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DiZAYN EDIiLEN BiYOFONKSIiYONEL YUZEYLER UZERINDE
FARKLI MEMELI HUCRELERININ ADEZYONUNUN
INCELENMESI

OYMAN, Gizem

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoteknoloji Anabilim Dali
Tez Danismani: Dog. Dr. Dilek ODACI DEMIRKOL

Agustos 2014, 47 sayfa

Bu caligmada 3-(2,5-di(tiyofen-2-il)-1H-pirol-1-il)anilin monomerinin ITO cam
tizerinde elektropolimerizasyonu ve hiicre kiiltiirli uygulamalar1 i¢in ylizey
kaplama materyali olarak kullanimi test edildi. Iletken pollimer iizerindeki
fonksiyonel gruplar sayesinde yiizeylerin arginilglisilaspartik asit (RGD) peptidi
ile EDC kimyas1 kullanilarak post-modifikasyonu gerceklestirildi. Yiizey
karakterizasyonu amaciyla taramali elektron mikroskobu, atomik kuvvet
mikroskobu, temas agis1 ve yiizey iletkenlik 6lgtimleri gergeklestirildi. Peptit-
konjuge ylizeyler iizerinde maymun bobrek fibroblast benzeri epiteli hiicreleri
(Vero), insan noroblastomasi (SH-SY5Y) ve insan immortal deri keratinositi
(HaCaT) gibi birgok farkli hiicre hattinin adezyon ve proliferasyonu izlenmistir.
Bu hiicreler RGD-modifiye, polimer kapli-ITO cam ve ticari polistiren ylizeyler
tizerinde karsilastirma amaciyla kiiltiire edildi. Verilere gore, biitiin ylizeyler
icerisinde hiicre adezyonunu ve proliferasyonunu en iyi destekleyen ITO camlarin
polimerle kaplanmasi sonrasinda RGD ile modifiye edildigi yiizeylerdir. Hiicre
goriintliileme c¢aligmalar1 biyofonksiyonel hale getirilmis yiizeyler lizerinde farkli
mikroskop teknikleri ile 72 saate kadar gerceklestirildi. Bu sebeple, gelistirilen
yeni biyofonksiyonel yiizey ilaglarin ve kimyasallarin hiicre canliligl ve
morfolojisi tizerindeki etkilerinin incelenebilmesi ve ¢ip iizerinde hiicre kiiltiirti

uygulamalari gibi ileriki ¢calismalar i¢in timit vaat eden bir materyaldir.

Anahtar sbzciikler: Fonksiyonel yiizeyler, iletken polimerler, Hiicre adezyonu
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF DIFFERENT MAMMALIAN CELL
ADHESION ON DESIGNED BIOFUNCTIONAL SURFACES

OYMAN, Gizem

MSc in Biotechnology Department
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Dilek ODACI DEMIRKOL

August 2014, 47 pages

In this study, we report the electropolymerization of 3-(2,5-di(thiophen-2-
yl)-1H-pyrrol-1-yl)aniline monomer on ITO glass and its use as a coating material
for the cell culture applications. Functional groups on the conducting polymer
backbone provide post-modification of the surface with arginylglycylaspartic acid
(RGD) peptide via EDC Chemistry. Scanning electron microscopy, atomic force
microscopy, contact angle and surface conductivity measurements of the modified
surfaces were carried out for the surface characterization. The peptide conjugated
surface was applied for adhesion and proliferation of several cell lines such as
Monkey kidney epithelial cells (Vero), human neuroblastoma (SH-SY5Y), and
human immortalized skin keratinocyte (HaCaT). These cells were cultured on
RGD modified-, polymer coated-1TO glass as well as conventional polystyrene
surfaces for the comparison. Data indicate that, the RGD modified surfaces after
coating with polymers of ITO glass exhibited better cell adhesion and
proliferation among all surfaces compared. Cell imaging studies up to 72 h were
performed on these surfaces by different microscopy techniques. Therefore, the
novel bio-functional substrate is a promising candidate for further studies such as
monitoring the effects of drugs and chemicals on the cellular viability and

morphology as well as cell-culture-on chip applications.

Key words: Functional surfaces, Conducting polymers, Cell adhesion
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1. GIRIS

Yasamin  temelindeki  mekanizmalar ve bu  mekanizmalardaki
diizensizliklerin yol ag¢tigi hastaliklar biyoloji biliminin arastirmalarinin ana
hedefleridir. Fakat biitiin organizmanin direkt incelenmesi ¢ok zor ve hatta
neredeyse imkansizdir. Canli organizmalarin temel yapitasi olan hiicre, komple
doku, organ ve hatta hayvanlar1 ve insanoglunu i¢ine olan biitiin organizmalar
hakkinda c¢ok oOnemli bilgiler vermektedir. Canli hiicrelerin bu karakteristik
ozellikleri ilaclarin ve kimyasallarin etkilerinin hizlica goézlemlenebilmesini
saglayan in vitro testlerin gelistirilmesine imkan tanimaktadir. Bu ag¢idan, hiicre
kiiltiiri  hiicresel mekanizmalarin ve hiicrelerin  fizyolojik  kosullardaki
davraniglarinin veya kimyasal uyarilara kars1 verdikleri tepkilerin incelenmesini
saglayan ana aractir. Hiicre kiiltlirii teknikleri neredeyse bir yiizyildir degismese
de, ol¢ek biiyiitmedeki zorluklardan oOtlirii modern caligmalar icin yetersiz
kalmaktadir. Simdiye kadar, ilaglarin ve kimyasallarin toksisitelerinin incelenmesi
amactyla hiicresel cevaplar1 ve hiicre canliligini test eden birgok farkli optik ve
floresans metot gelistirilmistir. 3-(4,5-Dimethilthiazol-2-yl)-2,5-
dipheniltetrazolyum bromid (MTT), tripan mavisi ve 4',6-diamidino-2-
phenylindol (DAPI) gibi kimyasallar1 icerecek sekilde gelistirilen yontemler hiicre
canliligini belirlemede en ¢ok kullanilan yontemlerdir (Andersson and van den
Berg, 2003). Fakat bu teknikler hiicre canliligint belirlemek amaciyla gesitli sinyal
hatalarina yol acabilecek optik kaynaklar1 kullanmaktadirlar. Bu nedenle daha
hassas ve duyarli Ol¢iimlerin yapilabilmesi i¢in modern tekniklere ihtiyag

duyulmaktadir.
1.1 Hiicre Cipleri

Hassasiyeti arttirma  potansiyeli acisindan,  mikro-fabrikasyon
teknolojisindeki ilerlemeler sensorlerin minyatiirlestirilmesi ve entegrasyonunu
gerceklestirerek ucuz ve calismasi kolay araglarin gelismesini saglamaktadir. Lab-
on-a chip formatinda dizayn edilen bu araclar, hiicre kiiltlirii uygulamalarindaki
bircok sinirlayici faktoriin iistesinden gelme potansiyelleri agisinda oldukga biiyiik
oneme sahiptirler. Ornegin, bircok geleneksel hiicre kiiltiirii ydntemi canli

hiicrelerin ger¢ek zamanl olarak goriintiilenmesini gergeklestiremezken, hiicresel



proseslerin anlik goriintiilerini verebilmektedir. Biyolojik proseslerin dinamik
dogas1 geregi, bu bilgide biiylik bir kayba neden olmaktadir. Ciinkii cogu zaman
biyolojik proseslerde yalnizca ana prosesin nasil isledigini bilmek yetmez, ara
basamaklarin ve zaman skalasinin belirlenmesi de oldukc¢a onemlidir. Dahasi,
hiicre kiiltiiriine uygulanan lab on a chip teknolojisindeki ilerlemeler canli
hiicrelerin ~ kati-ylizeyler ~ve  dogal hiicre g¢evresinin  biyokimyasal
kompozisyonunun, mekanik 6zelliklerinin ve mikro yapinin taklidini saglayan {i¢

boyutlu ortamlardaki hiicre davranisini da ilerlemeyi miimkiin kilmaktadir.

Gecmis yillarda, geleneksel metotlarin yerini mikro-liretim formatinin
almasi, hiicre kiiltiirii tekniklerindeki analizlerin hassasiyetini ve birim zamanda
incelenen 6rnek sayisini arttirarak maliyeti diistirmiistiir. Hiicre ¢ipleri manipiile
edilebilen, islenebilen ve tekrarlanabilir bir sekilde analiz edilebilen minyatiirize
araglardir. Bu araglarin, kiiltiir haznesi ve uygun gii¢ ¢evirici ile birlesimi sonucu
biyolojik olaylarin dlgiilebilir sinyallere donlisimii miimkiin kilinmaktadir
(Primiceri et al., 2013) (Sekil 1.1). Hiicre-gipler optik tekniklerin
dezavantajlarimin  {istesinden  gelmesi  ve  elektrokimyasal  sinyallerin
kullanilmastyla in vitro denemelerinin giivenilirligini arttirmalart nedeniyle Gimit
vaat eden adaylardir. Su ana dek canli hiicrelerin elektrokimyasal davranislarini
inceleyen elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS), dongiisel voltammetri
(CV), differansiyel puls voltammetri (DPV) gibi birgok farkli teknik
kullanmilmigtir.  Biitiin bu elektrokimyasal metotlar, yiiksek hassasiyet ve
dogrulukla hiicre canliligin1 belirlemekte kullanilabilmektedirler (Hu et al., 2013;
Q. Liu and Wang, 2009; Qu et al., 2014). Fakat bu sistemlerde ¢alisma elektrotu
olarak genellikle altin, platin gibi 15181 gegirmeyen elektrotlar kullanilmaktadir. Bu
elektrotlar canli hiicrelerdeki elektron transferini en hassas sekilde saptayabilecek
olmalarina ragmen konfokal mikroskop, optik mikroskop gibi diger 6nemli
tekniklerle beraber kullanilmalari mimkiin olmamaktadir. Fakat son yillarda
seffaf iletken materyal, indiyum kalay oksit (ITO)-kapli cam yiizeyler optik
tekniklerle de uyum saglayabilmeleri gibi avantajlarindan dolay1 calisma elektrotu

olarak kullanilmaya baslanmistir.



3) Canlilik Testi

2) Smiflandirma

4) Migrasyon

5) Farkhlagma incelenmesi

1) izolasyon

Sekil 1.1 Hiicre biyolojisi laboratuvarinda kullamilabilecek bir lab-on-a chip sistemi
(Primiceri et al., 2013).

Hiicre ¢ipleri sahip olduklar1 bir¢cok avantajlarindan dolayr son yillarda

oldukga popiiler olmuslardir (Rasooly and Herold, 2009):

. Minyatiirlestirme ve ¢oklu analiz: Hiicre ¢ipleri kendiliginden ¢oklu
analizleri gerceklestirebilme ve ayni anda bircok farkli etkiyi izleyebilme gibi

avantajlarindan dolayi tercih edilen gii¢lii lab-on-a chip platformlaridir.

. Mikrogevrenin kontrolii: Mikroakigkan bilesenleri sivi tasima igin

entegre edilebilir ve deneysel kosullarin standardizasyonu daha iyi saglanir.

. Artan duyarlilik: Biyosensor alanindaki son gelismeler sayesinde daha

1yi sinyal iletiminin gerceklestirilmesi duyarlilig1 arttirir.

. Stirekli akig ve gercek zamanli analiz: Hiicre ¢ipleri farkli zaman
noktalarinda ger¢ek zamanli bilgi elde etmek i¢in kullanilabilir, bu da canh
hiicrelerdeki spesifik proseslerin dinamigi hakkinda daha detayli bilgi almamizi

saglar.



. Azaltilmig maliyet: Hiicre c¢ipleri kiiciik hacimli reaktifler ve
hiicrelerle calisir. Bircok dedeksiyon tekniginde kullanilan birlesiklerin oldukca

pahali oldugunu diisiiniirsek kii¢iik hacimler maliyeti olduk¢a diistirmektedir.

Hiicre-¢ipleri biyotip, cevresel izleme ve ilag tarama gibi birgok alanda
kullanilmaya baslanmistir (Ona and Shibata, 2010). Ozellikle, adezyon, yayilma,
toksisite incelenmesi, hiicre sayimi ve siniflandirilmasi, migrasyon, sinyal
mekanizmalar1 gibi hiicre biyolojisinin farkli yonlerini izlemek i¢in kullanilmasi
yayginlasmaya baslamistir (Wlodkowic and Cooper, 2010). Bu genis araliktaki
uygulamalar bir hiicre biyolojisi laboratuvart icin biitiin gerekli sistemleri
saglamaktadir. Ayrica, mikroakigkan sistemleri spesifik hiicre ¢esidinin
izolasyonunu, kimyasal gradientlerin yaratilmasi ve {i¢ boyutlu iskelelerin
entegrasyonunu da saglamaktadirlar (Kriiger et al., 2002; Xiaolin Wang et al.,
2011).

1.2 Hiicre-Ciplerinin Temel Bilesenleri

Hiicre cipleri kiiltiir odacig1 ve ¢evirici olmak tiizere iki ana bilesenden
olusmaktadir. Hiicrelerin biiyiitiildiigli kiltir odacigmin hiicreler i¢in kritik
gereklilikleri saglayacak sekilde dizayn edilmesi Onemlidir. Bu sistemlerin,
hiicrelerin biiylimesi i¢in gerekli sinyallerin ve nutrientlerin iletimini saglayacak
ozellikte olmas1 gerekmektedir. Hiicre biyolojisi ¢aligmalarinin tekrarlanabilirligi
acisindan kiiltiir odaciklarinin standart kosullar sunmasi gerekmektedir. Camlar bu
amagla kullanilabilse de pahali olmalari, sinyal iletimini saglayamamalar1 ve
biyouyumlu olmamalari nedeniyle ¢ok tercih edilmemektedirler. Bu sebeple
arastirmacilar biyouyumlu, hiicre adezyonunu tetikleyici, hiicre kiiltiirli ortamina
herhangi bir bilesik salgilamayan ve sterilizasyon prosediirlerinden etkilenmeyen

materyallerin tasarimi iizerinde ¢alismalar yapmaktadirlar.

Hiicre ¢iplerinin ikinci bileseni olan ¢eviriciler ise olduk¢a genis bir ¢aligma
alanina sahiptirler. Fiziksel ve kimyasal sinyallerin dl¢iilmesi prensibine dayanan

birgok ¢evirici bulunmaktadir (optik, elektrik / elektrokimyasal veya mekanik).



1.3 lletken Polimerler

Iletken polimerler biyokimyasal reaksiyonlar sonucu iiretilen elektrik
yiikiinii iletme yeteneklerinden dolay1 bir¢ok uygulamada oldukga yiiksek verimle
kullanilabilmektedirler. Sahip olduklar1 yiiksek elektriksel iletkenlik, genis yiizey
alani, fonksiyonellestirme gibi c¢ok yonlii Ozellikler nedeniyle oldukca genis

kullanim potansiyeline sahiptirler (Guimard et. al., 2007).

Iletken polimerler kimyasal ve elektrokimyasal polimerizasyon iizerinden
polimerlesirler (Heinze, 1990). Elektrokimyasal polimerizasyon, film morfolojisi
ve kalinligin1 daha iyi kontrol etme sansi sagladigi i¢in genellikle daha ¢ok tercih
edilir. Iletken polimerik filmler, elektrolit ¢dzeltisi varliginda bulunan uygun
monomerin anodik oksidasyonu (elektropolimerizasyonu) ile elektrot yiizeylerine
birikirler. Potansiyodinamik (dongiisel voltammetri), galvonastatik (sabit akimda),
potansiyostatik (sabit potansiyalde) gibi farkli elektrokimyasal yontemler
kullanilabilir (Wieckowski, 1999). Platin, altin, camsi karbon ve ITO kapli camlar

gibi ¢esitli materyaller {izerinde biriktirilebilmeleri miimkiindiir.

Iletken polimerler birgok metal ve inorganik yariiletken ile benzer
elektriksel ve optik 6zelliklere sahip olmalarinin yani sira geleneksel polimerlerin
sahip oldugu kolay sentezlenip islenebilme gibi bircok dikkat cekici 6zellige de
sahiptirler. Bu benzersiz Dbirlesim iletken polimerlerin mikroelektronik
endistrisinde, oOzellikle biyolojik uygulamalarda genis bir kullanim alam

bulmasini saglamstir.

Iletken polimerlerin biyomedikal uygulamalar1 1980’1 yillarn ortalarinda
bu materyallerin biyolojik molekiillerle uyumlu olmalarmin kesfiyle biyosensor
alaninda baglamistir. 1990’larin ortalarinda ise iletken polimerlerin elektriksel
stimiilasyonu ile hiicresel aktiviteleri 6zellikle hiicre adezyonu, migrasyonu, DNA
sentezi ve protein iiretimini i¢eren prosesleri diizenlemek i¢in kullanilabilecekleri
gosterilmistir (Foulds and Lowe, 1986; Umana and Waller, 1986). Bir¢ok iletken
polimer sahip olduklart biyouyumluluk, biyolojik molekiillerin tutuklanip
kontrollii salimmmini gergeklestirebilme yetenekleri, biyokimyasal reaksiyonlardaki

yiikii iletme potansiyelleri ve elektriksel, kimyasal, fiziksel ve diger 6zeliklerinin



kolay bir sekilde degistirilebilmesi gibi Ozelliklerinden dolay1 olduk¢a genis
kullanim alanma sahiptirler. Bu benzersiz 06zellikler iletken polimerlerin
biyosensorler, doku miihendisligi iskeleleri, noral problar, ilag tasima ve biyo-
iletme gibi bir¢cok biyomedikal uygulamada kullanilir hale gelmesini saglamistir

(Baskurt et. al., 2012; Cosnier and Holzinger, 2011; Gelmi, et. al., 2014; Joddar

and Ito, 2011; Kanik, et. al., 2012; Ravichandran et .al., 2010) (Cizelge 1.1).

Cizelge 1.1 Iletken polimerlerin biyolojik uygulamalari.

molekiilleri kullanan

uyumluluk, biyokimyasal

Uygulama Uygulamanin Iletken polimerlerin Kullanilan

tanim avatajlar iletken
polimerler

Doku Doku yenilenmesini | Biyouyumlu, iyi Polipirol,

miihendisligi tesvik eden biyo- elektriksel iletkenlik, Polianilin, ve
pargalanabilir modifikasyonlara uyumlu. | politiyofen
iskeleler.

Noral problar Viicuda Biyouyumlu, iyi Polipirol
yerlestirilebilir elektriksel iletkenlik,
elektrotlar. yiiksek stabilite.

Biyosensorler Hassas algilayicilar | Olasi yiizey Polipirol,
olarak biyolojik modifikasyonlarina Polianilin,

politiyofen ve

saglayan araglar

elektriksel reaksiyonlarda iiretilen yeni sentez
ceviricilerle entegre | yiikiin etkin transferi. polimerler
sistemler.

ilac tasima ilaglarin Kontrollii salinim. Polipirol ve yeni
depolanmasi ve sentez
kontrolli salinimint polimerler




1.4 Biyofonksiyonel Yiizey Tasariminda Siklikla Kullanilan iletken

Polimerler

1.3.1 Polipirol

Pirol, elektro iletken polimerik ylizeylerin hazirlanmasi i¢in kullanilan en
yaygin monomerlerdendir (Sekil 1.2). Kolay bulunabilme, kimyasal stabilite ve
polimerize olabilme gibi birgok avantaja sahiptir. Pirolun, islenilebilirlik,
fonksiyonellik ve fiziksel ozellik gibi birgok 6zelligini gelistirme amacglh ¢esitli
tirevleri kullanilmistir (Ruggeri et. al.,, 1997, Wadhwa et .al., 2006).
Tiirevlendirilmis pirolun elektropolimerizasyonu ve c¢esitli fonksiyonel gruplarla
yiizey modifikasyonu; pirolu metal yiizeylerini kaplamada ve daha da Gtesinde

biyomolekiillerin immobilizasyonunda kullanilmasini saglamistir (Cosnier, 2005).

Sekil 1.2 Polipiroliin sematik gdsterimi.

Polipirol, memeli hiicreleri lizerindeki etkisi ilk ¢alisilan iletken polimerlerden
biridir (Wong et. al., 1994). Simdiye dek, polipiroliin endotel hiicreler, néronlar,
fibroblastlar, keratinositler ve mezenkimal kok hiicreler gibi bir¢ok farkli hiicre
tipinin adezyon ve proliferasyonunu destekledigi gosterilmistir (Ateh et. al.,2006;
Gomez et. al., 2007; Song et. al., 2006; Stauffer and Cui, 2006; Xioadong Wang
et al., 2004).

1.3.2 Polianilin

En 6nemli iletken polimerler arasinda yer alan polianilinin, diger polimerlere
gore hizli ve kolay hazirlanabilmesi, neme ve yiikseltgenmeye kars1 kararli olusu

gibi avantajlar1 mevcuttur (Sekil 1.3). Polianilinin biyouyumlulugunun,



iletkenliginin ve mekanik 6zelliklerinin modifiye edilebilmesi icin birgok farkli

strateji gelistirilmistir.

O+ O=O=—Or

Sekil 1.3 Polianilinin sematik gdsterimi.

Polianilinin doku miihendisligindeki uygulamalar1 polipirol ve tiirevlerine
gore daha yavag gelisiyor olsa da son yillarda yapilan g¢aligmalarda hiicre
biiyiimesini destekleyen biyofonksiyonel yiizeyler elde edilmistir. Polianilinin
hiicre uyumlulugu miyoblastlar ve fibroblastlar1 igeren yalnizca birkag hiicre hatti
iizerinde gosterilmis olmasi bu polimerin sadece bir kisim hiicre hatti i¢in spesifik
oldugunu diisiindiirmiistiir (Bidez et al., 2006; Guo et al., 2007; C. Wang et. al.,
1999).

1.3.3 Politiyofen

Polipirol ve polianilin hala en ¢ok calisilan polimerler olsa da, politiyofen gibi
polimerlerin de doku iskelesi ve biyosensor gelistirilmesi yoniindeki kullanimlar
da gelistirilmeye baglamigtir. Bu polimerlerin ucuz olmasi ve yiiksek elektriksel
iletkenligine sahip olmalari en 6nemli avantajlaridir (Sekil 1.4). Bu polimerler
iizerinde ise yumurtalik kanseri (Hela), ndron ve epitel hiicrelerinin biiylimesi test

edilmistir (Waugaman et. al., 2003).

/ \

Sekil 1.4 Politiyofenin sematik gosterimi.



1.5 Biyomolekiillerin iletken Polimer Filmler Uzerine

Immobilizasyon Yontemleri

Yiizeylerde,  biyomolekiill  immobilizasyonu  bes  farkli  metotla
gerceklestirilmektedir (Sekil 1.5) (Rusmini et. al., 2007):

e ilki monomer ve biyomolekiil karisimi ile olusturulan elektropolimerize
olmus filmde; biyomolekiillerin tutuklanmasidir. Zamanla
biyomolekiillerin yiizeyden kaybina neden olur ve bu sebeple yiiksek

biyomolekiil konsantrasyonu gerektirir.

e Ikincisi substrat yiizeylerinde spesifik gruplar olusturarak biyomolekiillerin
elektrostatik olarak baglanmasidir. Zamanla biyomolekiil kaybi ve
yiizeyler {lizerinde rastgele biyomolekiil oryantasyonu bu metodun

dezavantajlaridir.

e Ugiinciisii u¢ reaktif gruplar tasiyan (-NHp, -COOH) filmlere
biyomolekiillerin kovalent bir sekilde baglanmasidir. Kompleks bir
immobilizasyon yontemidir. Fakat bu yontemde minimum biyomolekiil
kaybi ve biyomolekiilin yiizeydeki oryantasyonunun  Kkontrol

edilebilmesinin saglanabilmesi sebebiyle tercih edilmektedir.

e Bir diger metot ise, ¢apraz baglama ile biyomolekiillerin yiizeyler {izerine

immobilize edilmesidir.

¢ Besinci metot ise, biyotin/avidin afinite etkilesimi prensibine dayanan ve
temel film ile biyomolekiillerin affinite etkilesimleri {izerinden baglanmasi
iceren metotdur. Afinite molekiillerinden birinin On-inkiibasyonunu

gerektirmesi nedeniyle zaman kaybina neden olur.
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Sekil 1.5 Gelistirilen immobilizasyon metotlarinin sematik gosterimi.(A) Biyomolekiillerin
elektrostatik etkilesimlerle polimer filmler {izerine fiziksel adsorpsiyonu. (B)
Biyomolekiil ve polimerize film arasinda kovalent baglama. (C) Capraz baglama
ve direkt biyomolekiillerin elektropolimerizasyonu. (D) Biyotin/avidin affinite
sistemi tarafindan verilen temel film ile biyomolekiillerin affinite etkilesimleri
tizerinden baglanmasi. (E) Bir polimer filmin elektrokimyasal biiylimesi boyunca
tutuklanmasi (Querghi et al., 2001).

1.6 Modifiye Yiizeyler Uzerinde Hiicre Adezyonu

Hiicre temelli 6l¢lim sistemlerinin gelistirilebilmesi i¢in hiicrelerin, ylizeyler
tizerinde tutunarak canliligini devam ettirilebilmesi 6nemli bir unsurdur. Hiicre
proliferasyonu, migrasyonu ve farklilagsmis hiicre fonksiyonu gibi bir¢cok olaydan
once gerceklesen adezyon doku miihendisligi, hiicre ¢ip sistemlerinin
gelistirilmesi ve daha bir¢cok alanda 6nemli bir adimdir (Sackmann and Smith,
2014; Wong et al., 1994). Adezyon hiicre migrasyonu, sinyal iletimi, doku
gelisimi ve tamiri gibi bir¢ok kritik proseste rol oynar. Bu sebeple, okaryotik
hiicrelerin yiizeyler ilizerindeki adezyonu biyomateryal-hiicre etkilesiminin en
kritik noktasidir. Hiicre adezyonu biyomateryallerin yiizey 6zellikleri ile yakindan
ilgilidir. ~ Hiicrelerin  adezyonu ylizeylerin  sertliklerinden,  topografik
ozelliklerinden ve yiiklerinden etkilenmektedir (Chang and Wang, 2011; Joddar
and Ito, 2011; Papenburg, Rodrigues et. al., 2010). Sekil 1.6’da da gorildigii
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tizere, hiicreler sert ve yumusak kisimlari iceren ECM proteinleriyle kapl
yiizeyler iizerinde biiyiitiilldiikleri zaman fibloblastik L hiicreleri sert kisimda
bliylimeyi tercih etmisler ve o tarafa dogru yonelmislerdir. Yiizeylerin sertligi
hiicrelerin adezyon ve proliferasyonunu etkilemistir. Bu sebeple ylizeyin yapisal
Ozelliklerinin hiicre adezyonu ve proliferasyonu tiizerindeki etkileri de

arastirilmalidir.

Sekil 1.6 Fibroblastik L-hiicrelerinin yumusak ECM proteini kapl kisimlardan sert ECM
proteini kapli kisimlara dogru yonelimi (Ladoux and Nicolas, 2012).

Arastirmacilar doku miihendisliginde ve ¢ip sistemlerinde kullanilabilmesi
amaciyla simdiye dek bircok yiizey gelistirmislerdir (Delaittre et. al., 2012; Low
et. al.,, 2006; Mrksich, 2000). Gelistirilen bu yiizeyler, hiicre adezyonunu ve
dolayisiyla uzun siireli hiicre kiiltivasyonunu gerceklestirebilmek amaciyla
fibronektin, laminin ve kolajen gibi hiicre dist matriks (ECM) (Sekil 1.7)
proteinleriyle modifiye edilmektedirler. Bu proteinlerle modifiye edilen yiizeyler
hiicre adezyonunu arttirsa da doku miihendisligi ve ¢ip uygulamalarinda bir¢ok
dezavantaj1 vardir. Diger organizmalardan izole edilip saflastirilan bu proteinler
doku miihendisligi uygulamalarinda inflamasyon ve iltihap riski tasimaktadirlar.
Ayrica, bu proteinler proteolitik degredasyona ugramalari nedeniyle devamli
yenilenmelidirler. Bu sebepten &tiirli uzun siireli uygulamalarda kullanim
potansiyelleri bulunmamaktadir. Dahasi, bu proteinlerin ylizeyler {izerindeki hiicre

adezyonunu destekleyecek sekilde uygun oryantasyonunu saglamak oldukga
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giictiir. (GeiBler et al., 2000; D. Liu et. al., 2006). ECM proteinlerinin kontrol
edilemeyen kalinliklari, birgok hiicre etkilesim motifi igermeleri ve proteolitik
degredasyona ugrayabilmeleri gibi bir¢ok dezavantajlar1 vardir (D'Souza et. al.,
1991; Fields et al., 1998; Iuliano et. al., 1993). Bu sebeple, kalinliklar1 ve
biyomolekiillerin yiizeydeki dagilimlar1 kontrol edilebilen yiizeylerin tasarimi

oldukca 6nem arz etmektedir.

Bazal lamina

Kolajen

Plazma membrani Hsgein

100 nm

Sekil 1.7 ECM protein organizasyonlarinin sematik gosterimi (Alberts et al., 2002).
1.7 RGD Peptidi Aracihigiyla Hiicre Adezyonu

Hiicreler, komsu hiicrelerle ve ECM ile olan iligkilerini hiicre adezyon
reseptorleri araciligiyla gergeklestirirler. ECM ile etkilesimi gerceklestiren en
onemli hiicre reseptdrleri integrinlerdir. Integrinler embriyogenez, hiicre
farklilasmasi, yara iyilesmesi gibi olaylarda gorevlidirler. Integrinler a ve B
seklinde isimlendirilen ve birbirine kovalent olarak baglanan iki farkli alt
birimden olusan yapilardir. Su ana kadar 18 a ve 8 B olmak iizere toplam 24 farkli
heterodimer kesfedilmistir. Bu alt birimlerin kombinasyonlar1 integrinlerin ligand
ve doku spesifikligini belirler. integrinler, ECM bilesenleri ile spesifik aminoasit

dizileri araciligiyla etkilesirler (Sekil 1.8 ).
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ECM proteini

a altbirimi

Aktif integrin

B altbirimi

Sekil 1.8 ECM proteinleriyle integrinlerin etkilesiminin sematik gosterimi (Alberts et al.,
2002).

ECM proteinlerinin integrinler araciligiyla hiicrelerle etkilestigi spesifik
aminoasit dizisi RGD (R: Arginin, G: Glisin ve D: Aspartik asit)’dir (D'Souza et
al., 1991) (Sekil 1.9). RGD peptidinin fibronektin, vitronektin, kolajen ve laminin
gibi bir¢ok proteinde bulundugu bilinmektedir. 24 farkli integrin heterodimerinin
yaklasik yaris1t ECM proteinleriyle RGD dizisi tizerinden etkilesmektedirler.
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RGD baglanma sekansi
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Sekil 1.9 Integrin alt birimlerinin RGD peptidi ile etkilesiminin sematik gdsterimi (Alberts
et al., 2002).

Integrinler araciligyla gerceklesen hiicre adezyonu, dort farkli prosesten
meydana gelmektedir: hiicre tutunmasi, hiicre yayilmasi, aktin sitoskeleton
organizasyonu ve yerel adezyon molekiillerinin olusumu. Ilk adim, hiicrenin
ylizeye tutunmasi ve integrin bagimh etkilesimlerin gerceklesmesidir. Ardindan,
hiicre plazma membram yiizey iizerinde yayilmaya baslar. Ugiincii olarak,
hiicrenin aktin fiber yapilar1 olusur ve olusan bu yapilar yiizeylere baski
uygulamaya baslar. Yiizeyler de bu baskiya ters yondeki ve esit biiytiklikteki
kuvveti hiicrelere uygular (Alberts et al., 2002). Son olarak ise, aktin sitoskeleton
yapilar1 ile ECM molekiilleri arasindaki etkilesimlerin oldugu yerel adezyon

yapilar1 olusmaktadir (Sekil 1.10).
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Hicreler tarafindan
uygulanan kuvvetler

Integrinler

Hiicre Membrani

Hiicre Digi Matriks

Sekil 1.10 Hiicre-yiizey etklesimlerinin sematik gosterimi. (Alberts et al., 2002)

Peptit  modifiye  polimer  ylizeylerin  medikal  uygulamalardaki
potansiyellerinin belirlenmesi amaciyla ylizeyler iizerindeki hiicre adezyonunun
ve davramislarmin incelenmesi olduk¢a onemlidir. Ozellikle son yillarda
hiicrelerin yiizeylere tutunmasini, yayilmasini, sitoskeletal organizasyonlarini,
proliferasyonlarini ve hareketlerini inceleyen bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir. RGD
peptit dizisi yiizeylerdeki oryantasyonunun kontrol edilebilmesi, denatiirasyon,
enzimatik degredasyon ve sterilizasyondan etkilenmemesi gibi avantajlarinda
dolay1 hiicre adeziv yiizey tasariminda oldukea sik kullanilmaktadir (Hersel et. al.,
2003). RGD peptit dizisi yalnizca yiizeyler {iizerindeki hiicre adezyonunu
tetiklemekle kalmaz, hiicre tipine spesifik yanitlar da almamizi saglar. RGD
peptidi ile modifiye yiizeyler iizerinde hiicre adezyonu zaman bagimlidir.
Yiizeyler iizerindeki hiicre adezyonu ilk 4 saatte RGD modifikasyonundan ¢ok
etkilenmezken 72. saatten sonra oldukga arttigi gosterilmistir. Bu sebeple, RGD
bagimli hiicre adezyonu ve proliferasyonu c¢alismalarinda hiicrelerin yiizeyler

tizerindeki davranigini 72.saatten itibaren incelemek oldukca énemlidir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1 Materyaller

8 - 10 ohm / sq dirence ve 150-170 um kalinliga sahip ITO kapli camlar (24
X 24 mm) Teknoma firmasindan (Tiirkiye) alinDI. RGD peptit, EDC [(1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)-karbodiimid], lityum perklorat (LiClO,), sodyum perklorat
(NaClQy), etanol, izopropanol, aseton, Triton X-100, formaldehit (%37), DAPI
(4, 6-diamino-2-phenilindol) Sigma’dan temin edildi. Asetonitril (ACN), fosfat
tamponlama tuzu (PBS) (pH 7,4) 8,0 g/L NaCl, 0,2 g/L KCI, 1,4 ¢/L
Na;HPO4.2H,0 ve 0,2 g KH,PO,4 (Merck) kullanilarak hazirlandi.

Dulbecco’s modified Eagle Medium (DMEM), DMEM / Ham’s F12
karigimi (F12), penisilin/streptomisin (P/S) (10000/10000 unit) ve 200 mM L-
Glutamin Lonza’dan satin alindi. Fetal sigir serum (FBS) Biowest’ten satin

alindi.

CytoPainter Phalloidin-iFluor 555 reaktifi Abcam’den satin alindi.

2.2 Cihazlar

Calismanin deneysel kisimlarinda kullanilan araclar ve geregler asagida
verildi: Dongiisel voltammetri (CV) ve diferansiyel puls voltammetrisi (DPV)
olgiimleri PalmSens potansiyostat (The Netherlands) cihazi ile alindi. Olgiimler
iiclii elektrot sistemi ile gergeklestirildi. Calisma elektrodu olarak ITO-camlar
(Teknoma, Tiirkiye), karsit elektrot olarak platin elektrot (Metrohm, Isvicre) ve
referans elektrot olarak Ag/AgCl elektrodu (Metrohm, Isvigre) kullanild.

Hiicresel goriintiileme amaciyla Olimpus DC30 kamera ile entegre edilmis

CKX41 model inverted mikroskop kullanildi.

Yiizey karakterizasyonu amaciyla Atomik kuvvet mikroskobu (AFM)
analizleri Veeco MultiMode V AS-130 (“‘J’’) model cihazi ile gergeklestirildi.
Taramal1 elektron mikroskobu (SEM) analizleri ise, Philips XL-30S FEG model
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cihazi ile gergeklestirildi. Modifikasyon oncesi ve modifikasyon asamalarindan
sonra yiizeye ait hidrofilik ve hidrofobik 6zelliklerin incelenmesi amaciyla
yiizeye ait temas acis1 dlgiimleri Attension Theta cihaziyla yapildi. Iletkenlik
Olctimleri Keithley 2400 Source-meter cihazi kullanilarak gerceklestirildi.

2.3 lletken Polimerin Sentezi

3-(2,5-di(tiyofen-2-yl)-1H-pirol-1-yl)anilin (SNS-mNH,) iletken
polimerinin sentezi Pamukkale Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya
Boliimii'nden Dog. Dr. Metin AK ve ekibi tarafindan gergeklestirildi. Polimer
propiyonik asitin katalitik miktarinin varliginda 1,4-di(2-thienil)-1,4-biitandion ve
benzen-1,3-diamin’den sentezlendi. Argon gaz girisi ve manyetik karistirici ile
entegre edilmis yuvarlak alth flasklar 1,4-di(2-tienil)-1,4-biitandion (0,4 M),
benzen-1,3-diamin (0,5 M), propiyonik asit (0,4 M) ve toliien ile yiiklendi. Elde
edilen karisim 24 saat boyunca argon gazi altinda karistirilip akitildi. Toluenin
ugurulmasinin ardindan kolon kromotografisinin (SiO, kolon) kullanilmasiyla

istenilen bilesik elde edildi.

2.4 Biyofonksiyonel Yiizeylerin Hazirlanmasi

Calismada indiyum kalay oksit (ITO) kaplanmis camlar ¢alisma elektrotu
olarak kullamildi. iTO camlar sirasiyla aseton, izopropanol, etanol ve distile su

icerisinde 4 dakika sonikasyon yapilarak temizlendi.

SNS-mNH, iletken polimeri (Sekil 2.1) ITO-cam iizerinde elektrokimyasal
biriktirme islemi ile olusturuldu. 0,5 mg/mL SNS-mNH; monomeri, 0,1 M
NaClO,4 ve 0,1 M LiCIO, destekleyici elektrolitleri varliginda 10 mL ACN iginde
¢oziildii. Monomer, ITO yiizey iizerinde dongiisel voltammetri ydntemi ile
biriktirildi. Dongiisel voltammetri -0,5 V ile +1,2 V araliginda 5, 10 ve 25 dongii

olarak uygulandi ve dongii sayis1 optimize edildi.
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Sekil 2.1 SNS-mNHj; polimerinin yapist.

fletken polimer iizerindeki amino gruplar1 kullanilarak RGD peptidinin
kovalent baglanmasi i¢in EDC, ¢apraz baglayicist kullanildi. Bunun i¢in 0,05
mg/mL RGD ile 0,2 M EDC pH 7,4 PBS tamponu i¢inde 15 dakika inkiibe
edilerek RGD fizerindeki karboksil gruplar aktive edildi. Amino grubu iceren
iletken polimer kapli ITO-cam yiizeyler aktiflestirilmis RGD ile kaplanarak gece
boyu oda sicakhiginda tepkimeye birakildi. ITO-cam yiizeyleri tepkime sonrast
baglanmayan molekiillerin uzaklastirilmasi icin sirasiyla ii¢ kere PBS ve ii¢ kere

distile su ile yikandi (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2 Biyofonksiyonel yiizeylerin hazirlanma asamalarinin sematik gosterimi.

2.5 Yiizeylerin CV ve DPV ile Karakterizasyonu

ITO-cam yiizeyler iizerinde iletken polimerin yiizey &zelliklerinin
karakterizasyonu amaciyla 0,1 M NaClO, ve 0,1 M LiCIO, destekleyici

elektrolitleri varliginda dongiisel voltammetrik 6l¢timler gerceklestirildi.

Hiicre adezyonu i¢in elde edilen en uygun yiizeyin belirlenebilmesi ve bu
yiizeyin olusturulma basamaklarinin karakterize edilmesi amaciyla, herhangi bir
modifikasyon yapilmamis ITO, iletken polimer kaplanmis ITO (ITO/SNS-mNH,),
iletken polimer/RGD kaplanmis ITO (ITO/SNS-mNHy/RGD) yiizeylere
diferansiyel puls voltammetrisi (DPV) uygulandi. Yiizeylerle 0,1 M KCI ve 5,0
mM K;Fe(CN)g igeren 100 mM PBS tamponu iginde + 0,5 V ile - 0,3 V araliginda
potansiyel araliginda DPV yontemi kullanilarak 6lgiim yapildi, potansiyele karsi
akim degerleri kaydedildi.
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2.6 Yiizeylerin SEM ile Karakterizasyonu

ITO/SNS-mNH,, iITO/SNS-mNH,/RGD yiizeylerinin morfolojileri SEM ve
enerji dagilimli X-1s1n1m spektroskopisi (EDX) ile incelendi (Malzeme Arastirma
Merkezi, Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii). Olgiimler 5,0 kV’de yapild1. Analiz
sonucunda yiizey morfolojisinin yaninda, yiizeyde bulunan atomlarin

karakterizasyonu da gergeklestirildi.
2.7 Yiizeylerin Atomik Kuvvet Mikroskobu ile Karakterizasyonu

AFM, atomik ya da molekiiler diizeyde ylizey topolojisinin 6l¢iilmesini ve
yikksek c¢ozlinlirliikte resimlerin  elde edilmesini saglayan bir tekniktir.
Nanoskaladaki maddelerin boyut, sekil, rijitlik gibi cesitli 6zelliklerinin
belirlenmesinde kullanilir. Tez kapsaminda ITO-cam yiizeylerin modifikasyonu
ve modifiye yiizeylerin hiicre ile etkilesimi sonrasi olusan tabakalarin {i¢ boyutlu
gortintiisti tapping moddda AFM ile elde edildi (Merkez Laboratuvari, Ortadogu
Teknik Universitesi).

2.8 Yiizeylere Ait Temas Acis1 Ol¢iimii

Yiizeylere ait hidrofobik ve hidrofilik 6zelliklerin belirlenmesinde
kullanilan temas agist 6lgiimiinde, bir kat1 yiizeyi ile temastaki bir sivi yiizeyin
arasinda olusan ag1 6l¢iiliir. Temas agis1 adi verilen bu agiin biiylikliigii, sivinin
kendi molekiilleri arasindaki ¢ekim kuvvetleri (kohezyon kuvvetleri) ile sivi kati
aras1 ¢ekim kuvvetlerinin (adezyon kuvvetleri) goreceli biiyiikliigline baghdir.
Biiyiik bir temas agis1 siv1 kat1 ¢gekim kuvvetlerinin azliginin (hidrofobik 6zellik),
kiigiik bir temas acis1 ise bu kuvvetlerin biiylik olmasinin (hidrofilik 6zellik) bir
gostergesidir. Bu tez kapsaminda ise, ITO/SNS-mNH; ve ITO/SNS-mNH,/RGD
yiizeylerde temas acist 6l¢iimii su damlasinin yiizeyle yaptig1 aginin 6l¢iilmesiyle
gerceklestirildi. Gergeklestirilen bes farkli dlgiime ait ortalamalar ve standart

sapmalar hesaplandi.
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2.9 Yiizeylerde Iletkenlik Ol¢iimii

Yiizeylerin RGD modifikasyonu oOncesi ve sonrasindaki elektriksel

X199

iletkenlik degisimi “2-prob teknigi” ile dl¢iildii.
2.10 Hiicre Kiiltiirii

Maymun bobrek epitel hiicre hatti Vero (ATCC) ve HaCaT hiicre hatlari
sirastyla ATCC ve CLS’den satin alindi. Her iki hiicre hatt1 da %10,0 fetal sigir
serum (FBS) (Biowest) ve %1,0 PS igceren DMEM biiyiime ortami iginde ve %5,0
CO, igeren 37°C inkiibatorde kiiltive edildi. Insan noroblastoma hiicre hattinda
SH-SYSY ile yapilan calismalarda ise yukaridaki kosullardan farkli olarak
DMEM yerine DMEM/F12 (Lonza) biiylime ortami kullanildi. Hiicreler %80

doluluga geldiklerinde tripsin muamelesi ile pasajlandi.

Biitin denemelerde sterilize edilmis yiizeylere, genel hiicre kiiltiirii
kosullar1 altinda 6rnek basma 5,0x10* hiicre olarak sekilde ekim yapildi. Vero
hiicre adezyonuna polimer kalinligmin etkisi, yiizeyler iizerinde hiicrelerin 24
saatlik inkiibasyonunun ardindan incelendi. Vero hiicrelerinin zamana baglh
adezyon ve proliferasyonunu incelemek igin ise, yiizeyler tizerinde hiicreler farkli

inkiibasyon zamanlari (4, 24, 48 and 72 saat) boyunca inkiibe edildi.

Ayrica, farkli hiicre hatlarinin modifiye yiizeyler tizerindeki davraniglarini
karsilagtirmali olarak inceleyebilmek i¢in Vero, HaCaT ve SH-SY5Y hiicreleri
modifiye yiizeyler lizerinde 72 saat inkiibe edildi. Her ¢alismada geleneksel hiicre
kiltiiri materyali olan PS yiizeyler kontrol yiizey olarak kullanildi.
Inkiibasyonlarin ardinda hiicreler bir sonraki kisimda aciklandigi sekilde fikse

edildi, boyandi ve goriintiilendi.
2.11 Hiicre Goriintiilemesi

Farkli sekillerde hazirlanmis ve farkli zaman dilimlerinde hiicre
kiiltivasyonu gerceklestirilmis modifiye yiizeyler mikroskobik inceleme ile
karsilastirildi. Bunun igin, modifiye yiizeyler belirtilen zaman dilimlerinin (4, 24,

48, 72 saat) sonunda hiicre biiyiime ortaminin uzaklasmasi i¢in ti¢ kere PBS ile
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yikandi. Daha sonra 37°C sicaklikta 1 saat formaldehit (%3,7) ile inkiibe edilerek
hiicreler  ylizeylere fikse edildi. Fiksasyon sonrasinda formaldehitin
uzaklastirilmasi igin {i¢ kere PBS ile yikama yapildi. Fikse edilmis hiicrelerin
cekirdek boyamas1 icin DAPI kullanildi. Boyalarin hiicre porlarindan
gecirgenligini saglamak amaciyla yiizeyler tizerindeki hiicreler oda sicakliginda 4
dakika %0,1 Triton X-100 ile muamele edildi ve ardindan PBS ile 3 defa yikandi.
Hiicreler DAPI karisimi (1,0 mL PBS + 2,0 pL DAPI stok ¢ozeltisi) ile 5 dakika
muamele edilerek boyandi ve boyanin uzaklastirilmasi i¢in PBS ile ii¢ kere
yikama gerceklestirildi. DAPI ile boyanan hiicreler fluoresans mikroskop ile

goriintiilenerek, hiicre sayis1 ImageJ (NIH) programi kullanilarak hesaplandi.

Modifiye ylizeyler lizerindeki hiicrelerin aktin filamentlerinin boyanmasit
icin ise, CytoPainter Phalloidin-iFluor 555 reaktifi kullanildi. Yukaridaki sekilde
gergeklestirilen gegirgenlik isleminin ardindan aktin boyamasi 60 dakikada
gergeklestirildi ve boyanin uzaklastirilmasi i¢in PBS ile {i¢ kere yikama yapildi.
Boyamanin ardindan hiicreler floresans mikroskop ile gorintiilendi. Her bir
yiizey tlizerindeki Ui¢ farkli bolgeden 4X biiyiitmeyle cekilen goriintiiler daha
biiylik bir alan1 temsil ettigi i¢in yiizey tizerindeki hiicre sayisim1 belirlemede
kullanildi. Hiicre morfolojisini gostermek i¢in kullanilan aktin filamentlerin

boyamasina ait goriintiiler 20X objektif kullanilarak cekildi.

Hiicrelere ait SEM ve AFM analizleri i¢in ise, modifiye yiizeyler lizerinde
72 saat inkiibe edilen hiicreler 1 saat formaldehit (%3,7) ile fikse edildi ve 24 saat
kurumaya birakildi. Ardindan goriintiileri alindi. SEM gériintiileri 5 kV’de izmir
Yiiksek Teknoloji Enstitiisii Malzeme Arastirma Merkezi’'nde elde edildi. AFM
goriintiileri ise Ortadogu Teknik Universitesi Malzeme Arastirma Merkezi’nde

tapping modda yapilan yiizey taramasi sonucunda elde edildi.

Aksi belirtilmedigi siirece biitlin denemeler ortam sicakliginda (25°C)

gerceklestirildi.
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2.12 Image J Programi ile Hiicre Sayisinin Belirlenmesi

Hiicre canliligini belirlemede en sik kullanilan yontemlerden biri de DAPI
boyamasi ile hiicre sayismin belirlenmesidir. DAPI ile cekirdekleri boyanan
hiicrelerin sayisin1 gézle saymak oldukga yiiksek bir hata pay1 olusturmaktadir. Bu
calismada iizerindeki DAPI boyamasi ile ¢ekirdekleri boyanan hiicrelerin
sayisinin belirlenmesi i¢in, hata payini oldukg¢a azaltan Image J (NIH) programi

kullanilmistir. Image J analiz basamaklari sekil 2.3’de gosterilmistir.

Split Channels Invert Binary

]
. Analyze Particles Results
\B"‘a” r\ r\
* ; i Summary - o IEN
File Eot Font
Stice Count [Total Area |Average Sze [% |

Sekil 2.3. Hiicre sayisinin Image J programu ile belirlenmesinin adim adim sematik
gosterimi.

2.13 listatiksel Analizler

GraphPad Prism versiyon 5.03 (GraphPad Software, San Diego, CA)
grafikleri ve istatistiksel analizleri elde etmek igin kullanildi. Non-parametrik
Mann-Whitney U testi farkli yilizeyler ilizerindeki yiizey alam1 basina diisen
goreceli hiicre sayisini karsilastirmak amaciyla kullamildr. Istatistiki farkliliklar p

<0.05, p<0.01 ve p <0.001 degerleri i¢in sirastyla *, **, ve *** ile gosterildi.
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3. SONUCLAR VE TARTISMA

3.1 Biyofonksiyonel Yiizeylerin Hazirlanmasi

Sentezlenen SNS-mNH; iletken polimerinin kimyasal yapis1 *H-NMR ve
3C-NMR spektralari aliarak karakterize edildi. **C-NMR spektroskopisindeki
SNS-mNH, polimerine ait karakteristik pikler: *C NMR (400 MHz, CDCls) &:
191,46 / 143,77 / 133,74 /1 132,18 / 129,94 / 128,20 / 126,97 / 123,79 / 120,11 /
116,43 / 115,70 / 109,48 seklinde bulundu (Sekil 3.1a). *H-NMR
spektroskopisindeki SNS-mNH; polimerine ait karakteristik pikler: CigH14N,S,,
0H (CDCls): 3,68 (s, 2H, H,), 6,44 (dd, 2H, Hy), 6,53 (m, 2H, H.), 6,74 (dd, 2H,
Hq), 6,97 (dd, 2H, H.), 7,07 (m, 2H, Hy), 7,57 (dd, 2H, Hg), 7,74 (dd, 2H, Hy)
olarak bulundu (Sekil 3.1b).
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Sekil 3.1 SNS-mNH, monomerine ait a) *C-NMR ve b) "H-NMR spektralart.

Poli-(SNS-mNHy) film, yiizeyler {izerinde elektrokimyasal polimerizasyon
ile biriktirildi. Polimere ait dongiisel voltammogramin ilk dongiisiinde (Sekil 3.2),
monomer +0,8 V’da radikal katyonuna oksitlenir. Monomer oksidasyonunun
ardindan, elekrot yiizeyinde oligomerlerin olusumu gerceklesir. Oligomerler
belirli bir uzunluga ulastiklart zaman zincirin uzamaya devam ettigi ITO
yiizeyinde cokelirler. Bu da katodik dogrultudaki tarama sirasinda polimerin
indirgenmesine karsilik gelen pik (+0,4 V) ile gézlemlendi. Ikinci pozitif tarama

monomerin oksidasyon pikinden daha diisiik bir potansiyelde, polimer kaynakli
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bir oksidasyon piki (+0,5 V) verir. Bunun disinda, her bir taramada monomer
oksidasyon pikine ait akim degerlerinde artiglar gézlendi. Pik akim degerlerinin
elektrot yiizey alaniyla dogru orantili olmasi sebebiyle pik akim degerlerindeki

artis yilizey lizerinde biriken polimerin alan artisiyla yorumlanabilmektedir.

2000
1500
1000 -

500

Akim (mA)

-500

-1000

-1500 T T T Y T Y T v 1

Potansiyel (mA)

Sekil 3.2 ITO iizerinde SNS-mNH, biriktirilmesine iliskin grafik.
3.2 Yiizeylerin CV ve DPV lle Karakterizasyonu

Iletken polimer kapl elektrotlarin yiizey karakterizasyonu amaciyla polimer
kapli yiizeyler iizerinde monomer icermeyen elektrolit ¢ozeltisi igerisinde 25, 50,
100, 200 ve 250 mVs®' tarama hizlarinda dongiisel voltammetri uygulandi.
Tarama hizlariyla dogru orantili olarak artan akim, polimer filminin elektro-aktif

ve yiizeye tutulumunun iyi oldugunu gosterdi (Sekil 3.3a).

Sekil 3.3b de sematik olarak gosterilen yiizeylerin olusturma asamalarina
dair farkliliklarin belirlenmesi amaciyla ilk olarak diferansiyel puls voltammetrisi
yontemi kullanildi. ITO, ITO/SNS-mNH,, ITO/SNS-mNH,/RGD yiizeylerine ait
DPV sonuglarina gore redoks ajani olarak kullanilan K3zFe(CN)g indirgenmesine
ait akim degerleri her modifikasyon asamasinda degisti. Pik akim degerleri ITO
yiizey i¢in (-0,359 mA; AEp; = 0,20 V) iken, SNS-mNH,-kapl yiizey igin (-0,2
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mA; AEp; = 0,2 V) ve RGD modifiye yiizey i¢in (-0,07 mA; AEp. = 0,3 V) olarak

bulunmustur. Bu azalmanin nedeni, modifikasyon sonrasi artan yiizey kalinligidir.

Yiizeyler,

modifikasyondan

sonra daha

diisiik elektrokimyasal ozellikler

sergileseler de, daha once hiicre adezyonu igin uygun olmayan yapi, memeli

hiicresi yetistirilebilecek sekilde modifiye edildi.
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Sekil 3.3 a) Farkli tarama hizlarindaki dongiisel voltammogramlar. Ekli kiigiik resim pik

akimmin tarama hizina karsi olan grafigini gostermektedir. b) ITO (Mavi),

ITO/MSNS-NH, (Kirmizi) ve ITO/SNS-mNH,/RGD (Siyah) yiizeylerine ait

diferansiyel puls voltammetrisi sonuglari.
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3.3 Yiizeylere Ait Temas Acis1 Ol¢iimii

RGD peptit dizisinin ylizeylere immobilizasyonunun ardindan
yiizeylerdeki hidrofobikligin degisimini belirlemek i¢in temas agisi
Olgiimleri gergeklestirildi. RGD’nin hidrofilik dogas1 geregi yiizey temas
agis1 polimer kaph yiizey i¢n 83,6° & 1,1° iken RGD immobilizasyonundan
sonra 78,9° + 0,9° olarak olgiildii. Elde edilen bu sonug¢ ylizey
modifikasyonunun basarili bir sekilde gergeklestigini ve modifikasyon

sonrasi yiizeyin daha hidrofilik bir hale geldigini gostermektedir.
3.4 Yiizeylerde Iletkenlik Ol¢iimii

Her bir modifikasyon adiminin yiizeylerin iletkenligine etkileri 2-prob
Olciimii teknigi ile arastirildi. Bu teknik ile ilk adimda yiizeylerdeki 6zdireng
hesaplandi. Bulunan 6zdiren¢ degerlerinden yiizeylere ait iletkenlik degerleri
bulundu. ITO, ITO/SNS-mNH; ve ITO/SNS-mNH,/RGD modifiye yiizeylerin
iletkenligi sirasiyla 3,0 x 10°, 1,0 x 10% ve 0,9 x 10° (Q cm)™? olarak 6lgiildi.

Yiizey iletkenliginin modifikasyon adimlarindan sonra korundugu gésterildi.
3.5 Yiizeylerin Taramah Elektron Mikroskobu ile Karakterizasyonu

Yiizeyler arasindaki morfolojik  farklanmanin  belirlenmesi  i¢in
gergeklestirilen SEM analizinde, SNS-mNH; polimerinin RGD peptidi ile
modifikasyon sonucunda yiizey 3 boyutlu yapisinda degisimler gozlendi (Sekil
3.4). Modifikasyon sonrasi olusan piiriizli yapt RGD peptidinin kovalent

immobilizasyonunun basart ile gerceklestigini gosterdi.
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Sekil 3.4 a) ITO/mSNS-NH, ve b) ITO/SNS-mNH,/RGD yiizeylere ait SEM goriintiileri.

Yiizeylerde bulunan atomik degisimlerin saptanmasi icin gerceklestirilen
EDX analizleri, yiizey modifikasyonu sonrasinda indiyum elementinin azaldigini,

karbon elementinin ise arttigini géstermektedir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. EDX analizi sonucunda yiizeylerin atomik &zelliklerinin

karsilagtirilmast.
Karbon Azot Oksijen Siilfiir

SNS-mNH, | Wt % 8,7 5,6 21,2 1,2
kaph yiizey

Atomik % 23,7 13,1 43,2 1,2
RGD Wt % 12,0 6,0 19,6 11
modifiye
yuzey Atomik % | 26,6 15,0 42,5 1,2

3.6 Yiizeylerin AFM ile Karakterizasyonu

AFM yiizeylerin morfolojik 6zellikleri hakkinda detayli bilgi vermektedir.
Sekil 3.4 modifiye yiizeylerin topografisini gostermektedir. Polimer modifiye
yiizeyler diiz ve piiriizsiiz iken (Sekil 3.5a), RGD immobilizasyonu sonrasinda

piiriizlii ve ti¢ boyutlu bir yiizey olarak gozlendi (Sekil 3.5b). Yiizey piirtizliligi
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degerleri polimer kapl yiizey ve RGD modifiye yiizey i¢in sirastyla 1,8 nm ve 2,2
nm olarak bulundu.

Artan ylizey piriizliligi a¢isindan, AFM ve SEM analizleriyle birbirleriyle
tutarl sonuglar verdi. Literatiirdeki verileri gore, artan yiizey piriizliligii hiicre
adezyonu ve proliferasyonu {lizerinde hiicre c¢esidine baglhh olarak etki
gostermektedir (Chung et. al., 2003; De Bartolo et al., 2008; Luo et al., 2012). Bu
yiizden, farkli hiicre hatlarinin yiizeyler iizerindeki morfolojilerinin incelenmesi

biyofonksiyonel yiizey tasariminda olduk¢a 6nemlidir.

Sekil 3.5 a) ITO/MSNS-NH, ve b) ITO/SNS-mNH,/RGD Yyiizeylere ait 3-D topografik
AFM goriintiileri.
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3.7 Yiizeyler Uzerinde Hiicre Adezyonu ve Proliferasyonu
Yiizey Kalinhiginin Hiicre Adezyonuna Etkisi

Yiizeylerdeki iletken polimer kalinligi elektropolimerizasyon sirasinda
dongii sayisinin degistirilmesiyle kontrol edilebilmektedir (Guler et. al., 2014).
Yiizeylerde iletken polimer kapli filmin kalinliginin hiicre adezyonuna etkisinin
belirlenmesi igin, elektropolimerizasyon potansiyeli -0,5 V ile +1,2 V araliginda
5, 10 ve 25 dongii olarak uygulandi. Belirtilen dongili sayilariyla hazirlanan
polimer kapli ylizeylerin kalinliklari, ilgili elektropolimerizasyonun son
dongiisiindeki akim degerlerinin pm birimine ¢evrilmesiyle hesaplandi (45 nC =1
pm). SNS-mNH; polimerinin film kalinligi 5, 10 ve 25 dongii sayilar1 igin
sirastyla 16+£2,1, 26+5,1, 31+0,7 nm olarak hesaplandi. Her bir yiizey, ayni
kosullarda iizerlerinde tutunan ve canliligini devam ettiren hiicre sayisina gore
degerlendirildi. 26 nm kalinligindaki polimer yiizeylerin hiicre adezyonunda en
etkin yiizeyler oldugu gorildi (Sekil 3.6). Ayrica, 31 nm kalinligindaki
yiizeylerde azalan hiicre adezyonunun yani sira homojen film yapisinin bozuldugu

ve defektler olustugu gozlendi.
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Sekil 3.6 Yiizeyler iizerindeki alan basina diisen hiicre sayisinin grafiksel gosterimi.

Vero hiicrelerinin modifiye yiizeyler iizerinde zamana bagh hiicre

adezyonu ve proliferasyonu

26 nm kalinligindaki polimer ile kapl yiizeylerin hiicre adezyonu ag¢isindan
en uygun yiizey oldugunun belirlenmesinin ardindan ITO/MSNS-NH, ve
ITO/SNS-mNH/RGD modifikasyonu uygulanmis yiizeyler ile memeli hiicre
kiiltivasyonunda yaygin olarak kullanilan polistiren (PS) ylizeyler hiicre

adezyonuna olan etkileri bakimindan karsilastirildi.

Ilk adezyon igin gereken 4 saatlik siirede yiizeyler arasinda hiicre sayisi
bakimindan bir farklanma gézlenmedi. RMF iletken polimeri ile kapl ylizeyin 24
ve 48 saatlik hiicre adezyonu igin polistiren ile benzer adeziv 6zellikler gosterdigi
fakat 72 saatlik adezyonda hiicre canliligina olumsuz etkisi oldugu belirlendi.
RGD peptidinin varlifinda ise hiicre canliligi geleneksel polistiren yiizeye gore
24.saatten itibaren artis gozlendi (Sekil 3.7). Yiizeyler arasindaki farklanma
72.saatte en belirgin olarak gozlendi. 72.saatte RGD peptidi ile modifiye edilmis
yiizeylerde maksimum hiicre sayist gozlemlendi. RGD peptit modifiye ylizeyler
iizerindeki hiicre adezyonunun zamana bagli olmasi nedeniyle 72.saatte en fazla
hiicre adezyonunun ve proliferasyonunun goézlenmesi literatiirdeki verilerle
uyumludur. 72.saatten sonra yiizeyler tamamen hiicre ile kaplandig: i¢in analize

devam edilmedi.
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Sekil 3.7 Farkli yiizeylerin zamana bagl hiicre sayisi agisindan karsilastirilmasi.

Vero hiicre proliferasyonunun AFM ile goriintiilenmesi

72. saatte proliferasyon farklanmasimin en belirgin olmasi nedeniyle Vero
hiicrelerinin bu saatte ylizeyler iizerindeki morfolojileri AFM ile incelendi.
Yiizeyler iizerinde fikse olmus prolifere hiicrelerin AFM goriintiisii Sekil 3.8 ‘de
goriilmektedir. RGD modifiye yiizeyler {izerinde hiicrelerin saglikli olduklar1 ve

oldukga iyi bir sekilde yayildiklari gézlendi.
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1: Height

1.0 ym

0.0 ym

80 ym

Sekil 3.8 ITO/SNS-mNH,/RGD yiizeyler iizerinde Vero hiicre morfolojisinin (a) 2-ve (b)
3-boyutlu topografik AFM ytikseklik resimleri.

Farkh memeli hiicrelerinin karsilastirmal olarak incelenmesi

Hazirlanan ve Vero hiicreleri ile uyumluluklar: test edilen yiizeylerin farkl
hiicrelerin proliferasyonunun {izerine etkisi karsilastirmali olarak incelendi. Vero,
HaCaT ve SH-SY5Y hiicrelerinin yiizeyler tizerindeki 72 saat inkiibasyonunun
ardindan proliferasyonlar1 karsilagtirildi. Biitiin hiicre hatlarinin RGD modifiye
yiizeyler iizerinde polimer kapli yiizeyler lizerindekinden daha fazla sayida
olduklart gozlemlendi (Sekil 3.9, Sekil 3.10 ve Sekil 3.11). Vero (Sekil 3.9) ve
HaCaT (Sekil 3.10) hiicre hatlar1 polimer kapl yiizeyler {izerinde yayilamadiklari
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halde, fonksiyonel yiizey {iizerinde yayilip aktin fibrillerinin olusturduklar
gozlemlendi. RGD modifiye yiizeyler {izerindeki hiicre yayilmasi hiicrelerin
yiizeyler lizerindeki RGD motifi ile etkilestiklerini gostermektedir. SH-SY5Y
hiicre hatt1 (Sekil 3.11) ise oldukga agresif bir hiicre hatt1 olmasindan dolay1, hem
polimer kapli hem de RGD modifiye ylizeyler iizerinde maksimum proliferasyon

gosterdi.

a) » ITO/SNS-mNH,

ITO/SNS-mNH2/RGD

Sekil 3.9 Vero hiicre hattinin a) PS, b) ITO/SNS-mNH,, ve ¢) ITO/SNS-mNH,/RGD
yiizeyler iizerindeki proliferasyonu. (Aktin (Kirmizi) ve DAPI (yesil) ). Olcek
cubugu 50 pm.
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ITO/SNS-mNH,

Sekil 3.10 HaCaT hiicre hattinin a) PS, b) ITO/SNS-mNH,, ve ¢) ITO/SNS-mNH,/RGD
yiizeyler iizerindeki proliferasyonu. (Aktin (Kirmizi) ve DAPI (yesil) ). Olgek
¢ubugu 50 pm.

ITO/SNS-mNH,

ITO/SNS-mNH,/RGD

Sekil 3.11 SH-SY5Y hiicre hattinin a) PS, b) ITO/SNS-mNH,, ve ¢) ITO/SNS-mNH,/RGD
ylizeyler iizerindeki proliferasyonu. (Aktin (Kirmizi) ve DAPI (yesil) ). Olgek
¢ubugu 50 pm.
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Farkli hiicre hatlariin yiizeyler iizerindeki mm? bagmna ortalama hiicre
sayisinin karsilastirmali olarak incelenmesine ait grafik sekil 3.12’de gosterildi.
Yildizlar farkli hiicre hatlar1 i¢in modifiye yiizeylerin PS yiizeylere karsi
farkliliklarin1 - gostermektedir. Biitiin hiicre hatlarinda ITO/SNS-mNH,/RGD
yiizeyler iizerinde en fazla hiicre sayis1 gézlemlenmistir. SH-SY5Y hiicre hatti ise
oldukca agresif bir hiicre hattt olmasindan dolay1, hem polimer kapli hem de RGD

modifiye yiizeyler lizerinde maksimum proliferasyon gézlendi.
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Sekil 3.12 Vero, HaCaT ve SH-SY5Y hiicrelerinin PS, ITO/SNS-mNH, ve ITO/SNS-
MNH,/RGD yiizeyler iizerindeki proliferasyonunun kargilagtirmali olarak
incelenmesi.
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SH-SYS5Y hiicre hattinin proliferasyonunun SEM ile incelenmesi

SH-SYS5Y hiicre hattinin polimer kapli ve RGD modifiye yiizeyler
tizerindeki proliferasyon davranist SEM ile gosterildi. (Sekil 3.13).

Sekil 3.13 SH-SY5Y hiicre hattimin (a) ITO/SNS-mNH, ve (b) ITO/SNS-mNH,/RGD
yiizeyler iizerindeki hiicre proliferasyonuna ait SEM goriintiileri.

Floresan mikroskobu sonuclartyla uyumlu olarak,72 saat inkiibasyonunun
ardindan SH-SY5Y hiicre hatt1 iki ylizey ilizerinde de prolifere olurken RGD-
modifiye yiizeyler iizerinde hiicre sayisinin ve yayiliminin polimer kapl yiizeylere

gore daha fazla oldugu gozlemlendi.



39

4. GENEL SONUCLAR

Tez projesi kapsaminda elektroaktif yiizeyler tasarlanmis, karakterize edildi
ve bu ylizeylerin farkli hiicre hatlar1 (Vero, HaCaT, SH-SY5Y) ile in vitro
uygulamalar1 gergeklestirildi. Elde edilen sonuglara gore, hazirlanan yiizeyler
hiicre adezyonunu ve proliferasyonunu tesvik edici olmasi sebebiyle iizerinde
uzun stireli hiicre kiiltivasyonuna imkan vermektedir. Hazirlanan bu platform hem
optik hem de elektrokimyasal ol¢limler icin kullanilmaya uygundur. Boylece,
gerek hiicre morfolojisinin izlenebildigi ve yari nicel analizlerin yapilabildigi
gerekse elektrokimyasal impedans spektroskopisi gibi ylizeye bagli hiicrelerin

hassas olarak 6l¢iilebildigi yeni yontemlerin gelistirilmesi i¢in kullanilabilecektir.

Literatiirdeki benzer amaclarla hazirlanan yiizeylerde ticari olarak iiretilen
polianilin, polipirol ve politiyofen gibi polimerlerin kullanimina yo6nelik
calismalar vardir (Cizelge 4.1). Fakat yeni sentezlenmis bir iletken polimerle
hazirlanan ve hiicre adezyonunu destekleyen bir ylizey bulunmamaktadir. Elde
edilen modifiye yiizeyler, kisa siirede ve diisiik maliyet ile hazirlanabilmektedir.
Bu da, yilizeylerin yiiksek iriin hacimli (high throughput) sistemlerde

kullanilabilecek olmas1 bakimindan avantajlidir.
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Cizelge 4.1 Literatiirdeki benzer ¢aligmalar.

Kullanilan Kullanmilan Hiicre Tipi Referanslar
Polimer Biyomolekiiller
Polipirol Laminin, Kortikal astrositler, (Schmidt et.
Fibronektin, osteoblastlar, al., 1997, Kotwal
Kolajen, Poly-L- fibroblastlar v.b. and Schmidt, 2001,
lizin, Hyaluronik Collier et. al., 2000,
asit, RGD Stauffer and Cui,
2006, Leeet. al.,
2006)
Polianilin Kolajen, gelatin Meme kanseri (Bidez et al., 2006,
hiicreleri, kardiyak Li et. al., 2006)
miyoblastlar v.b.
Politiyofen Laminin, Noronlar, epitel (Breukers et al.,
Fibronektin hiicreleri 2010; D.-F. Li et
al., 2008)

Bu proje kapsaminda optik analizlerde kullanilmis olan ylizeylerin, daha
sonraki asamalarda elektrokimyasal impedans spektroskopisi ile birlestirilmesi,
hiicre-¢ip sistemlerinde kullanilmasi, minyatiirize edilerek ¢oklu analize uygun
hale getirilmesi ya da akigkan sistemler ile entegresyonu ile otomatize edilmesi

mumkindiir.
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