile
elde edilen ylzey atomik bilesimi.

Atom Orani (%)

Mikrotagiyici C O N N/C o/C
PVA 68,8 18,8 12,4 0,18 0,27
PNIPAAmM-g-PVA 67,9 21,2 10,9 0,16 0,31

VA-hidroksi mikrokureler, vinil asetat-divinil etilen Ure kopolimeri yapisinda
olduklarindan, drenin varligindan kaynaklanan yuksek azot icerigine (% 12,4)
sahiptirler. Yuzeyin PNIPAAm ile kaplanmasi sonucunda, yuzeydeki azot

oranindaki azalma (% 10,9 degeri) kaplamanin gerceklestiginin kanitidir.

4.2.3.3. AFM (Atomik Gu¢ Mikroskobu) Analizi

VA-hidroksi ve sentezlenen PNIPAAmM-g-PVA mikrotasiyicilarin ylizey topografisi
atomik glc¢ mikroskobu ile belirlenmistir. Sekil 4.13'de verilen ¢ boyutlu AFM
goruntuleri PNIPAAm ile kaplanma sonrasi yuzeyde meydana gelen topografik

farklihgi acikca ortaya koymaktadir.
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(f)

Sekil 4.14. Titresimli (tapping) modda alinan U¢ boyutlu AFM gdéruntuleri. PVA
mikrokure yuzeyleri (a) 10 uym, (b) 5 pm, (c) 500 nm. PNIPAAm-g-PVA
mikrotasiyici yuzeyleri (d) 10 um, (e) 5 um, (f) 500 nm.
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4.2.3.4. Taramali elektron mikroskop (SEM) analizi

PVA ve PNIPAAmM-g-PVA mikrotasiyicilarin morfolojisi ve yuzey 6zellikleri SEM
fotograflari kullanilarak incelenmigtir. Mikrotasiyicilarin kiresel morfolojisi ve ylzey

Ozellikleri Sekil 4.15°'de gosterilmektedir.

1 ] Mag= 200X EWT=15.00kV Signal A=SE1 Sample 10 = VAKX ’lMl Mag= 200 KX EMT=1500kV Signal A=SE1 Sample 1D = VAK

(a) (b)

1 10pm
FE"" Mags 1.00 KX EHT = 15.00 kV Signal A = SE1 Sample 10 = VA-NPA L Mag= 2,00 KX EHT = 15.00 kY Signal A = $€1 Sample 10 = VA-NPA

(c) (d)

Sekil 4.15. Yuzey SEM fotograflari (a), (b) PVA mikrotasiyicilar (c), (d) PNIPAAmM
ile kaplanmis PVA mikrotasiyicilar (a) (Buyutme x 200) (b) (Buyutme x 2000) (c)
(Buyutme x 1000) (d) (Buyutme x 2000) detay fotograflar igin (Buyltme x
30000)’dir.

Sekil 4.15 (b)’'de goérilen VA-hidroksi mikrokurelerin ylzeyi purizsiz ve diz iken,
Sekil 4.15 (d)'de gorilen ATRP ile PNIPAAm kaplanmig mikrokurelerin ylzeyinde

puruzll yapilar olusmus ve bu purizler yuzeyde homojen bir dagihim gostermistir.
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SEM fotograflari, ATRP ile PNIPAAmM’In VA-hidroksi yluzeylere kaplandigini
gOstermektedir.

4.2.3.5. Mikrotasiyicilarin sisme ozellikleri

PNIPAAm ile kaplanmis VA-hidroksi mikrokurelerin PBS tamponu icinde 37°C’den
25°C’ye ve 37°C’den 4°C’ye yapilan sicaklik degisimiyle géstermis oldugu sisme
davranisi optik mikroskopla gobzlemlenmistir. Kurelerin ortalama ¢aplari, optik
fotograflar Uzerinden en az 200 kurenin gaplari sayilarak belirlenmistir. VA-hidroksi

mikrokurelerin sisme davraniglarinin sicaklikla degisimi Sekil 4.16’da verilmistir.
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Sekil 4.16. PVA mikrokurelerin PBS tamponundaki (pH=7,4) sisme davranislarinin
sicaklikla degisimi.

Kuru haldeyken 80 pm olan mikrokureler, PBS igerisine alindiklarinda
yapilarindaki suyu seven hidroksil gruplarinin (-OH) suyla etkilesimi sonucunda
ortalama caplari 141 pm’ye ¢ikmistir. Kire iceren PBS ortaminin sicakligi sirasiyla
37°C'den 25°C’ye ve 37°C’den 4°C’ye dusuruldugunde, VA-hidroksi kurelerin
yapilarinda sicakhida karsi duyarli gruplar bulunmadigindan ortalama c¢aplarinda
belirgin  bir degisiklik gdzlenmemistir. PNIPAAmM kaplanmis VA-hidroksi
mikrotagiyicilarda ise PNIPAAmM’In igerdigi aminopropil gruplari nedeniyle
mikrotasiyicilar ortamdaki suyu yapilarina alarak sigsmektedirler. Bu sicakhgin
ustindeyse vyapidaki metil gruplart baskin hale gegerek mikrotasiyicilar
hidrofobiklesmekte ve mikrotasiyicilarin  blzismelerine neden olmaktadir.
Dolayisiyla PNIPAAm ile kapli VA-hidroksi mikrokurelerin ortalama ¢aplari 37°C’de

132 pm iken, sicaklik 25°C ve 4°C’ye dusuruldigunde ise kurelerin caplari
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sirasiyla 142 ym ve 145 ym’ye ¢ikmistir. Yapilan sicakliga bagli sisme deneyleri
sonucunda bu ortalama ¢ap degisiminin sicaklik 25°C’den 37°C’ye c¢ikartildiginda
tekrar 132 pm’ye dustuguni ve neticede faz degisiminin tersinir oldugu

g6zlemlenmistir.

4.3. Hucre Kiltiiri Galigmalari

Sentezlenen mikrotaslyicilar ile yapilan hidcre kualtird calismalari iki asamada
gerceklestirilmistir. ilk olarak statik kiltiir kosullarinda calisiimis, daha sonra
yapilan calismada ise statik kulturin yani sira karistirmali reaktor kullanilarak

dinamik kultar kogullari da saglanmistir.
4.3.1. Hiicre se¢imi ve karakterizasyonu

Hucre kdltar c¢alismalari farkl morfolojiye sahip 2 tir hidcre hatti ile
gerceklestiriimistir. Fibroblastik ve epitel morfolojilere sahip bu 2 hiicre hattinin
kullaniimasiyla, mikrotasiyicilara yapisma ve yuzeyden kopma agisindan hicre

morfolojisinin etkisinin kargilastiriimasi da mumkuan olmustur.
4.3.1.1. L929 fare fibroblast hiicrelerinin karakterizasyonu

L929 fare fibroblast hlcreleri hemositometrik yontemle sayiimis ve elde edilen
veriler kullanilarak hucrelerin 6zgul Ureme hizi ve ikilenme suresi hesaplanmistir.
Sekil 4.17°de L929 fare fibroblastlar igin Ureme edrisi sunulmaktadir. Gecikme
fazinin goézlenmedigi Ureme surecinde, Ustel Uremenin 72. saate kadar devam
ettigi, 72. saatten sonra hiicre Gremesinin durgun faza gectigi gértlmusttr. Bu egri
kullanilarak hesaplanan 6zgiil ireme hizi 0,02 sa™ ve ikilenme siiresi 32 sa olarak

bulunmustur.
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Sekil 4. 17. L929 fare fibroblast hicrelerinin ireme egrisi (Baslangi¢ hicre
konsantrasyonu: 4x10* hiicre/mL’dir).

Hucrelerin mitokondriyal aktiviteleri ise MTT analizi ile belirlenmistir. Sekil 4.18’de
acikga goruldugua gibi, 72. saate kadar L929 fare fibroblast hucrelerinin
mitokondriyal aktivitelerini surdurdukleri bulunmustur. 72. saatten sonra hucrelerin
ureme aktivitesinin dustugu ve durgun fazi takiben 120. saatte 6lum fazina

gegtikleri gorulmustar.

1.6

1.2

absorbans

0.4

0 20 40 60 80 100 120 140 160

zaman (saat)

Sekil 4.18. L929 fibroblastlarin mitokondriyal aktivitelerinin MTT deneyleri ile
izlenmesi (Baslangic hiicre konsantrasyonu: 4x10* hiicre/mL’dir).
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Hucrelerin durgun kultir ortamindaki morfolojileri ise Giemsa ile boyamanin
ardindan optik mikroskop ile incelenerek goérintilenmistir. Sekil 4.19'da tipik

fibroblastik goruntlye ait optik fotograflar yer almistir.

Sekil 4.19. L929 fare fibroblasti hiicrelerinin Giemsa ile boyanmis goéruntileri (a)
Blyutme x 20 (b) Blyutme x 40.

4.3.1.2. HS2 keratinositlerin karakterizasyonu

Epitel morfolojiye sahip, insan saglikli deri biyopsisinden hazirlanan HS2 hicre
hattinin durgun kultirdeki floresan boyama sonrasi c¢ekilmis goéruntileri Sekil
4.20’de verilmistir. Kirmizi  kisimlar hucre c¢ekirdegini, yesiller ise aktin
filamentlerini gostermektedir. Fotograflardan hucrelerin  tipik epitel hucre
karakteristigi olan “kaldirm tasi” seklinde bir vyapilanma sergiledikleri
gorulmektedir. Kulturun ilerleyen gunlerinde yuzeydeki hucrelerin sayilarinin arttigi
ve 5. gunde kultir kabinin ydzeyinin hucrelerce tamamen kaplandigi

gorulmektedir.

1. Gin 2. Gun_

7. ¥(a) s AN P 5L
Sekil 4. 20. HS2 keratinositlerin TCPS ylzey Uzerindeki floresan mikroskop
goruntuleri (a) 1.gun (b) 2. gun (c) 5. gun (Buyutme x 20).
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Sekil 4.21’de hemositometrik sayim sonucu elde edilen hiicre Ureme egrisi
gorilmektedir. Ureme egrisinden 6zgill Gireme hizi 0,299 giin™' ve ikilenme siiresi

55 sa olarak hesaplanmigtir.

3000000 -

Hiicre/mi

Zaman (Glin)

Sekil 4. 21. HS2 keratonisitlere ait Greme egrisi.

4.3.2. PHEMA ve PNIPAAmM-g-PHEMA mikrotasiyicilar ile yapilan hiicre

kiiltiirii galigmalari
4.3.2.1. Statik hucre kultiiri galismalari

PHEMA ve PNIPAAmM-g-PHEMA mikrotasiyicilar ile yapilan statik hucre kalturi
calismalarinda L929 fare fibroblast hicreleri kullaniimistir. PHEMA, biyouyumlu
Ozelliginin yanisira oldukga hidrofilik bir polimerdir. Hidrofilik polimerlerde ylzeyde
bir su tabakasi olustugundan proteinlerin yuzeye absorblanmasi engellenmektedir.
Bu nedenle bu tip yuzeylerde hucre yapismasi etkin bir sekilde
saglanamamaktadir. Optik mikroskop altinda yapilan incelemelerde, beklenildigi
gibi, PHEMA mikrotasiyicilara hicrelerin yapismadidi goézlenmigstir (Sekil 4.22 a).
Ancak yuzeyin PNIPAAm ile kaplanmasi ile yuzeyin yikiu (amin gruplarindan
kaynaklanan) ve islatilabilirligi degistirilmis ve bu yuzeylerde etkin bir sekilde hlcre
yapismasinin gerceklestigi gorulmastar (Sekil 4.22 b ve c). Hucrelerin
mikrotasiyici ylzeyinin tamamini kaplamis olmasi (Sekil 4.22 d), kaplamanin
homojen oldugunu kanitlamaktadir. Hiicre morfolojisini daha iyi gérmek amaciyla
kristal viyole boyanmasi gercgeklestiriimis ve hucrelerin mikrotasiyici yuzeyinde de

fibroblastik morfolojilerini koruduklari belirlenmistir (Sekil 4.22).
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Sekil 4. 22. 1929 fibroblastik hicrelerin PHEMA bazli mikrotasiyici kulttrlerdeki
optik goéruntuleri (a) PHEMA (5. gun, 20x), (b), (c) PNIPAAm-g-PHEMA (5. gln,
20x), (d) PNIPAAm-g-PHEMA (5. gin, 40x), (e), (f) PNIPAAm-g-PHEMA
mikrotagiyicilar Uzerinde kristal viyole ile boyanmis L929 fibroblastlarin optik
mikroskop goruntusu (e, x20; f, x40).
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Sekil 4.23'de L1929 fibroblastlar ile inkibe edilmis PNIPAAmM-g-PHEMA
mikrotasiyicilarin SEM goruntuleri verilmigtir. SEM fotograflari da, mikrotasiyici
kultarlerde hucrelerin morfolojisinin korunarak, ylUksek kapasitede hucre Uretimi

saglandigini gostermektedir.

— Magr YME L [re— T IFT= S00MY Sgralketfn  tarplalde

Sekil 4.23. Hicre kdltdrindn 5. gininde L929 fare fibroblastlarinin PNIPAAmM-g-
PHEMA mikrotasiyicilar Gzerindeki SEM goruntuleri (Buyutme x 750).

Hucreleri PNIPAAmM-g-PHEMA mikrotagiyicilarin yuzeyinden ayirma
calismalarinda mikrotasiyicilarin  sicakhk-duyarhilik  6zellikleri ~ kullaniimistir.
37°C’de PNIPAAm, yapisindaki izopropil gruplarinin etkilesimi nedeniyle hidrofobik
Ozellik gostermis ve hucre yapismasina izin vermigtir. Hucreler mikrotagiyici
yuzeyinde doygunluga (confluency) ulastiginda mikrotasiyicilar +4°C’de bekleyen
serumsuz besi ortami icerisine alinmis ve +4°C’de 15 dakika bekletilmigtir.
Hucrelerin mikrotasiyicilarin  ylzeyinden ayriliglari optik mikroskop altinda
incelenmistir (Sekil 4.24).

%o

. | 1!
Y lzeyden aynlan hiicreler

Sekil 4.24. Huicre kaltirinuin 5. gununde L929 fare fibroblastlarinin sicaklik
etkisiyle (+4 °C, 15 dk.) PNIPAAmM-g-PHEMA mikrotasiyicilarin ylzeyinden ayriligi
(20x).
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4.3.2.2. Dinamik hucre kiltiura ¢aligmalari

PHEMA ve PNIPAAmM-g-PHEMA mikrotasiyicilar ile yapilan dinamik hicre kaltlra
calismalarinda epitel morfolojideki HS2 keratinositleri kullaniimistir. Dinamik hiicre
kltir kosullari karistirmali reaktér kullanilarak saglanmigtir. Oncelikle HS2
keratinositlerin PNIPAAm-g-PHEMA mikrotagiyicilar tzerindeki morfolojisi SEM ile

incelenmigtir. Hucrelerin mikrotagiyici yuzeyine yapisip yayildiklari ve karakteristik

morfolojilerini sergiledikleri belirlenmistir (Sekil 4.25).

(a)

Sekil 4.25. HS2 keratinositlerin PNIPAAmM-g-PHEMA mikrotagiyicilar Uzerindeki

SEM goruntist (5. gun) (a) (Buyutme x 10000) (b) (Buyutme x 10000) detay
fotograflar icin (Buyutme x 20000)’dir.
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Reaktor igcerisinden alinan oOrnekler floresan boyalar ile boyanmisg, hucrelerin
morfolojileri ve mikrotasiyicilar yuzeyindeki dagilimlari floresan mikroskobunda
incelenmistir (Sekil 4.26).

Sekil 4.26. Propidyum iyodur/Aleksa flor ile boyanmigs HS2 keratinositlerin (a)
PHEMA, (b) PNIPAAm-g-PHEMA (statik), (c), (d), (e) PNIPAAm-g-PHEMA
(reaktdr) mikrotasiyicilar Uzerindeki floresan mikroskop goruntileri.

Propidyum iyodur/Alexa Fluor 488 phalloidin kullanilarak gergeklestirilen ikili

boyamada hicre c¢ekirdegi kirmizi, hicre iskeleti ise yesil boyanmistir. Kontrol
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grubu olarak statik kultir kosullarinda tutulan mikrotasiyicilar kullaniimigtir. Sekil
4.26’da da goruldugu uzere L929 hucrelerinden farkli olarak HS2 hucrelerinin az
saylda da olsa PHEMA mikrotagiyicilarin da yuzeyine yapismis olduklari
gorulmektedir. Reaktor icerisinden alinan érneklerin ylzeyinde, statik drneklere
oranla, hucrelerin ¢ok daha yogun oldugu gortulmektedir. Bu durumun dinamik
kogullarin  3-boyutlu hicre buyumesine izin vermesinden kaynaklandigi

dusunulmektedir.

Mikrotasiyici yuzeyindeki hicre canlihdir MTT testi ile belirlenmistir. Sekil 4.27°de
verilen grafige gobre, en yuksek hucre canhhidl reaktor icerisindeki
mikrotasiyicilarda gorulmustir. Elde edilen sonuglarin floresan goruntilerini

destekledigi belirlenmistir.

MTT ANALIZi
2,5
2 | *
E ‘{
c
E 1,5 1 FUArE
P ;
Y 4 & PHEMA/PNIPA (statik)
§ bovee o PHEMA/PNIPA (reaktor)
g 4.
o
@
]
<
0,5 -
o
2 4
Zaman (giin)

Sekil 4.27. MTT testi ile mikrotasiyicilar Uzerindeki HS2 hicrelerinin canhliklarinin
kargilastiriimasi.

Hucrelerin  PNIPAAmM-g-PHEMA mikrotasiyicilarin  yuzeyinden ayrilmasinda
oncelikle mikrotasiyicilarin  sicaklik-duyarlik  6zellikleri  kullaniimig ve L1929
fibroblast hucreleri ile yapilan galismadaki yontem izlenmigtir. Ayrica tripsinizasyon
yontemi de kullaniimis ve her iki yontem karsilastiriimistir. Sekil 4.28’de hicrelerin

mikrotasiyici ylzeyinden ayrilislari optik olarak gorintilenmigtir.
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(a) (b)

Sekil 4.28. HS2 Kkeratinositlerinin  PNIPAAm-g-PHEMA mikrotasiyicilarinin
yuzeyinden (a) sicakhgin etkisiyle (+4 °C, 15 dk.) ve (b) tripsinizasyon ile
ayriimasi.

Her iki yontemde de elde edilen hicreler TCPS ylzeylere ekilmis ve 48 sa
sonunda hemositometrik olarak sayilmiglardir. Sicaklik-duyarli etki ile hiicre yuzey
etkilesimleri koparken, hucre-htcre etkilesimleri blyuk oranda korunmaktadir.
Ancak tripsin, proteolitik etkisiyle her iki etkilesimi de bozdugundan, hucreler daha
etkin bir sekilde yuzeyden ayriimislardir. Cizelge 4.6’da mikrotasiyicilarin
yuzeyinden ayrilan HS2 keratinositlerin TCPS yuzeylerdeki kulttrlerinden elde

edilen hemositometrik sayim sonuglari (2. gun) verilmigtir.

Cizelge 4.6. Mikrotasiyicilarin yuzeyinden ayrilan HS2 keratinositlerin TCPS
yuzeylerdeki kilturlerinden elde edilen hemositometrik sayim sonuglari (2. gin).

Mikrotasiyici +4 °C, 15 dak. Tripsinizasyon
(hiicre/mL) (hiicre/mL)

PNIPAAm-g-PHEMA 5,0 x 10* 4,4 x 10°

(statik)

PNIPAAm-g-PHEMA 8,0 x 10* 7,7 x 10°

(reaktor)

Ulasilan sonuglarin ve gozlemlerin 1g1ginda hucrelerin yuzeyden kopariimasi ile
ilgili olarak su yorum yapilabilir. Hucredeki sekilsel degisim, metabolitik enerjinin
harcanmasi sonucu gergeklesmektedir. Polimerin  hidrasyon derecesinin
degismesi hucrelerin koparilmasi i¢in onemli bir baglangi¢ uyarisi olusturarak,
kopariimayi induklemektedir.
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Bir materyal yuzeyine hiucre vyapigsmasi iki basamakli bir proses olarak
disindlebilir. ik basamak, hiicre membrani ile materyal yiizeyi arasindaki

fizikokimyasal etkilesimlerin kompleks kombinasyonu ile kontrol edilmektedir.

Fizikokimyasal etkilesimler hidrofobik, kulombik etkilesimler ve van der Waals
kuvvetleri olabilir ve bu proses de "pasif yapisma" olarak adlandirilir. Yapisan
hicreler kuresel formda olup, membranlar ile tutunduklari materyal arasindaki
arayuzeyi kararli hale getirmek Uzere metabolik enerjilerini harcayarak yuzeye
yayllmaya baslarlar ve fibroblastik morfolojiye ulagirlar (Sekil 4.29). Yizeyden

koparilma da ayni mekanizmayla, ancak ters yonde gergeklesmektedir.

N yapisma aktif proses ATP
'.___ F
- el
‘_ 1_ -y e =
kopma ATP

Sekil 4.29. Materyal yuzeyine hiicre yapismasi veya yuzeyden kopariimasina ait
mekanizma

Hucrelerin  Uzerinde Uredikleri polimerin hidrasyon derecesinin degismesi
hlcrelerin  yuzeyden koparilmasi igin onemli bir indukleyici etki olmustur.
Sentezlenen hidrojelin hidrofilisitesinin azalan sicaklk ile artmasi hucrelerin
yuzeyden kopmasi igin bir uyari olustursa da, sicakligin dusmesiyle hicresel
metabolizmada meydana gelen disus nedeniyle koparilan hicre yuzdesi daha

dusuk olmustur.

Sicaklik-degisimi tripsinizasyon kadar yuksek verim saglamasa da, yontemlerin
hucrelere verdigi zarar dikkate alindiginda, Onerilen yontemin 6nemi

belirginlesmektedir.

Mikrotasiyicilarin yuzeyinden ayrilan ve TCPS yuzeylerde kiltirlerine devam
edilen HS2 keratinosit hlcreleri ayrica optik mikroskop altinda incelenmis ve

hdcrelerin morfolojilerini devam ettirdikleri belirlenmigstir (Sekil 4.30).
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(b)

Sekil 4.30. Mikrotagiyicilarin yuzeyinden (a) sicakhgdin etkisiyle (+4°C, 15 dak.),
(b) tripsinizasyon ile ayrilan hucrelerin TCPS ylzeylerdeki optik mikroskop
goruntaleri (2. gun).

Hucre kultir calismalariyla elde edilen bu sonuglar, PNIPAAmM-g-PHEMA
mikrotasiyicilarin 6zellikle dinamik kosullarda hicre Uretimi igin uygun oldugunu ve
sicaklik etkisiyle hucrelerin yuzeyden kaldirilabildiklerini gostermistir. Ayrica hicre

morfolojisinin de Uretimi etkileyecedi sonucuna variimistir.
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5.GENEL SONUCLAR

Sunulan tez kapsaminda hayvansal hucre kultir teknolojisinin gesitli agsamalarinda
kullaniimak Uzere sicaklik-duyarli mikrotasiyicilarin  sentezi, karakterizasyonu,
sicaklik-duyarhliklarinin  saptanmasi ve hayvansal hicre kultlir sistemlerinde
kullanilabilirliklerine  yonelik bulgularin elde edilmesine c¢alisiimistir. Calisma

kapsaminda elde edilen 6nemli bulgular agagida 6zetlenmigtir.

e Calismanin ik kisminda, yuzeyine PNIPAAm asilanmis PHEMA
[PNIPAAmM-g-PHEMA {poli(hidroksietilmetakrilat)}] mikrotasiyicilar, ylizeyine
PNIPAAm asilanmis dekstran (Sephadex) [PNIPAAm-g-dekstran]
mikrotagiyicilar ve yluzeyine PNIPAAm agilanmis vinil asetat-hidroksi (VA-

hidroksi) [PNIPAAmM-g-PVA] mikrotasiyicilar sentezlenmistir.

e PNIPAAmM-g-PHEMA, mikrotasiyicilar  iki asamali  bir  prosesle
sentezlenmigtir. Birinci asamada suspansiyon polimerizasyonu yontemiyle
PHEMA mikrokiireler sentezlenmistir. ikinci basamakta ise bu

mikrokurelerin yuzeyine ATRP yontemiyle PNIPAAm polimeri asilanmistir.

e FTIR-ATR analizlerinden elde edilen sonuglarda, yuzeyi PNIPAAm ile
kaplanarak modifiye edilmis PHEMA mikrotasiyicilarda PNIPAAM’in
yapisindan kaynaklanan Amid | ve Amid Il bandlarinin varligi saptanmigtir.
Bromlama islemi ve ATRP reaksiyonundan sonra 1720 cm™de gdriilen
pikin siddetinin bromlama isleminde kullanilan 2-bromoizobutrilboromur

varligi nedeniyle arttigi gorulmustar.

e XPS analizinde PHEMA mikrokirelere ait spektrumdan elde edilen yuzey
atomik bilesimi degerleri, PNIPAAm ile kaplanan PHEMA mikrotasiyicilarin
yuzey atomik bilesimi degerleri ile karsilastirildiginda yapiya %4,8 oraninda
azotun katilmasi PHEMA mikrokdrelerin PNIPAAm ile basarili bir sekilde

kaplandigini gostermigtir.

e SEM ve AFM analiz sonuglari, PNIPAAm ile kaplama sonrasi,
mikrotasiyicilarin ylzey topografilerinin ve purtzltliklerinin énemli olgtde

degistigini gostermistir.
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Sisme deneylerinden elde edilen sonuglarda, ortam sicakligi 4°C’den
37°C’ye cikartildiginda PHEMA mikrotasiyicilarin ortalama c¢aplarinda
herhangi bir degisim gozlemlenmezken, PNIPAAmM kapli mikroklrelerin
ortalama ¢apl 238 um’den 220 ym’ye dusmustur. PHEMA-g-PNIPAAmM
mikrokurelerin sicakhga bagl olarak sisme-buzisme 06zelligi gostermesi,
PNIPAAM’In  PHEMA mikrotasiyicilar Uzerine basarii  bir  sekilde

kaplandigini gostermigtir.

Ticari olarak temin edilen dekstran (Sephadex G50) mikrokirelerin
yuzeyine ATRP yontemiyle PNIPAAmM polimeri agilanarak, PNIPAAmM-g-
dekstran mikrotaslyicilar sentezlenmistir.

FTIR-ATR analizlerinden elde edilen sonuglarda, yuzeyi PNIPAAmM ile
kaplanarak modifiye edilmis dekstran mikrotasiyicilarin spektrumunda 1440
cm™de -N-C=O grubundan kaynaklanan C-N geriime titresimine ait

PNIPAAmM’in yapisini destekleyen karakteristik pik gorualmustir.

XPS analizlerinden elde edilen sonucglarda, dekstran mikroklrelere ait
spektrumdan elde edilen ylzey atomik bilesimi degerleri, PNIPAAmM ile
kaplanan dekstran mikrotasiyicilarin ylzey atomik bilesimi degerleri ile
karsilastinldiginda yapiya %5,8 oraninda azotun katiimasi dekstran

mikrokurelerin PNIPAAm ile basarih bir sekilde kaplandigini gostermistir.

SEM ve AFM analizlerinden elde edilen sonuglarda, dekstran ve PNIPAAmM
ile kaplanarak yuzeyi modifiye edilmis dekstran mikrotasiyicilar i¢in farkh
yuzey topografileri ve puaruzlilik degerleri elde edilmigtir. Dekstran
mikrokurelerin ylksek sisme/bluzisme Ozelliklerinden dolayi, ATRP teknigi
ile kaplama sonrasinda morfolojik agidan degisime ugrayarak farkli bir yapi

sergiledikleri gorulmuastur.

Sisme deneylerinden elde edilen sonuglarda, ortam sicakhigi 4°C’den
37°C’ye c¢ikartildiginda dekstran mikrotasiyicilarin ortalama c¢aplarinda
herhangi bir degisim gozlemlenmezken, PNIPAAm kapli mikroklrelerin
ortalama ¢api 166 pm’den 152 pm’ye dusmustir. PHEMA-g-dekstran

mikrokdrelerin sicakhga bagl olarak sisme-buzisme 06zelligi gdstermesi,
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PNIPAAM’In  dekstran mikrotasiyicilar Uzerine basarili  bir sekilde

kaplandigini gostermigtir.

Ticari olarak temin edilen poli (vinil asetat-hidroksi) mikrokurelerin yuzeyine
ATRP yontemiyle PNIPAAm polimeri asilanarak, PNIPAAmM-g-PVA

mikrotagiyicilar sentezlenmistir.

FTR-ATR analizlerinden elde edilen sonuglarda, yuzeyi PNIPAAmM ile
kaplanarak modifiye edilmis VA-hidroksi mikrotasiyicilarda 1540 cm™ ve
1650 cm™"de dalga boylarinda gériilen Amid | ve Amid Il bandlarinin varligi
PVA mikrokureler Gzerinde bulunan hidroksil gruplari Uzerinden

PNIPAAM’In ATRP ile ylzeye kaplandigini géstermistir.

XPS analizlerinden elde edilen sonuglarda, VA-hidroksi ve PNIPAAm ile
kaplanarak yuzeyi modifiye edilmis VA-hidroksi mikrokurelere ait
spektrumlardaki C1s, N1s ve O1s piklerinin varligi ve pik siddetlerindeki
degisimler karsilastirilarak, kaplamadaki PNIPAAm varligi kanitlanmistir.

SEM ve AFM analizlerinden elde edilen sonuglarda, VA-hidroksi ve
PNIPAAm ile kaplanarak vyizeyi modifiye edilmis VA-hidroksi
mikrotagiyicilar igin farkll yuzey topografileri ve puruzliluk degerleri elde

edilmistir.

Sisme deneylerinden elde edilen sonuglarda, ortam sicakhigi 4°C’den
37°C’ye cikartildiginda PVA mikrotasiyicilarin ortalama ¢aplarinda herhangi
bir degisim gozlemlenmezken, PNIPAAmM kapli mikrokurelerin ortalama ¢api
145 pym’den 132 ym’ye dusmustar. PHEMA-g-PVA mikrokurelerin sicakliga
baglh olarak sisme-buzigsme 06zelligi gostermesi, PNIPAAmM'in PVA

mikrotasiyicilar Gzerine basarili bir sekilde kaplandigini gostermigtir.

Calismanin ikinci kisminda, sentezlenen mikrotasiyicilar ile statik ve
dinamik hucre kultur calismalari gergeklestirilmistir. Statik kultar galigmalar
sonunda PNIPAAmM-g-PHEMA mikrotagiyicilar disindaki mikrotasiyicilarin

hicre yapismasi ve Uuremesini istenilen dizeyde desteklemedigi
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belirlenmistir. Bu nedenle dinamik kultur ¢alismalari yalnizca PNIPAAmM-g-

PHEMA mikrotagiyicilar ile yarutalmustar.

Hucre kaltdr calismalarinda farkli morfolojiye sahip 2 tir hicre hatti ( L929
fare fibroblast hucreleri ve HS2 insan keratinositleri) kullanilarak,
mikrotasiyicilara yapisma ve yuzeyden kopma agisindan hicre

morfolojisinin etkisi karsilastiriimigtir.

L929 fare fibroblast hlcreleri icin Ureme egrisi olusturulmus; bu egriden

6zgill ireme hizi 0,02 sa™' ve ikilenme siiresi 32 sa olarak bulunmustur.

HS2 insan keratinositleri i¢cin GUreme egrisi olusturulmus; bu egriden 6zgul

lireme hizi 0,299 giin™ ve ikilenme siiresi 55 sa olarak bulunmustur.

PHEMA ve PNIPAAmM-g-PHEMA ile L929 fare fibroblast hucreleri
kullanilarak yapilan statik hicre kaltirlu ¢alismalarinda, optik mikroskop ile
yapilan incelemelerde PHEMA mikrotasiyicilara hucrelerin yapismadigi,
PNIPAAmM ile kapli mikrotasiyicilarda ise etkin bir sekilde hucre

yapismasinin gerceklestigi gorulmustar.

Hucre morfolojisini daha iyi gormek amaciyla kristal viyole boyanmasi
gerceklestiriimis ve hucrelerin  mikrotasiyici yuzeyinde de fibroblastik

morfolojilerini koruduklari belirlenmistir.

SEM analizlerinden elde edilen goéruntilerde, L929 fibroblastlar ile inkibe
edilmig PNIPAAm-g-PHEMA mikrotagiyici kulturlerde hicre morfolojisinin

korunarak, yuksek kapasitede hicre Uretimi saglandigi goérulmastar.

Hucreleri mikrotasiyicilarin ylzeyinden ayirma calismalari PNIPAAm-g-
PHEMA  mikrotasiyicilarin  sicaklik-duyarlik  6zellikleri  kullanilarak
yapiimigtir. Hucrelerin mikrotasiyicilarin  yuzeyinden ayriliglari  optik

mikroskop ile incelenmistir.

PHEMA ve PNIPAAmM-g-PHEMA mikrotasiyicilar ile yapilan dinamik hicre
kaltart cahsmalari karistirmali reaktorde epitel morfolojideki HS2 insan

keratinositleri kullanilarak yuratalmustar.
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e SEM analizinden elde edilen goruntilerde, PNIPAAmM-g-PHEMA
mikrotasiyicilar tzerinde Uremis olan HS2 insan keratinositlerin morfolojisi

izlenmistir.

e PNIPAAmM-g-PHEMA mikrotasiyicilarin yuzeyindeki htucre canhhigr MTT testi
ile belirlenmistir. MTT testi sonuglarina gore, en yuksek hucre canlihgi
reaktor icerisindeki mikrotasiyicilarda goértlmuastir. Testle elde edilen

sonuglar, floresan gorintilerini desteklemistir.

e Hucreleri mikrotagiyicilarin yuzeyinden ayirma calismalari PNIPAAm-g-
PHEMA  mikrotasiyicilarin  sicakhk-duyarlik  6zellikleri  kullanilarak
gerceklestiriimig, ayrica tripsinizasyon yontemi kullanilarak her iki yontem

kargilastiriimistir.

e Sicaklik-duyarl etki ile hucre ylzey etkilesimleri koparken, huicre-hucre
etkilesimlerinin buyuk oranda korundugu gorUlmustur. Tripsin, proteolitik
etkisiyle her iki etkilesimi de bozdugundan, hucrelerin mikrotasiyicilarin

yuzeyinden daha etkin bir sekilde ayrildigi saptanmistir.

e Mikrotasiyicilarin ylizeyinden ayrilan hicrelerin kilttrleri TCPS ylzeylerde
devam ettirilmig, optik mikroskop ile elde edilen goéruntiulerde hucrelerin

morfolojilerini devam ettirdikleri belirlenmigtir.

Sunulan tez galismasi kapsaminda sentezlenen mikrotasiyicilardan PNIPAAm-g-
PHEMA mikrotasiyicilarin ozellikle dinamik kosullarda hucre uUretimi igin uygun
oldugu ve sicaklik-duyarlik etkisi ile hucrelerin yuzeyden geri kazaniminda
kullanilabilecekleri sonucuna varilmigtir. Ayrica hicre morfolojisinin de Uretimi

etkileyeceqi tespit edilmigtir.
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