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ONSOZ
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Yonlenmesine Etkisinin Incelenmesi” Proje No: TBAG-2288, ODTU ve Bilkent
Universitelerinin ortaklasa vyiiriittiigii bir Biyomateryaller, doku miihendisligi, nano-ve
mikroteknoloji arastirmast olup TUBITAK Temel Bilimler Aragtirma Grubunca 2 yil siireyle

desteklenmigtir.
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Ozet

Proje silisyum temelli litografik yontemle hazirlanmig cesitli boyutlu sablonlarin
{izerinde polimerik filmler hazirlanmas1 ve bu filmler Gizerine sigan kemik iligi kokenli kok
hiicreler ekerek hiicre yonlendirmesine yiizey kimya ve topografyasmnin etkisini incelemeyi ve
boylelikle biyomateryaller konusunda temel bilgi {iretilmesini amaglamaktaydi.

Film malzemesi olarak poli(3-hidkroksibiitirat-ko-3-hidroksivalerat) (PHBV),
poli(hidroksietilmetakrilat) (PHEMA) ve bunlarin  interpenetre  kangimlart  (IPN)
kullamlmugtir. 16 degisik desen tasarlanoms ve bunlann belli bir kismi ¢aligmamizda
kullanilmistir. Polimerik yiizeylere hiicre yapismasmm kolaylagtirmak amactyla fibrinojen
adsorpsiyonla, kovalent bagla ve kontak damgalama yontemiyle polimer yiizeylerine
tutturulmustur. Alkalen fosfataz enzimi de (ALP) kovalent olarak yiizeylere immobilize
edilmis ve kalsiyum fosfat depozisyonunu artirarak hiicre baglanmasini kolaylagtirmasi
beklenmistir. Sprague-Dawley tipi siganlarin arka bacak kemik iliginden elde edilen kok
hiicreleri in vitro ortamda bilyiitiilmiis ve osteoblasta déniigtiiriilmiistiirr. Hiicrelerin desenler
boyunca yonelimi floresan ve S.E.M (tarama elektron) mikroskopisiyle, ¢ogalmalan ve
bagkalagimlar1 da hiicre sayilar1 belirlenerek, ALP miktart 6lgiilerek, kollajen tip 1 ve
osteokalsin iiretimleri immiin boyamayla incelenmigtir.

Anahtar Kelimeler
Fotolitografi, biyomateryal, doku miihendisligi, osteoblast, bagkalagim (diferansiyasyon)
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Giris

Bu ¢aligmada nanoteknolojik teknikler kullanilarak neo-organ iretimine uygun polimerik
yiizeyler hazirlanmasi ve malzeme-hiicre etkilegimine etki eden parametrelerin incelenmesi
planlanmstir. Bu amagla PHBV, poli(HEMA) ve PHBV/politHEMA) mikrodesenli siibstratlar
tizerinde mikrokanallar ve mikrokuyular olusturulmus, bunlann igine alkalen fosfataz ve
fibrinojen proteinleri kimyasal olarak tutuklanmiy ya da adsorpsiyonu saglanmustir. Bu
malzemeler tizerinde ¢ogalip farklilagsma gosterebilen, kanallar dogrultusunda yonlendirilmig
kemik hiicreleri elde edilmistir. Ayrica bu projede, fibrinojen mikrokontak baski yontemi ile
kimyasal ipucu iglevi gérmek amaciyla hazirlanan siibstratlar Gzerinde paralel geritler halinde

transfer edilmis ve bunun kemik hiicreleri iizerindeki etkisi incelenmistir.

Genel Bilgiler

Doku miihendisligi, hastalik ya da travma sonucu kaybedilen dokularin yerini alabilecek ve bu
dogal dokulann iglevini koruyabilecek ve gelistirebilecek biyolojik yapay doku tasarimm temel
amag edinmis bir bilim dalidir. Genel yaklagim olarak biyolojik yapay dokunun olugturulmasmda
canh hiicreler ve bu hiicrelerin tutunabilecegi ve iizerinde gogalabilecegi dogal ya da yapay
biyobozunur polimerik yiizeyler kullamilir. Hiicreleri ¢evreleyen ortamm hiicre morfolojisine,
hiicre iskeleti organizasyonuna ve dogal hiicre fonksiyonunun korunmasina biyik etkisi vardir.
Doku miihendisliginde gergeklestirilmesi gereken hedeflerden biri, dogal dokunun sahip oldugu
karmagik yap: ve organizasyonun yapay dokularda da olugturulabilmesidir [DESAI, 2000]. Mikro-
ve nanoteknoloji, karmagstk dogal doku yapisinin ve viicut i¢i kosullarmin olusturulmas: agisindan
bitytik bir potansiyele sahiptir. Iyi tasarlanmig ve 6nceden belirlenebilen bir mikroyapiya sahip

dogal ya da yapay polimerik yiizeyler hiicre morfolojisinin, farklilagmasmm ve fonksiyonunun

‘uzun siire korunmasin saglayabilirler [DESAI, 2000]. Buna ek olarak, bazi durumlarda, 6rnegin

kopmus periferal sinir uglarimn birlestirilmesi ve ii¢ boyutlu biyolojik yapay dokulara damar ag:
olusturulmasinda, hiicre yonlendirilmesi biiyiik 6nem tagimaktadir. Hiicre yonlendirilmesini
saglamanm bir yolu da hiicrelerin segici olarak tutunacag: protein ile kaplanmis mikrodesenli
yiizeyler ve/ya da mikrotopografik (mikrokanalli) yapiya sahip yiizeyler kullanmaktir. Bu
yapilarm olusturulmasinda da fotolitografiyi igeren mikrofabrikasyon yontemleri kullaniimaktadir.

Fotolitografi mikroelektronik endiistrisinde olduk¢a genis bir kullanim alanina sahiptir.
Fotolitografide temel olarak silikon pul (wafer) iizerine fotorezist kaplamir ve istenilen deseni
iizerinde barindiran fotomaske yardimiyla, fotorezist UV'ye tutulur. UV'nin ulagti: fotorezist
yiizeylerde elde edilen ¢oziiniirliik, fotorezistin tiiriine bagl olarak (pozitif ya da negatif), artar ya

da azalir. Dolayistyla, UV'ye tutulmus fotorezist ¢oziicii iginde belirli bir siire bekletilerek banyo

1n




edilir ve istenilen desen silikon pul tizerinde elde edilmig olur [DESAI, 2000]. Desende yer alan
mikrokanallarin derinligini arttirmak i¢in silikon pulun lzerindeki desene gore kimyasal olarak
asmdirnlmas: da mimkindir. Olusan desenli silikon pul, mikrokanalli bir filmin olusturulabilmesi
icin ya da PDMS (polidimetil silokzan) mikrodamga olusturulmasinda kalip olarak kullanihr.
PDMS mikrodamga ile, hiicrelerin yonlendirilmesinde etkili olan proteinler polimerik yiizeyler
iizerinde istenilen desen igerisinde ya da lizerinde tutturulabilir.

Mikrofabrikasyon yontemiyle iiretilmis siibstratlan iceren ilk ¢ahigmalardan biri Brunette ve
ark. tarafindan yapiimistir [BRUNETTE, 1983]. Bu grup, insan gingiva eksplantlarimin ¢ogalma
yoniniin ~ kontrol edilmesinde kullanilacak olan kanalh yiizeylerin silikon iizerinde maske
yardimiyla agmdiriimasini hedefleyen teknigin kullanimim gostermistir. Bu ¢alisma  sonunda,
mikroyapiya sahip yizeyin daha iyi bir osteointegrasyonu ve mineral doku uyarilmasini sagladig
saptanmistir [BRUNETTE, 1999]. Yapilan diger ¢alismalarda mikroyapimm hiicre ¢ogalmast ve
tutunmas: Gzerindeki biyik etkisi kamitlanmigtir. Mikrotopogratiye sahip yiizeyler fibroblast
tutunmasini arttirabilmekte ve bu hiicrelerin istenilen dogrultuya yénlenmesini uyarabilmektedir
[CLARK, 1991; MEYLE, 1993; MEYLE 1995]. Bir ¢ok arastirmaci yiizey topografisinin
hiicrelerin ilerlemesini etkileyebilecegini ve hiicreleri yonlendirebilecegini gostermistir (Tablo 1).
Hiicre boyutlart dolaymnda (10-50 um) bir topografik ozellige sahip hiicre tasiyict ylizeylerinin
kullamilmasiyla elde edilen hiicre morfolojist  dogal dokudaki hiicrelerinkine olduk¢a
benzemektedir.

Mikroteknoloji, tanimlanmis kimyasal molekiillerin hiicre mikrogevresine uygulanmasinda da
kullanilmaktadir (Tablo 2). Son yillarda bilim adamlar sinir hiicrelerinin, laminin tutturularak
olusturulmus iki boyutlu mikrodesenli yapilar tizerindeki tutunma ve farklhilagmalarim [RANIERI,
1994] ve karaciger hiicrelerinin (hepatosit ve fibroblast) iki boyutlu ortak kiltiirlerde birbirleriyle
ctkilesmelerini arastirmislardir [BHATIA, 1997; BHATIA 1998]. Her iki ¢aligmada da, belirli bir
diizende yerlesmemis hiicrelere oranla mikrodesenli yiizeylerdeki hiicre fonksiyonlarinda gelisme
gorilmiistir.

Doku mithendisligi kullamlarak olusturulmus kalin ve karmasik yapilarin, 6rnegin karaciger
ve bobrek, viicuda nakledildikten sonra hala canhiligini strdirebilmesi i¢in damar agma sahip
olmasi gerekir [VACANTI, 2000]. Vacanti ve ark. silikon ve Pyrex lizerinde mikrofabrikasyon
yoéntemlerinmi kullanarak, karaciger ve damar dokularmi (dallanan damar agi) tek hiicre katmani
halinde olusturmuglardir [VACANTI, 2000]. Olusturulan bu dokularin bir araya getirilmesiyle
kalin, ti¢ boyutlu, damarlh bir organin meydana getirilebilecegi diislinilmektedir [VACANTI,
2000].

Daha etkili bir yénlendirme araci olugturmak i¢in topografik ve kimyasal modifikasyonlar bir
arada kullanilabilmektedir. Miller ve ark. polimer stbstrat tzerinde kimyasal ve fizikscl

yoénlendirmenin  Schwann hiicrelerinin  ¢ogalmast ve ilerleme yonleri {izerindeki etkisini
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aragtirmuglardir [MILLER, 2001]. Yapilan ¢aligmada mikrokanalli silikon yap: kalip olarak
kullanilmig ve mikrokanalh biyobozunur polimer olugturulmustur. Polimer ylizeyindeki
mikrokanallara laminin proteini adzorplanmistir. Hiicre ekiminj takiben alinan sonuglara gore
laminin Schwann hiicrelerinin  siibstrata daha ¢ok tutunmalarin saglamis ve hiicreleri
mikrokanallarm dogrultusunda yonlendirmistir.

Yapilan tiim bu gahgmalar, mikrofabrikasyon yéntemlerinin kullamlmastyla olusturulabilen
kimyasal ve topografik yizey modifikasyonlarinin kompleks  biyolojik yapay doku

olusturulmasinda ve hiicre yénlendirilmesi alaminda biiyiik bir potansiyele sahip oldugunun bir
kanttidir,
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Gereg ve yontem

I. Mikrodesenli gablonlarin hazirlanmasi

I-A. Fotomaskelerin tasarlanmasi ve iiretimi

Ihtiya¢ duyulan gablonlar belirlendi. Bu sablonlar degisik ¢ukur taban genislik ve derinliklerden
olusan mikrokanallar ve kiibik yiikseltiler igermektedir. Bu yapilarm kesiti Sekil 1°deki gibidir.

Sekil 1. Sablonda yer alan yapilarin kesiti

Bu sablonlart igeren fotomaske Wavemaker dizayn programiyla tasarlandi. Tasarlanan maskede

yer alan gablonlann yeri Sekil 2°de, ayrnintilart ise Tablo 3’te goriilmektedir.

Tepe Genisligi

A1 A2 A3 A4

B1 B2 B3 B4

C1 c2 C3 c4

D1 D2 D3 D4 Qukl

Sekil 2. Sablonlarin fotomaske tizerinde dagilimi
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Tablo 3. Tasarlanan sablonlarin 6l¢iileri.

*Sablon Egim Acisi (°) Tepe Genisgligi Cukur Genigligi Tepe Yiiksekligi
No. (um) (um) (1m)
Al 90 30 10 4.5
A2 54.7 30 10 20
A3 54.7 10 2 30
A4 54.7 2 2 30
Bl 90 10 10 4.5
B2 54.7 10 10 20
B3 54.7 5 2 30
B4 54.7 2 50 10
Cl | 90 | 5 14 3
C2 90 5 13 3
C3 54.7 10 2 20
C4 54.7 2ve5 2 20
Dl 90 S5vels 8 3
D2 90 S5vel5 7 3
D3 54.7 3ve? 2 20
D4 54.7 30 2 20

A2A 90 40 10 10

E 5 b & :
*Burada C1 11 pm, C2 13 pm D1 11 ve 21 um ve D2 11 ve 21 um lik kibik yitkseltilerdir. Geri kalan sablonlar
mikro kanallardan olusmaktadir,

Tasarlanan maskenin GDS 11 dosyas: elektronik olarak maske itireticisine gonderilerek tizeri

krom kapli kuvartz plakalar tizerinde imal ettirildi.

I-B. Sablonlarin mikroisleme yontemleriyle iiretilmesi

Sablon platformu olarak genelde tek kristal silikon dilimler kullamldi. Bu dilimlerden 1.5 x 1.5
cm’lik pargalar kesildi. Kesilen parcalar TCA (trikloroetan), ACE (aseton) ve ISO (isopropil alkol)

kimyasal temizliginden gegirildi. SiNx ince tabakalar, plazma ile hizlandirtlmis kimyasal biriktirme

yontemi ile (PECVD: Plasma Enhanced Chemical Vapor Deposition) bu pargalarin yiizeyine
biyiitiildii. Sablon maskesindeki desenin, sablon platformuna aktarilmas: asagidaki gibi
gergeklestirildi: Kimyasal olarak temizlenmis ve iizerine ince film biiyttiilmiis olan pargalarin iizerine
UV'isiga duyarl fotorezist film 40 sn siireyle 4000 rpm hizda déndiiriilerek kaplandi. Daha sonra
fotomaske kullanilarak 1s15a duyarls film Karl Suss Maske hiza saglayicisinda 6 mW hik UV isikla 25
sn pozlandinldi. Daha sonra da 40 sn banyo edildi. Boylece maskedeki sablon deseni 15182 duyarli
tabakaya aktarilmig oldu. Daha sonra yaklagik 60 sn bir derigik HF (hidroflorik asit) agindirmastyla
sablon biiyitiilen ince SiNx tabakasina gegirildi. Isiga duyarl fotorezist film aseton ile kaldirildi. SiNx

tabaka Si dilimi agmdirma islemi swrasmda (ikincil) maske gorevi gormektedir. Uzerindeki SiNx
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(potasyum hidroksit) ¢ozeltisine birakild: ve agikta kalan Si istenen derinlige kadar agindirildi. En son

olarak SiNx tabaka derisik HF ile temizlendi. Boylece sablon platform iiretimi bitmis oldu. Uretim

islemleri asagidaki Sekil 3’te dzetlenmistir.

Si dilim

Fotoresist

R A R

Maske

Fotoresist

KOH asindirma

Bitmis sablon

Sekil 3. Mikroisleme yontemiyle sablon iiretim agsamalari

PDMS kalibin hazirlanmasi
Hazirlanmus yiizeyin {izerine sivi halde olan PDMS ve katalizor kanigim dokiiliip yaklasik 70°

C derecede firinland: ve PDMS’in polimerlesmesi saglandi. Polimerlesen ve sertlesen PDMS mekanik
olarak yiizeyden aynidi.

IL. Mikrodesenli ve desensiz polimerik siibstratlarin hazirlanmasi

II-A. Céziicii ugurma yontemiyle PHBYV filmlerin hazirlanmas:

PHBYV (poli(3-hidroksibiitirat-ko-3-hidroksivalerat), 8% mol HV) nin diklorometan icinde %6
(w/v)'lik gbzeltisi olusturulmug ve bu ¢ozelti mikrokanalli ve kiibik yiikseltili silikon sablonlar tizerine

yayilmgtir. Coziiciiniin buharlagmas: sonucu olugan film kaliptan kaldinlmis ve bdylece kalibin
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yaydmstir. Cozlictiniin buharlagmas: sonucu olugan film kaliptan kaldmilmus ve boylece kalibin
tzerindeki sekiller film tizerinde ters olarak elde edilmigtir. Desensiz filmlerin elde edilmesi igin de
ayni ¢ozelti cam petri kabina dokiilerek ¢oziiciisii buharlagtinilmigtir.

H-B. Fotopolimerizasyon yontemiyle poli (HEMA) jellerinin hazirlanmas:

PHEMA hidrojeller fotopolimerizasyon yontemiyle hazirlanmigtir. %1 (w/v) oraninda AIBN
iceren monomer 2-HEMA ¢ozeltisi cam petri kabimin diiz yiizeyine ve mikrodesenli kalip tizerine
dokilmils ve oda sicakhfinda iginden azot gaz gegirilerek 2 sa boyunca UV igsipina maruz
birakilmustir. Olugan politHEMA) jeller su varhginda yiizeyden kaldirilmugtar.

11-C. Fotopolimerizasyon yontemiyle PHBVS8/PHEMA IPN yapilarimn hazirlanmasi

Desensiz PHBVS/PHEMA IPN filmlerinin hazirlanmasi i¢in 750 pl kloroform igerisinde 7.5 mg
PHBVS ve 0.5 ml (2-HEMA) monomer, 250 pl etil alkol ve 2.5 mg AIBN iki ayn tiipte hazirland:.

Daha sonra iki tiip igerikleri kangtirilip cam petri kaba dékiildi. Tki sa azot gaz1 altinda UV’ye maruz
birakilarak PHBVS/PHEMA IPN filmleri hazirlandi (GURSEL, 1998).

Desenli filmlerin hazirlanmasinda aym yontemler kullanidlmugtir. Hazirlanan ¢6zeltiler petri
kabma yerlestirilen silisyum A3, A4, B3 ya da Dlsablonlan iizerine dokiilmiis ve daha sonra olusan
yapilar su varhfinda sablondan aynlmistir.

1. Fibrinojenin mikrodesenli ve desensiz yiizeylere baglanmas:

ITI-A. Polimerik yiizeylere baglanacak fibrinojenin FITC ile Isaretlenmesi

Fibrinojen (10 mg/ml) 0.1 M fosfat tamponu i¢inde ¢oziildikten sonra % 5’lik sodyum
bikarbonat ile pH 8’¢ ayarlandi. Fibrinojeni FITC ile isaretlemek i¢in 1 ml protein ¢bzeltisine 2 mg
FITC eklendi ve 18 sa 4°C’de ¢alkalandi. FITC ile isaretlenmis fibrinojeni baglanmarms FITC den
ayirmak i¢in elde edilen ¢ozelti 0.1 M (pH 7.2) fosfat tamponu ile G25 kolonundan gegirilmistir. iki

ml’lik toplanan 6rneklerin spektroflorometre ile floresan intensitesine (FI) (Ag,: 490 nm, Agy, 524 nm)
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bakilmig, ve UV/Vis spektrofotometrede (Amax 280 nm) protein miktarini tayin igin abzorbans
dlgiimleri yapilmustir.

111-B. Fibrinojenin mikrodesenli ve desensiz yiizeylere kovalent olarak baglanmasi

Mikrodesenli ve desensiz PHBVS8 film yiizeylerine FITC-fibrinojenin kovalent olarak
baglanmast icin filmler 2 sa UV’ye (A = 313 nm, 75 W) tutulmugtur. UV uygulamasmdan sonra film
yiizeylerine 150 pl capraz baglayici epiklorohidrin (% 2’lik) eklenerek hemen fazlas1 ylizeyden
ahinmis ve filmler karbondioksit etiiviinde 15 dk bekletilmistir. inkiibasyon sonunda filmler 37°C’de
fosfat tamponu ile 1 sa yikanmistir. Epiklorohidrin tutturulmus filmler % 70°1ik etanol igerisinde 2 sa
sterilize edilmis, % 50’lik etanol igerisinde 30 dk yikanmus ve PHRBVS filmleri daha sonra FITC-
fibrinojen g¢ozeltisine batirilip 17 sa bekletilmigtir. Fosfat tamponunda 4 salik yikama agamalarindan
sonra floresan mikroskobunda filmler incelenmigtir. FITC-fibrinojen, mikrodesenli -ve desensiz
PHEMA ve PHBVS/PHEMA IPN polimerik yapilara epiklorohidrin ile UV ‘ye tutulmadan kovalent
olarak yukanida belirtilen sekilde baglanmustir.

Hiicre ckimi igin kullamilacak filmlerin yiizeyine, yukarida belirtilen ySntem kullanlarak,
sadece fibrinojen (2mg/mL ¢ozeltisi kullamlarak) kovalent olarak baglanmugtir.

HI-C. Fibrinojenin mikrodesenli ve desensiz yiizeylere adzorpsiyon yontemiyle

baglanmasi

Mikrodesenli ve desensiz hazirlanan polimerik yapilar iizerine 250 pl FITC-fibrinojen (1
mg/ml) ¢ozeltisi eklendi ve 10 dk bekletildi. 10 dk sonunda protein gozeltisi ¢ekildi ve filmler bir gece
boyunca karanlikta kurutuldu (KENAR, 2003). Yiizeye baglanan FITC-fibrinojen floresan
mikroskopisi ile incelendi. '

Hiicre ekimi i¢in kullanilacak filmlerin yiizeyine, yukanda belirtilen yontem kullanilarak,
sadece fibrinojen (1 mg/mL ¢dzeltisi kullanilarak) adzorplanmustir.

IV. Alkalen fosfataz (ALP) enziminin mikrodesenli ve desensiz yiizeylere kovalent olarak

baglanmast ve karakterizasyonu

IV-A. ALP enziminin kovalent olarak mikrodesenli ve desensiz polimerik yiizeylere

baglanmasi

ALP enzimi yukarida belirtilen aym yontemlerle (fibrinojenin film yiizeylerine kovalent olarak
baglanmasi) mikrodesenli ve desensiz PHBVE film, PHEMA, PHBV8/PHEMA polimerik yapilar
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yiizeylerine kovalent olarak baglanmistir. Epiklorohidrin ¢6zeltisi polimerik yapilar yiizeyinden
¢ekildikten sonra filmler ALP enzimi (0.2 M, pH 9 borat tamponu iginde,2 mg/ml) igerisinde 17 sa
oda sicakhiginda inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda fosfat tamponu ile 37°C ‘de 4 sa yikanmistir
ve anti-ALP antikoru ile indirekt immiin boyama yapilmistir. Immiin boyama sonrasinda ALP’nin
mikrodesenli ve desensiz ylzeylerde dagilimi floresan mikroskopisi ile incelenmistir.

Hiicre ekimi igin kullanilacak filmlerin yiizeyi anti-ALP antikoru ile boyanmanmustir.

IV-B. indirekt immiin boyama ile baglanan ALP enzimlerinin incelenmesi

Indirekt immiin boyama isleminin ilk asamasi olarak biitiin filmler spesifik olmayan antikor
baglanmasini dnleyen ¢6zelti (10 mM fosfat tamponu iginde % 1°lik BSA, % 10 ‘luk FCS) ile 30 dk
inkiibe edildi. Filmler 1:1000 seyreltilmis primer anti-ALP antikoru ile 4 °C ‘de bir gece boyunca
inkiibe edildi. Yikama asamalarindan sonra 1:400 seyreltilmis ikincil IgG antikoruyla 37°C ‘de 1 sa
inkiibasyonu yapildi. Ikinci inkiibasyon sonunda filmler fosfat tamponu ile yikandi ve floresan

mikroskobunda incelendi.

IV-C. Mikrokanallar ve kuyucuklar icinde ve diiz yiizeye baglanmis ALP enziminin Ca-P

kristalleri olusturmasinin saglanmasi

Kovalent olarak mikrokanallar ve ¢ukurlar igerisine baglanmis ALP enziminin PHBV film
yizeyinde kemik dokusunda bulunan hidroksiapatite 6zdes Ca-P kristallert olusturmasi amaciyla,
filmler 24 mM Ca **, 0.5 mM Mg **, 142 mM NaCl ve 12.5 mM B- gliscrofosfat igeren 1 mL’lik Tris
tampon ¢ozeltisi (pH 7.4, 25 mM) igerisinde 37°C’de, 90 sa bekletilmistir. Inkitbasyonun ikinci
giiniinde Tris tampon ¢ozeltisi yenilenmistir. Ornekler PBS igerisinde (pH 7.4, 10 mM) yikandiktan
sonra kurumaya birakilmis ve bir kismm taramali elektron mikroskobunda incelenmis, digerleri de

hiicre ekiminde kullantlmistir.

V. Fibrinojenin Desensiz PHBVS, PHEMA ve PHBV/PHEMA IPN Film Yiizeyine Mikrokontak

Damgalama Yontemi ile Transferi

V-A. Silikon PDMS Damgamn Hazirlanmasi
Hazirlanmis ylizeyin {izerine sivi halde olan PDMS ve katalizér kanigimi dokilip  yaklagik

700 C derecede firmlandi ve PDMS’in polimerfesmesi saglandi. Polimerlesen ve sertlesen PDMS

mekanik olarak ylizeyden ayrildi




V-B. FITC-Dekstran’m ve Fibrinojen’in mikrokontak damgalama yontemi ile polimerik
yiizeylere transferi

Polimerik film yiizeylerine mikrokontak damgalama yontemiyle protein transfer igleminin
basarili bir sekilde gergeklesebileceginin kanitlanmast amaciyla mikrokontak damgalama metodu dnce
FITC ile isaretlenmis dekstran kullanilarak gergeklestirilmistir.

PDMS damganin yiizeyi 6nce 60 sn siiresince 100 watt’lik O, RF plasma’ya maruz birakilarak
hidrofilikligi arttirilmistir. Hidrofilik damga % 70 ‘lik etil alkol ile yikanip kurutulduktan sonra FITC-
Dekstran ¢ozeltisine (2mg /ml) batirilip 30 dk oda sicakhiginda bekletilmistir. Inkiitbasyon siiresinin
sonunda PDMS damga laminer kabin (steril) igindeki steril filtre kagitlan tizerinde dik pozisyonda 15
dk kurutulmugtur. Damga daha sonra % 70 ‘lik etil alkol i¢inde sterilize edilmis ve ylizeyi hafif nemli
olan PHBV, PHEMA ya da PHBV/PHEMA IPN film yiizeyine transfer edilmis ve tizerine 50 g agirhk
koyulduktan sonra 15 dk karbon dioksit etiiv iginde bekletilmistir. Damga film yiizeyinden
uzaklastinldiktan sonra filmler floresan mikroskobu ile incelenmigtir.

Hiicre ekimi igin ise desensiz filmlerin yiizeyine yukarida belirtilen yontem kullamlarak

fibrinojen (1mg/mL ¢ozeltisi kullanilarak) baskilanmugtir.

VL. In vitro Cahymalar
VI-A. Sican kemik iligi hiicrelerinin izolasyonu

Sprague-Dawley cinsi siganlarin arka bacak kemiklerinden kemik iligi elde edilmis, buradaki
kok hiicreleri hiicre kiiltiirinde DMEM ( Dulbecco’s Minimal Eagle Medium, high glucose) ortaminda
ve %20 FBS (Fetal Bovine Serum) varhigmnda ¢ogaltilmis ve birinci pasaj hiicreleri DMSO ¢ozeltisi

(%15, FBS i¢erisinde) igerisinde dondurulmus ve sivi azot tankinda hiicre ekimine kadar saklanmgtir.

VI-B. Filmlere hiicre ekimi

Sivi azotta bekletilen kok hiicreler tekrar canlandirilddi, DMEM besiyerinde (Dulbecco’s
Minimal Eagle Medium, high glucose, %20 FBS) biiyitildii ve tripsin ile yiizeyden kaldirilarak
yiizeyinde a) adzorplanmus fibrinojen, b) kovalent olarak tutuklanmig Fb, c) kovalent olarak
tutuklanmig ALP’nin olusturdugu Ca-P mineralleri bulunduran, ya da d) fibrinojen i¢ermeyen
(islenmemis) mikrokanalli, kuyucuklu ve desensiz PHBV, PHEMA ya da PHBV/PHEMA IPN
filmlerin {izerine ekilmis (film bagina 5,000/15,000 hiicre) ve bu hiicre kiltirleri 2 hafta siire ile

37°C'de %5 CO,’li etiivde bekletilmistir. Ekimden 3 sa sonra hiicrelerin osteoblast hiicrelerine
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doniigmeleri amaciyla {izerlerine 910 FBS ve farklilasma faktorleri (10 mM B-gliserofosfat, 50
me/mL L-askorbik asit ve 10 nM deksametazon) igeren DMEM besiyeri eklenmistir. Iki ginde bir
hiicre kiiltiirlerinin besiyerleri yenilenmigtir.

VI-C. Hiicrelerin yoneliminin belirlenmesi

Hiicrelerin yoneliminin belirlenebilmesi amactyla hiicrelerin birbiriyle etkilesimini en aza
indirecek sekilde PHBVS film basina 1,000 hicre (25,000 hiicre/mL) ekildi ve 4 glinlik inkiibasyon
dénemi sonunda, hiicreler % 2.5Tuk glutaraldehit kullanilarak film yiizeyine sabitlenmis ve Acridine
Orange’la boyanmustir. Olugan preparatlar floresan mikroskobu kullanitarak 480 nm’de incelenmistir.

Almnan gortintiller  kullanilarak mikrokanalli filmler {izerindeki hiicrelerin kanal
dogrultusundan sapma agilart belirlendi (0° -90° arasi; 0°: kanala paralel uzanma, 90°: kanala dik
uzanma). Kuyucuklu ve diiz yiizeyler i¢in de rasgele belirlenen bir dogrultu temel almarak hiicrelerin

yerlesimi aym sekilde belirlendi.

VI-D. Film yiizeyinde hiicreler tarafindan salgﬂanan Kkollajen tip I ve Osteokalsin’in
indirekt immiin boyama ile isaretlenmesi

Filmler {izerine ckilen hiicreler ve olusturduklart hiicredist matriks 2 haftahk inkiibasyon
sonunda etanol kullamlarak film yiizeyine sabitlendi. Filmler 6nce PBS tampon gozeltisi ile sonra da
9%70°lik etanol ile yikandi ve %99’luk ctanol igerisinde 3 sa siireyle bekletildi. Indirekt immiin
boyama igleminin ilk asamast olarak biitiin filmler spesifik olmayan antikor baglanmasim dnleyen
cozelti (10 mM fosfat tamponu iginde % 1’lik BSA, % 10 ‘luk FBS) ile 30 dk inkiibe edildi. Filmler
kollajen tip 1 boyamas: igin 1:1000 ya da 1:100 seyreltilmig primer anti-kollajen tip I antikoru (anti
collagen type 1, Sigma) ile, Osteokalsin boyamas: igin ise 1:100 seyreltilmig primer anti-osteokalsin
antikoru (Bovine Osteocalcin Monoclonal Antibody, QED Biosciences) ile 4°C ‘de bir gece boyunca
inkiibe edildi. Kollajen tip 1 ve Osteokalsin boyamast icin ayrt filmler kullamldi Yikama
asamalarmdan sonra 1:400 seyreltilmiy ikincil IgG antikoruyla (Alexa Fluor 488, Molecular Probes)
37°C ‘de 1 sa inkiibe edildi. Tkinci inkiibasyon sonunda filmler fosfat tamponu ile yikand: ve 480

nm’de floresan mikroskobunda incelendi.
VI-E. Film Uzerindeki Hiicre Cogalmasmin Tayini
Filmlerin yiizeyindeki hiicre miktari ve ¢ogalmasi MTS testi kullanilarak belirlendi. MTS testi
hitcre ckimini takiben 24 sa sonra yiizeye tutunan hiicre sayisini ve 2 hafta sonunda da hiicre

¢ogalmasini belirlemek i¢in kullanildi, Her 6rnek i¢in 0.5 mL %10°luk MTS/PMS kanigimi (%10’ luk
FBS iceren DMEM igerisinde) kullanildi ve MTS’in canlt hiicreler tarafindan formazana
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donistiiriilmesi ile vasatta olugan renk degisimi 490 nm’de Elisa Plate Reader kullanilarak tesbit

edildi. Hiicre sayisi, ayni kosullarda olugturulan MTS kalibrasyon egrisi kullanilarak belirlendi.

VI-F. Alkalen Fosfataz Testi

Farkli desene ve kimyasal modifikasyona sahip yiizeylerdeki hiicre-yiizey ctkilesiminin ostcoblast
fenotip ifadesi (islevi) lizerindeki ctkilerini belirlemek amactyla hiicreler tarafindan dretilen alkalen
fosfataz aktivitesi tayin edildi. Bu amagla, 2 haftalik inkiibasyon siiresi sonunda filmler fosfat tamponu
ile yikandi ve 10 mM Tris- Triton X (%1 Triton X 100) tamponu ihtiva eden tiipler icerisine alinarak -
20 °C’de donduruldu. Doku kiltiirii polistireni iizerinde biyiitilmis ve pozitif kontrol gorevi goreeek
olan hiicreler de ayn tampon ¢ozeltisi kullamlarak yiizeyden kaldirildi. Taplerdeki hiicreler “dondur-
erit” yontemiyle iyice pargalandiktan sonra sonikator kullanilarak (25 W, 5 dk) ALP enziminin serbest
kalmasi saglandi ve diger biiyiik pargaciklar santrifijjle (2000 dev/dk, 10 dk) ¢oktirildi. Her drnek
tizerindeki alkalen fosfataz aktivitesi, oda sicaklifinda bu enzim varliginda p-nitrofenil fosfat’in p-
nitrofenol’e hidrolizinin 405 nm’de 2 dk’da bir spektrofotometrik tayini ile belirlendi.

Dakikadaki alkalen fosfataz aktivitesi, “istk emilimi-zaman™ egrisinin egimi kullanilarak hesaplandi.
p-Nitrofenol’iin  oda sicakligindaki kalibrasyon cgrisi kullanilarak da enzim aktivitest  (liriine

doniistiiriilen umol siibstrat/dk) tayin edildi.

Bulgular ve Tartiyma

Bulgular:
I. Sablon diretimi

Olusturulan maskeden polimerik film yapiminda kullaniimak {izere, ytzeyinde farkli desen
(mikrokanalli ya da kiibik ¢ukurlu) bulunduran tasarimlar scgildi ve bunlarin silikon sablonlari
iiretildi. Aralarinda hiicre davramsi agisindan karstlastirma yapabilmek amaciyla kiibik ¢ukurlu
yaptlardan D1, mikro kanallilardan da tck parametrede (gukur taban genigligi) farkhihk gosteren A3,
B3 ve A4 secildi. Uretilen sablonlarin (A3, B3 ve A4) boyutlar tasarlanandan ¢ok az farkli olmasi
(Tablo 4) proje amaglan yoniinde kullanim agisindan bir engel olugturmamistir (Sckil 4). Kimyasal
asidirma yontemi D1 gablonunun planlanan boyutlarda Giretimine olanak vermemistir, bu nedenle bu
sablonun iiretimi igin farklr bir yontem olan Reactive lon Etching (RIE) kullamlmustir. Kimyasal
agindirma sonucu clde edilen A3, A4 ve B3 sablonlan yiizeyindeki kanallarin yan duvarlan zeminle
54.7°, D1 yiizeyindeki kuyucuklarm duvarlari ise 90° lik bir agi ypmistir. PDMS damga yapiminda

kullanilacak olan A2A sablonunun tretimi i¢in de RIE kullantimstir.
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Tablo 4. Silikon sablonlarin desen boyutlan (um)

Tasarlanan Boyutlar (um) Elde Edilen Boyutlar (pm)
Ornek A3 | B3 A4 A2A Dl A3 B3 Ad A2A | DI
Kodu
Cukur
Taban
Genisligi 2 2 2 10 8 1 1 1 10 4
Tepe
Genisligi 10 |5 2 40 5vel5 8 3 1 40 | 10ve 20
Tepe
Yiiksekligi |30 | 30 30 10 3 30.1 31 30.2 10 5

Kiibik cukurlu sablon: D1 (x50) Kanall: sablonlar: A3, A4, B3 (x121,5)

Sekil 4. Mikrodesenli silikon sablonlarin stereozoom mikroskobu (Nikon SMZ 1500) ile alinan
goriintiileri.
I1. Mikrokontak damga ve polimerik film iiretimi:

Silikon sablon iizerindeki desen yiiksek duyarlilikla mikrokontak damga, mikrodesenli PHBV
filmler, PHEMA jeller ve PHBVS/PHEMA IPN yapilar iizerine sablon deseninin tersini yansitacak
sekilde taginabilmistir (Sekil 5).
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(d)

Sekil 5. Mikrodesenli filmlerin stk mikroskobu (Olympus IX-70 Inverted System Microscope) ile
elde edilen goriintiileri. a) PHBV A4 (x75), b) PHBV DI (x150), ¢) PHEMA B3 (x75), d)
PHBVE&/PHEMA IPN A3 (x150).

I11. Polimerik yiizeylere baglanacak fibrinojenin FITC ile isaretlenmesi

FITC-fibrinojenin ve baglanmamis FITC'nin GPC kromatogrami Sekil 6’da verilmistir.
Molekiiler agirlifa gore ayirim yapan jel kromatografisi ile farkli molekiil agirhiklarina sahip FITC ile
isaretlenmis fibrinojen ve baglanmamg FITC farkli tiiplerde gelmistir (Sekil 6). Aym tiiplerin 280
nm‘de okunan abzorbanslart da protein ve FITC'nin birbirinden aywriminin basarili oldugunu
gostermistir (Sekil 7). Protein miktar1 ve okunan FI degerlerine gore 5-7 numarali tiipler biraraya
toplanip baglama islemi icin kullanilmustir. FITC-fibrinojen ¢izeltisinin konsantrasyonu fibrinojen ile

olusturulan kalibrasyon egrisinden 0.948 mg/ml olarak bulunmustur.
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Sekil 6. FITC-fibrinojen ve baglanmamis FITC’nin spektroflorometrik olarak elde edilen
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Sekil 7. G-25 kolonundan eliisyonu yapilan tiiplerdeki protein miktarlarinin incelenmesi i¢in 280 nm
dalga boyunda 6lciilen abzorbans degerleri, (kiiciik sekil protein miktarinin 6lgiilmesi i¢in hazirlanan
fibrinojen kalibrasyon egrisidir)

IV. Fibrinojenin mikrodesenli ve desensiz polimerik yapilarin yiizeyine kovalent olarak ve
adsorpsiyon yontemiyle baglanmasi

Kovalent olarak baglanan FITC-fibrinojenin mikrodesenli polimerik yapilarda daha ¢ok kanal
yan yiizeyleri ya da kanal tabanlarim tercih ettigi goriilmiistiir (Sekil 8). PHBV8/PHEMA IPN

yapilarinin kalin olmasi nedeniyle bu filmlerden iyi goriintiiler elde edilememistir.
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(@) (b) ()

Sekil 8. Epiklorohidrin ile a) PHBVS film, (x150 ), b) PHEMA, (x150), ¢) PHBVS / PHEMA IPN
film (x75), yiizeylerine baglanmg FIT C-fibrinojenin floresan mikroskop goriintiileri.

Sekil 9’da goriilen sari-yesil yapilar yiizeye baglanms FITC-fibrinojen molekiillerine aittir.
Mikrodesenli polimerik yapilara baglanan proteinlerin daha ¢ok paralel kanallarin yan yiizeylerini

tercih ettigi gzlenmistir.

(a) (b) (©)

Sekil 9. B3 sablonu ile hazirlanmig mikrodesenli film yiizeylerine adsorpsiyon yontemiyle baglanmig

FITC-fibrinojenin floresan  mikroskobu gortintiileri. a) PHBV8 film, b) PHEMA, ve c)
PHBV8/PHEMA (x300 biiyiitme)

V. Alkalen fosfataz (ALP) enziminin mikrodesenli ve desensiz yiizeylere kovalent olarak
baglanmas: ve karakterizasyonu

V-a) Indirekt immiin boyama ile baglanan ALP enzimlerinin incelenmesi

Mikroskopik incelemelerde (Sekil 10a-d) mikrodesenli yapilarda ALP enziminin kanal ya da
kuyucuk iglerine baglandig gozlenmistir. Sekil 10 e‘de desensiz PHBVS/PHEMA IPN filmlerinde

yiizeye homojen dagilmis olarak enzim baglandi@1 goriilmiistiir.
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Sekil 10. Kovalent olarak mikrodesen]j PHBVS8/PHEMA IPN filmlerin yiizeyine baglanmis ALP
enziminin indirekt immiin boyama floresan mikroskopi gériintiileri. a) PHBVS film (A3), b) PHBVS
film (D1, kuyucuklu), ¢) PHEMA, d) PHBVS8/PHEMA IPN (B3), ve e) desensiz (x150 biiyiitme).

V-b) Mikrokanallar ve kuyucuklar icinde baglanmg ALP enziminin aktivitesinin incelenmesi

ALP’ye karst yapilan indirekt immiin boyamasi ile ALP enzimlerinin mikrodesenli yapilarda
basari ile kanal iglerine baglandiklan goriilmiistii (Sekil 10). Epiklorohidrin ile kimyasal gapraz
baglama asamasinda enzim aktivitesinde kayip olmadig1, hem filmlerin ALP enziminin siibstratint
igeren ¢ozelti iginde aktivite gostermeleri hem de organik fosfat kaynagt ve kalsiyum varliginda film

yiizeyinde hidroksiapatit (Ca-P kristalleri) olusturmalar ile 1spatlanmustir (Sekil 11).

Mikrodesenli  polimerik yizeylerde kontrollii  olarak  kanallar iginde  kristallerin
olugturulmasiyla dogal kemik hiicredis1 matriksinin taklit edilebilecegi, bu sayede kemik hiicrelerinin
kanal igine baglanmasinin saglanabilecegi ve hiicrelerin Ozelliklerini kaybetmeden yonlendirilmis

olarak biiyiitiilebilecegi diisiiniilmiistiir.
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Film yiizeyine kovalent tutuklanmis ALP enzimlerinin bazi filmlerde belirgin Ca-P kristalleri
olusumunu sagladif, bazilarinda ise belirgin bir birikmeye neden olmadig1 gozlenmistir. Kanalh ve
kiibik cukurlu filmlerin yiizeyinde Ca-P kristallerinin sadece cukurlarda degil, tepelerde de

birikebilecegi ve filmin tiim yiizeyinde homojen olmayabilecegi goriilmiistiir (Sekil 11 a, b).

(b)

(c)

Sekil 11. Mikrodesenli PHBVS filmlere kovalent olarak baglanmis ALP enzimlerinin 90 sa Ca-
organtk fosfat kaynagi varliginda 37°C’de inkiibasyonu sonucunda film yiizeyinde olusturduklart Ca-P
kristallerinin taramali elektron mikroskobu goriintiileri. a) D1, b) A3 ¢) desensiz

VI. FITC-Dekstran’in mikrokontak damgalama yontemi ile polimerik yiizeylere transferi:
Fibrinojen transferinin olabilirliginin incelenmesi

PDMS damganin yiizeyinin protein ya da dekstran adzorpsiyonuna elverish olamayacak kadar
hidrofobik olmasi nedeniyle, bu yiizey once O, RF plazma’ya maruz bwakilarak hidrofilikligi
artintmistir. O, RF plasma sonrasi FITC-Dekstran molekiillerinin PDMS damganin yiizeyine

adzorplandig1 floresan mikroskobu ile saptanmistir (Sekil 12).
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Sekil 12. Yiizeyine FITC-Dekstran adzorplanmis PDMS damganin floresan mikroskopi gériintiisii

(x300 biiyiitme).

(a)

Sekil 13. Mikrokontak damgalama yontemi ile tra

(b)

nsfer edilmis FITC-Dekstranin a) PHBVS

film,(x 150 biiyiitme) ve b) PHBV8/PHEMA IPN film (x150 biiyiitme) yiizeylerine transfer edildikten

sonra elde edilmis floresan mikroskobu goriintiileri.
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FITC ile isaretlenmis dekstran desensiz PHBVS8, PHEMA ve PHBV8/PHEMA IPN filmlerine
transfer edilmistir (Sekil 13).Transfer edilen proteinler sar1 (ya da yesile yakin), paralel seritler olarak
goriilmektedir. PHBVS8 ve PHEMA filmleri iizerine baglanmuis FITC-Dekstran protein seritlerinde
floresans daha parlak olup IPN yapilarda ayni verim elde edilememistir. Bunun en belirgin nedeni
hazirlanan IPN filmin diger yapilara gore daha kalin ve mat olup 15131 daha az gecirmesidir. Buna
karsin, PHEMA ve PHBV8/PHEMA IPN mebranlarma transfer edilen protein seritlerinin PHBVS8
yiizeyine transfer edilenlere gire daha diizgiin ve kesintisiz oldugu gozlenmistir. Elde edilen bu
sonucun kullanilan iki yapimin farkli yiizey Ozelliklerine sahip olmasindan, yani PHBV®’in diger

yapilara gore daha hidrofobik olusundan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

VIL. in vitro Cahsmalar

Bu proje gergevesinde, farkli kimyasal ve fiziksel yiizey modifikasyonlarina sahip filmlerin
kemik hiicresi yonelimi iizerindeki etkilerinin ve bunun hiicre aktivitesine olas: etkilerinin saptanmasi
amactyla, hiicre kaynagi olarak bir kemik osteosarkoma hiicresi olan Saos-2'nin kullanilmasi
planlanmisti. Ancak, bu hiicrelerin film yiizey topografisinden normal kemik hiicrelerinden farkh
sekilde etkilenmeleri ve belirli bir dogrultuda yonelimlerinin saglanamamast sebebiyle bu ¢alismada,

sican kemik iligi hiicrelerinin farklilastirilmasi ile elde edilecek kemik hiicrelerinin (osteoblast)

kullanilmasina karar verildi (Sekil 14).

(a) ; (b)

Sekil 14. Saos-2 ve sigan kemik iligi hiicrelerinin farklilastiriimast ile elde edilmis kemik hiicrelerinin
(osteoblast) yiizeyine Fb adzorplanmus A3 PHBVS filmi iizerinde 7 giinliik inkiibasyon sonunda
Acridine Orange boyamasi ile elde edilen floresan mikroskop goriintiileri. (a) Saos-2, (b) osteoblast
(x150 biiyiitme).

SUDUIECIRBE R R SR SRS I B eSS S  R B  E s
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VII-a) Hiicrelerin yoneliminin belirlenmesi:

Hiicrelerin en ¢ok Fb adzorplanmis filmler iizerine tutundugu, Fb kovalent baglanmg
yiizeylerde ise modifikasyona ugramamis yiizeylere oranla daha yliksek sayida hiicrenin bulundugu
floresan mikroskobunda gozlenmistir. Fb’nin kovalent tumklandlgl filmler arasinda en gok hiicre D1
lizerinde saptanmugtir. Fb adzorplanmis D1 filmleri lizerinde hiicrelerin ¢ekirdeklerinin biiyiik
¢ogunlugunun bityiik kuyucuklarda yer aldig1 goriilmiis, ancak hiicrelerin uzantilarinda herhangi bir
lokalizasyona rastlanmanus, rasgele bir dagihm goriilmiigtiir (Sekil 15d). Fb’nin kovalent olarak
tutuklandigs filmler tizerinde asirt protein birikmesi gézlenmis ve bunun besiyerindeki proteinlerin
film yiizeyinde bulunan epiklorohidrin ara baglayicinin serbest ucuna baglanmas1 sonucu olustugu
diisiiniilmektedir (Sekil 15 gveh).

Tablo 5’te mikrokanalli filmler (A3, A4, B3) iizerindeki hiicrelerin kanal dogrultusundan sapma
agilan ve diger yiizeylerde de rasgele alinmig bir ¢izgiye gore yerlesimleri verilmigtir. Mikrokanalli
filmler tzerinde belirgin bir fark olmamakla birlikte, gukur taban genigligi arttikga sapma agisimn da
arttign goriilmektedir, islenmemis mikrokanalli filmler tizerinde ¢ok az sayida (1-6) hiicre gozlenmig
ve bunlarin da kanal dogrultusunda uzandiklan gOrilmistiir. Islenmemis D1 filmi iizerindeki
hiicrelerin yuvarlak bir morfolojiye sahip olmalary nedeniyle sapma agilan belirlenememigtir. Genel

olarak diiz yiizeylerde ve D1 iizerinde hiicrelerin rastgele yonlendigi gériilmektedir.

Tablo 5. Farkh PHBV 6rnekler lzerindeki sapma agilar

Kimyasal islenmemis Fb Adzorplanms | Fb Kovalent
slem Tutuklanmg
Ornek
A3
0 4.66 + 7.59 526+ 11.94
A4
0 3.32+6.75 2.45 1 6.46
B3
0 4.21+7.73 4.00 +10.03
D1 B
37.08 + 23.12 48.26 + 23.25
Diiz
41.82 +21.75 44.90 + 25.36 42.85 +27.37
TCPS
37.71 + 30.35
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(9) (h)

Sekil 15. Acridine Orange ile boyanmus osteoblast hiicrelerinin ylizeyine Fb adzorplanmis (x150) (a,

b, ¢, d, e, f) ve kovalent tutuklanmis (x 75) (g, h) filmler iizerindeki morfolojileri. a) A3, b) A4, c¢) B3,
d) D1, ) diiz film, f) TCPS, g) A4 ve h) D1.
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VII-b) Osteoblast hiicrelerinin PHBVS, PHEMA ve PHBVS/PHEMA IPN yapilar iizerindeki

organizasyonunun ve mikrodesenler iizerindeki yonelimlerinin taramal elektron mikroskobu ile
incelenmesi

Hiicre ekimini takiben 4 giinliik inkiibasyon sonunda elde edilen taramal: elektron mikroskobu
goriintiileri islenmemis tiim polimer yiizeylerin, desenli ya da desensiz, hiicre tutunmasina elverisli
olmadigin ortaya ¢tkarmustir (Sekil 16a, 16¢, 16¢, 18a ve 19a).

“o “ 1 n o h B
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(f)

Sekil 16. Osteoblast hiicrelerinin kimyasal modifikasyona ugramamis (islenmemis) (a, ¢, e) ve
yiizeyine Fb adzorplanms (b, d, f) PHBVS filmler iizerinde 4 giinliik inkiibasyonu sonunda elde
taramali elektron mikroskobu goriintiileri. (a, b) A3, (c, d) D1 ve (e, f) Diiz film.
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Islenmemis polimerler arasinda hiicre tutunmasina en elverislisi PHBV8/PHEMA IPN olmustur
(Sekil 19a). Bu sonug ise, PHBV ¢ok hidrofobik, PHEMA ¢ok hidrofilik iken PHBV8/PHEMA IPN’in
ikisinin ortasinda bir hidrofilisiteye sahip olmast ile agiklanabilir. Hiicrelerin genelde orta diizeyde bir
hidrofilisiteye sahip yiizeylere tutunmay: tercih ettikleri bilinmektedir. Hidrofobik PHBV yiizey
(desenli ya da densiz) iizerindeki hiicreler, yiizeye tutunmak yerine birbirleriyle etkilesip biiyiik hiicre
kiimeleri olusturmuslardir (Sekil 16 a, c, e). Islenmemis mikrokanalli PHEMA ve IPN iizerindeki

hiicreler ise az olmalarina karsin kanallar dogrultusunda paralel uzanmislardir (Sekil 18a ve 19a).

Sekil 17. Osteoblast hiicrelerinin yiizeyine kovalent olarak ALP tutuklanmis ve bu enzim sayesinde
ylizeyinde Ca-P kristalleri biriktirilmis PHBVS filmler {izerinde 4 giinliik inkiibasyonu sonunda elde
edilen taramal: elektron mikroskobu goriintiileri. a) A3, b) D1 ve ¢) Diiz film.

Polimer film yiizeyine fibrinojen adzorplanmasi ya da yiizeye tutuklanmis ALP enzimi
sayesinde Ca-P kristallerinin biriktirilmesi, yiizeye tutunan hiicre sayisint ve homojen dagihimi biiyiik
olgiide arttirmistir (Sekil 16b, 16d, 16e, 17a-c, 18b, 18c, 19b ve 19¢). Fibrinojen varliginda, tiim

mikrokanallr filmler iizerindeki hiicreler genelde kanallanin yan duvarlarina tutunup kanal
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dogrultusuna paralel uzanmuslardir (Sekil 16b, 18b ve 19b). Yiizeyine ALP enzimi tutuklanms ve Ca-

P kristalleri biriktirilmis mikrokanalli filmler iizerindeki osteoblastlar i

dogrultusundan sapma agisina sahip olmuslardir (Sekil 17a).

()

se daha biiyiik kanal

(d)

Sekil 18. Osteoblast hiicrelerinin kimyasal modifikasyona ugramamis (islenmemis) (a) ve yiizeyine Fb

adzorplanmis (b, ¢, d) PHEMA filmier iizerinde 4 giinliik inkiibasyonu sonu
elektron mikroskobu goriintiileri. a, b) A3, ¢) D1 ve d) Diiz film.

Yiizeyine Fb adzorplanmis tiim mikrokuyucuklu filmler iizerindeki

nda elde edilen taramali

hiicrelerin kuyucuklarin

icine lokalize olmadig1 ve yiikseltileri asarak herhangi bir yonelime sahip olmaksizin tiim desen

yiizeyini kapladiklart gozlenmigstir (Sekil 16d, 18c ve 19¢). Aym sekilde diiz polimerik filmler

iizerindeki osteoblastlar herhangi bir yonelime sahip olmaksizin rasgele ytizeye uzanmuslardir (Sekil

16e, 16f, 17c, 18d ve 19d).
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(c) (d)
Sekil 19. Osteoblast hiicrelerinin kimyasal modifikasyona ugramamis (islenmemis) (a) ve yiizeyine Fb

adzorplanmus (b, ¢, d) PHBVS/PHEMA IPN filmler iizerinde 4 giinliik inkiibasyonu sonunda elde
edilen taramali elektron mikroskobu goriintiileri. a, b) A3, ¢) D1 ve d) Diiz film.

VIl-c) Mikrokontak damgalama yontemiyle PHBYV, PHEMA ve PHBVS/PHEMA IPN yapilar
lizerine paralel eritler halinde transfer edilen fibrinojenin hiicre yonelimi iizerindeki etkisi
Mikrokontak damgalama yontemiyle diiz film yiizeyine adzorplanan Fb sayesinde
osteoblastlarin hiicre ekimini takiben 4 saatlik bir siire sonunda tiim polimerik filmler iizerinde Fb
seritler dogrultusunda yonlendirilebilecegi gosterilmistir (Sekil 20). Mikrokanalli film yiizeyinde ise
hiicre yonlendirmesi igin yaklasik 24 saate ihtiya¢ vardir. Bu ¢alismada PDMS damga, diiz film
yiizeyine aralarinda 40 mikron uzaklik bulunan paralel 10 mikron genisliginde Fb seritler baskilayacak
sekilde tasarlanmistr. Her ne kadar hiicre yonlendirmesi bu boyutlarla gegeklestirilebilmis ise de,
hiicrelerin kalabalik olduklar: yerlerde Fb seritler arasinda baglant: olusturabildikleri ve seritlere dik

olacak sekilde bile uzanabildikleri gozlenmistir (Sekil 17a ve 17b). Bu nedenle seritler arasindaki
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mesafenin daha genis tutulmasinin yonlendirilmis  hiicre yiizdesinde artisa neden olacag

diistiniilmektedir.

(c)

Sekil 20. Osteoblast hiicrelerinin mikrokontak damgalama yontemiyle yiizeyine paralel seritler halinde
fibrinojen transfer edilmis filmler iizerindeki yonelimi (hiicre ekimini takiben 4 sa sonunda elde
edilmis floresan ve gtk mikroskopisi gériintiileri, x150 biiyiitme). a) PHBV, b)PHEMA ve
¢)PHBV8/PHEMA IPN
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VII-d) Film yiizeyinde hiicreler tarafindan salgilanan kollajen tip I’in indirekt immiin boyama
ile isaretlenmesi:

Yiizeyine Fb adzorplanmis tim PHBVS filmlerin (A3, A4, B3, DI, diiz) ve doku kiiltiirii
polistireninin (TCPS) yiizeyinde kemik hiicrelerinin (film bagina 5000 hiicre ekildiginde) kollajen tip I
salgiladiklart saptanmustir (Sekil 21). Mikrokanalli filmlerde kollajen tip I'in kanal iglerine biriktigi
gozlenmistir. Herhangi bir kimyasal modifikasyona tabi tutulmanus (islenmemis) PHBV filmlerde ve
Fb’nin kovalent olarak tutuklandigi yiizeylerde ise, kollajen tip T belirgin olarak sadece D1’in

yiizeyinde ve az da olsa diiz filmin iizerinde saptannustir.

(b)

(@)

(e (f)
Sekil 21. Fb adzorplanmis PHBV film ve TCPS yiizeyinde hiicreler tarafindan salgtlanan kollajen
tip['in indirekt immiin boyama ile isaretlenmesi sonucu elde edilen floresan mikroskop gériintiileri
(x150 biiyiitme). a) A3, b) A4, ¢) B3, d) DI, e) diiz PHBV ve f) TCPS.
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Yiizeyine kovalent olarak ALP tutuklanmis ve Ca-P olusturulmus PHBVS filmlerin (A3, DI,
diiz) iizerine 15000 hiicre ekilerek 2 haftalik inkiibasyon sonunda elde edilen hiicredisi matriksin
kollajen tip I igin immiin boyanmasi sonucu elde edilen floresan mikroskop gériintiileri Sekil 22’de
verilmigtir. Desenli ya da desensiz, tiim bu filmler iizerindeki kollajen tip I kiigiik kiirecikler halinde

saptanmugtir. Mikrokanalli film yiizeyindeki kollajen tip I'in genel olarak kanal iclerine lokalize

oldugu gozlenmistir.

(c) (d)

Sekil 22. ALP tutuklannus ve yiizeyinde bu enzimin Ca-P kristalleri olusturdugu PHBV film ve
islenmemis TCPS yiizeyinde hiicreler tarafindan salgilanan kollajen tipI’in indirekt immiin boyama ile
isaretlenmesi  sonucu elde edilen floresan mikroskop goriintiileri (film basina 15000 hiicre
ekildiginde). a) A3 (x75), b) D1 (x150), ¢) Diiz (x150), ve d) TCPS (x75).




VIl-e) Film yiizeyinde hiicreler tarafindan salgilanan Osteokalsin’in indirekt immiin boyama ile
isaretlenmesi

Bu caliymada kullanilan kemik iligi kaynakli kok hiicrelerinin osteoblast hiicrelerine
farkhlagabildigini kamtlamanin bir yolu da viicutta sadece bu hiicreler tarafindan salgilanan
Osteokalsin proteininin polimerik filmler ve TCPS iizerindeki inkiibasyon sonunda bu yiizeylerde
iiretilebildiginin gosterilmesidir. Bu amagla, yiizeyine kovalent olarak ALP tutuklanmis ve Ca-P
biriktirilmis PHBVS filmlerin (A3, DI, diiz) iizerine 15000 hiicre ekilerek 2 haftalik inkiibasyon
sonunda elde edilen hiicredisi matriksin Osteokalsin igin immiin boyanmas! gergeklestirilmistir.
Sonuglar Osteokalsin’in tiim bu filmlerin yiizeyinde az da olsa, D1 ve A3 iizerinde kiiciik kiirecikler

halinde, iiretilebildigini gostermistir (Sekil 23).

(b)

(©) (d)

Sekil 23. ALP tutuklanmis ve yiizeyinde bu enzimin Ca-P kristalleri olusturdugu PHBV film ve
islenmemis TCPS yiizeyinde hiicreler tarafindan salgilanan osteokalsin’in indirekt immiin boyama ile
isaretlenmesi sonucu elde edilen floresan mikroskop goriintiileri (film basina 15000 hiicre ekildiginde,
x75). a) A3, b) D1, ¢) Diiz PHBV ve d) TCPS.
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VII-f) Film Uzerindeki Hiicre Cogalmasinin Tayini:

Yizeyine Fb adzorplanmis, Fb kovalent tutuklanmus ve yiizeyi islenmemis PHBVS filmler
lizerine hiicre ekimini (5000 hiicre/film) takiben 24 sa sonra ylizeye tutunan hiicre sayismi belirlemek
amaciyla yapilan MTS testi sonunda, film yiizeyine tutunan hiicre sayisinn doku kiiltiirii polistirenine
tutunan hiicre sayisindan daha az oldugu belirlenmistir. Farkls kimyasal modifikasyona sahip filmler
lizerindeki hiicre sayis1 siralanigi $6yledir:

Fb adzorplanms filmler > Fb kovalent tutuklanmus filmler > I$1enmemi$ filmler.
Iki haftalik inkiibasyon sonunda yapilan MTS testi sonuglari Sekil 24¢te verilmistir.
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Sekil 24. PHBVS Filmler ve TCPS tizerindeki iki haftada hiicre ¢ogalmas (film bagma ckilen hiicre
sayist: 5000, n=2).

Sekil 24’te, hidrofobik film ylizeyinin hiicrelerin tutunmay tercih ettikleri RGD amino asit
sekanslarini tagiyan Fb ile modifiye edilmesi sonucu yiizeydeki hiicre sayisinin artti1 gorilmektedir.

Fb’nin PHBVS ylizeyine adzorplanmas: hiicrelerin en ¢ok bu filmler tizerinde ¢ogalmasina ve hiicre

sayisinin TCPS lizerindeki ile esdeger olmasina olanak saglamistir. Fb’nin kovalent olarak ylizeye
tutuklanmasi ise islenmemis yiizeye oranla hiicre ¢ogalmasinda daha etkili olmus, fakat bu filmler Fb
adzorplanmis 6rneklerdekinden daha diisiik hiicre sayisma sahip olmustur, Tek bir grup icindeki (aym
kimyasal modifikasyona fakat farkl topografiye sahip) PHBVS filmler karsilagtinilirsa, diiz filmlerin
yiizeyinin tamamen piiriizsiiz olugunun hiicre tutunmasini ve ¢ogalmasm zorlagtirdigi, kuyucuklu

filmlerin (D1) ise herhangi bir yonlendirmeye neden olmasalar da hiicrelerin tutunmasini ve
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varliginin 6nemini gostermektedir.

Sekil 24 dikkate alinarak, mikrokanalli filmlerin (A3, A4, B3) iizerindeki hiicre sayismin ise
DVl’inkine yakin oldugu ve kendi aralarinda belirgin bir farka neden olmadiklan goriilmiistiir. Bu
nedenle takip eden ¢alismalarda (PHBVS, IPN ve PHEMA filmlerin kargilagtiriimasy) mikrokanalls
filmlerden sadece biri, A3, kullanilmistir. Buna ek olarak Fb’nin ylizeye adzorplandlgmda kovalent
baglanmasima oranla hiicre ¢ogalmasinda daha etkili olmas; lizerine, takip eden ¢alismalarda Fb ile
yapilan kimyasal modifikasyonda sadece adzorplama uygulanmustir.

PHBVS, IPN ve PHEMA filmler lizerine hiicre ekiminde tutunan hiicre sayismin saghkh
belirlenebilmesi amaciyla film bagma 15000 hiicre ekilmistir ve 1 giin sonunda alman MTS testi
sonuglan yiizeye tutunan hiicre sayisint ve 2 hafta sonundaki MTS testj sonuglari ise film yiizeyindeki
hiicre ¢ogalmasini belirlemede kullanilmistir. PHBVS ylzeyine uygulanan kimyasal modifikasyonun
(Fb adzorplama, ALP kovalent baglama ve bu enzime Ca-p biriktirtme) islenmemis yiizeye gore hiicre
tutunmasini ve ¢ogalmasing genel olarak biiyiik oranda arttrdig, ve hiicre sayilarinin TCPS Gzerindeki
ile esdeger olmasm sagladign goriilmiistiir (Sekil 25). Yiizeyine Fb adzorplanmis PHBVS filmler
arasinda en diisiik hiicre ¢ogalmasi mikrokanalli film (A3) iizerinde, ylzeyine ALP kovalent
baglanms ve Ca-P biriktirilmis PHBVS filmler arasinda ise en diigiik hiicre ¢ogalmas
mikrokuyucuklu film (D1) tizerinde gozlenmistir (Sekil 25). IPN filmler lizerine Fb’nin adzorplanmas;
yiizeye tutunan hiicre sayisinda artisa neden olmus ve degerler D1 ve diiz IPN’lerde TCPS

lizerindekine egdeger diizeyde saptanmustir (Sekil 26a). 2 hafta sonunda tiim IPN filmler lizerindeki
hiicre sayis1 desen ve Fb varligt fark etmeksizin aynt diizeye ulagmus, fakat D1 ve diz IPN filmler
lizerindeki degerler tutunan hiicre sayisindan daha diigiik bulunmustur (Sekil 26a). PHEMA filmler
tizerindeki hiicre tutunma ve cogalma verileri IPN filmlerinkine ¢ok benzer olmakla birlikte
islenmemis PHEMA A3 filmler lizerinde herhangi bir hiicre tutunma ve ¢ogalma verisi elde
edilememistir (Sekil 26b). Dolayistyla PHEMA filmlerin hiicre tagtyicisi olarak kullanilabilmesi igin

kimyasal olarak modifiye edilmesi ve hiicre tutunmasina elverigli hale getirilmesi gerektigi
Saptanmustir,
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Sekil 26. IPN ve PHEMA Filmler ve TCPS lzerindeki tutunan hiicre sayisi (I giin) ve hiicre
¢ogalmas: (2 hafta). a) Islenmemis ve yiizeyine Fb adzorplanmus IPN filmler, ve b) islenmemis ve
yiizeyine Fb adzorplanmis PHEMA filmler iizerindeki hiicre sayilari. (film bagina ekilen hiicre sayist:
15000, n=3)
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Mikrokontak damgalama (MKD) yontemiyle diiz PHBVS, IPN ve PHEMA filmler iizerine
hiicreleri yonlendirme amaciyla paralel seritler halinde adzorplanan Fb, en ¢ok hiicre gogalmasinin
PHEMA iizerinde gergeklesmesini saglamustir (Sekil 27). Ancak bu deger bile TCPS iizerindeki hiicre
sayisindan ¢ok diisiik olarak saptanmustir.
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Sekil 27. PHBVS, IPN ve PHEMA filmler ve TCPS iizerindeki hiicre ¢ogalmasi (2 hafta). (film basina
ekilen hiicre sayisi: 15000, n=3)

Farkli topografi ve kimyasal modifikasyona sahip PHBVS, IPN ve PHEMA filmler iizerindeki
hiicre tutunma verileri (1 giin), aralaninda kargilastirma yapabilmek amaciyla TCPS’e gore normalize
edilmistir (Sekil 28). Bu verilere gore, PHBVS yiizeyini kimyasal olarak modifiye etmenin (Fb
adzorplama, Ca-P kristalleri biriktirme) genel olarak islenmemis film ylizeyine oranla tutunan hiicre
sayisint biyiik dl¢tide arttirdigs, fakat iglevsel olarak adzorplanmis Fb’nin Ca-P kristallerinden daha
ctkili oldugu goriilmiistir (Sckil 28a). Film yiizeyine adzorplanmis Fb’nin tim film gesitlerinde
(PHBVS, IPN ve PHEMA) islenmemis ylizeye gore tutunan hiicre sayisi arttirdifi, ancak bu
yontemin PHBV8’e uygulandiginda en yiiksek hiicre sayisinin elde edilmesine olanak verdigi

goriilmiistir (Sekil 28b).
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Sekil 28. Islenmemis ve yiizeyi kimyasal olarak modifiye edilmis (Fb adzorplama, Ca-P kristalleri
biriktirme) PHBVS (a) ve islenmemis ve yiizeyine Fb adzorplanmis PHBVS, IPN ve PHEMA (b)
filmler tizerindeki, kargilagtirma amagh TCPS’e gére normalize edilmis hiicre tutunma verileri (1 giin).
(film basina ekilen hiicre sayisi: 15000, n=3).
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Sekil 29a’daki normalize hiicre ¢ogalma grafigi dikkate alinirsa, film yiizeyindeki desen fark
etmeksizin PHBVS filmlerde kimyasal modifikasyonun (Fb adzorplama, Ca-P kristalleri biriktirme)
genel olarak islenmemis film yiizeyine oranla hiicre sayisim biiyiik ol¢tide arttirdify goriilmektedir.
Mikrokanalli (A3) filmlerde yiizeye Ca-P kristalleri biriktirmenin, mikrokuyucuklu filmlerde ise
yiizeye Fb adzorplamanin daha etkili oldugu goriilmektedir.

Film yiizeyine adzorplanmig Fb’nin PHBV8 ve PHEMA filmlerde islenmemis yiizeye gore
hiicre ¢ogalmasim arttirdigi, ancak IPN filmlerde bir fark yaratmadig: saptanmugstir (Sekil 29b). Fb
adzorplama yonteminin PHBVS’e uygulandiginda en yiiksek hiicre sayisinin elde edilmesine olanak
verdigi ve bu degerin TCPS iizerindekine ¢ok yakin oldugu goriilmistir (Sekil 29b).

Tim film g¢esitlerini ve topografik ve kimyasal modifikasyonlar igeren normalize hiicre
¢ogalma grafigine bakildiginda yiizey topografisinden bagimsiz olarak 2 haftalik stire sonunda en ¢ok
hiicrenin yiizeyine Fb adzorplanmig ya da Ca-P biriktirilmis PHBVE filmler {izerinde elde edildigi
goriilmektedir (Sekil 30). Mikrokontak damgalama (MKD) yéntemiyle diiz film yiizeylerine seritler
halinde transfer edilen Fb’nin PHBV yiizeyinde islenmemis filme oranla hiicre ¢ogalmasinda bir farka
neden olmadigi, IPN ve PHEMA filmlerde ise yiizeyine Fb adzorplanmis diz filmler kadar etkili
oldugu belirlenmistir (Sekil 30). MKD ile diiz film yiizeyine seritler halinde transfer edilen Fb (iki
boyutta kimyasal modidfikasyon) ile A3 iizerine adzorplanan Fb (ii¢ boyutta kimyasal modifikasyon)
hiicre ¢ogalmasina olan etkisi agisindan karsilagtinlacak olursa, PHBV’de ve IPN’de ii¢ boyutta
kimyasal modifikasyonun, PHEMA’da ise iki boyutta kimyasal modifikasyonun daha etkili oldugu
s6ylenebilir (Sekil 30).
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Sekil 29. Islenmemis ve yizeyl kimyasal olarak modifiye edilmis (Fb adzorplama, Ca-P kristalleri
biriktirme) PHBVS (a) ve islenmemis ve yiizeyine Fb adzorplanmis PHBVS, IPN ve PHEMA (b)
filmler iizerindeki, kargilagtirma amacli TCPS’e gore normalize edilmis hiicre ¢ogalma verileri (2
hafta). (film basina ekilen hiicre sayist: 15000, n=3)

53 L
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Im gesitleri {izerindeki normalize hiicre ¢ogalma verileri (2 hafta). (film basina
ekilen hiicre sayisi: 15000, n=3)




VIil-g) Alkalen Fosfataz Testi:

iki haftalik inkiibasyon sonunda yiizeyine Fb adzorplanmis, Fb kovalent tutuklanmis ve ylizeyi
islenmemis PHBVS filmler arasinda en yiiksek ALP aktivitesi, yiizeyinde Fb adzorplanmis 6rnekler
lizerinde tesbit edilmistir (Sekil 31). Genel olarak yizeyinde Fb adzorplanmis 6rnekler arasinda
mikrokanalli filmler en yiiksek ALP aktivitesi gostermistir ki bu da hiicre morfolojisinin, yani
yonlenmis hiicre iskeletinin gen ekspresyonunu etkileyecek olasi sinyal iletiminin, hiicre aktivitesi
tzerindeki etkisini gostermektedir. Kuyucuklu filmler de diiz filmlere oranla daha yitksek ALP

aktivitesi gostermistir,

ALP Aktivitesi / Ornek
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Sekil 31. PHBVS filmler ve TCPS iizerindeki 6rnek bagma diisen iki haftalik ALP aktivitesi (film
bagina ekilen hiicre sayisi: 5000, n=2) .

Ancak hiicre seklinin gen ckspresyonu tizerindeki etkisinin belirlenmesi i¢in ALP aktivitesinin hiicre
bazinda (spesifik aktivite) belirlenmesi gerekir (Sekil 32). ALP spesifik aktivitesinin de 6rnek basina
diisen ALP aktivitesi ile biiyiik 6lgiide benzer oldugu gorlilmektedir, ancak Fb adzorplanmis diiz
filmde biiyik bir farkihk géze garpmaktadir. Bu diiz film tizerinde gbzlenen ¢ok asir1 spesifik
aktivitenin hiicre sayisinm yanhs belirlenmesinden kaynaklandig yinelenen deney sonucunda ortaya
ctkmustir (Sekil 38). Yiizeyine Fb adzorplanmis A3 filmi tizerindeki ALP spesifik aktivitesinin TCPS

tizerindeki aktiviteden de yiiksek oldugu saptanmistir. A3 filminin yizeyindeki mikrokanallar,
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mikrokanaili filmler arasinda en genis cukur tabamina sahiptir ve bu nedenle hiicrelerin kanal
dogrultusundan sapma agilan en biiyiik olarak bu filmler iizerinde gozlenmigti. Buna ragmen en
yiksek ALP spesifik aktivitesinin A3 tizerinde elde edilmesi sapma agisinin hala kiigiik olusu ve
tepeler arasindaki genisligin daha biiyiik olmasi nedeniyle hiicre-hiicre etkilesiminin daha iyi

saflanmis olmasina baglanabilir.

-
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Sekil 32. PHBV filmler ve TCPS tizerindeki hiicre basina diigen iki haftabk ALP aktivitesi (film
bagmna ekilen hiicre sayist: 5000, n=2).

Mikrokanalli (A3), mikrokuyucuklu (D1) ve diz PHBVS, IPN ve PHEMA filmler tizerindeki
ALP aktivitesinin karsilastirmali olarak belirlenebilmesi amaciyla takip eden galigmalarda film bagina
15000 hiicre ckilmigtir ve 2 hafta sonunda film (0rnek) ve hiicre bagma diisen ALP aktivitesi
belirlenmigstir. PHBVS yiizeyine adzorplanan Fb’nin islenmemig yluzeye gére 6rnek bagina diigen
ALP aktivitesini biiyiik oranda arttirdifn goriilmistiir (Sekil 33a).
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Sekil 33. PHBVS filmler ve TCPS iizerindeki 2 haftahk ornek bagina disen ALP aktivitesi. a)
Islenmemis ve yiizeyine Fb adzorplanmusg filmler, ve b) yiizeyine kovalent olarak ALP tutuklanmis ve

Ca-P kristalleri biriktirilmis filmler tizerindeki ALP aktivitesi. (film basina ekilen hiicre sayisi: 15000,
n=3)
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Mikrokanalh (A3) PHBVS iizerindeki ALP aktivitesinin mikrokuyucuklu (D1) ve diiz PHBVS
filmlere oranla olduk¢a yiiksek oldugu belirlenmigtir (Sekil 33a). PHBVS A3 ylizeyindeki ALP
aktivitesi TCPS iizerindekiyle esdeger, PHBVS A3 Fb ylizeyindeki ALP aktivitesi ise TCPS
lizerindekinin en az iki kat: olarak saptanmustir (Sekil 33a). Bu sonuglar, osteoblastlarmn mikrokanall
filmlerdeki  yonlendirilmis morfolojilerinin ALP  aktiviteleri iizerindeki tetikleyici  etkisini
gostermektedir. D1 ve diiz PHBVS filmler ancak Fb varliginda TCPS tizerindeki ALP aktivitesine
ulagmigtir. PHBVS film yiizeyine kovalent olarak ALP tutuklanmasi ve Ca-P kristallerinin
biriktirilmesi ile elde edilen kimyasal modifikasyon sonucunda ise  Mikrokanalli (A3) ve
mikrokuyucuklu (D1) PHBVS iizerinde TCPS tizerindekiyle esdeger, diiz PHBVS8'de ise daha diisiik
ALP aktivitesi saptanmistir (Sekil 33b). Bu da film ylizeyinde mikron diizeyindeki desenlerin
varliginin énemini vurgulamaktadir.

IPN ve PHEMA yiizeyine adzorplanan Fb’nin iglenmemis yiizeye gére 6rnek basina
digen ALP aktivitesini biiyiik oranda arttirdiga goriilmiigtiir (Sekil 34). Hem IPN hem de PHEMA
filmler arasinda en yiiksek ALP aktivitesi yizeyine Fb adzorplanmig mikrokuyucuklu (D1) filmler
lizerinde saptanmugtir fakat bu degerler bile TCPS iizerindekinin oldukga altindadir (Sekil 34). IPN A3
Fb, IPN Diiz Fb’ye gore iki kat daha yiiksek ALP aktivitesi gosterirken, PHEMA filmlerde bunun tam
tersi bir durumla kargilagilmigtr (Sekil 34).
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Sekil 34. IPN ve PHEMA filmler ve TCPS iizerindeki 2 haftgthk ornek bagima diisen ALP aktivitesi. a)
Islenmemis ve yiizeyine Fb adzorplanmus IPN filmler, ve b) Islenmemis ve yiizeyine Fb adzorplanmig
PHEMA filmler tizerindeki ALP aktivitesi. (film bagina ekilen hiicre sayis:: 15000, n=3)

Mikrokontak damgalama (MKD) yontemiyle diiz PHBVS, IPN ve PHEMA filmler {izerine
hiicreleri yonlendirme amaciyla paralel seritler halinde adzorplanan Fb, en yiksek ALP aktivitesinin
PHEMA ve IPN iizerinde gergeklesmesini saglamisur (Sekil 35). Ancak bu deger de TCPS tizerindeki
aktiviteden ¢ok diigiik olarak saptanmustir.
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Sekil 35. Yiizeyine seritler halinde mikrokontak dam

galama yontemiyle Fb adzorplanmig PHBVS,

IPN e PHEMA Filmler ve TCPS iizerindeki 6rnek ba
ekilen hiicre sayisi: 15000, n=3)

sina diigen ALP aktivitesi (2 hafta). (film basma
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Farkli topografya ve kimyasal modifikasyona sahip PHBVS, IPN ve PHEMA filmler
lizerindeki 6rnek basina diigen ALP aktiviteleri, aralarinda karsilagtirma yapabilmek amactyla TCPS’e
gore normalize edilmistir (Sekil 36). Bu verilere gore, PHBVS yiizeyini kimyasal olarak modifiye
etmenin (Fb adzorplama, Ca-P kristalleri biriktirme) genel olarak islenmemis film yiizeyine oranla
ALP aktivitesini biiytik 5lgiide arttirdigy, fakat genel olarak adzorplanmis Fb’nin Ca-P kristallerinden
daha etkili oldugu gorilmistiir (Sekil 36a). Film yiizeyine adzorplanmis Fb’nin tiim film cesitlerinde
(PHBVS, IPN ve PHEMA) iglenmemis yiizeye gore ALP aktivitesini arttrdig, ancak bu ydntemin

PHBVS8’e uygulandiginda en yitksek degerlerin elde edilmesine olanak verdigi goriilmistir (Sekil
36b).

Normalize edilmig ALP aktivitesi/érnek
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Sekil 36. Islenmemis ve ylizeyi kimyasal olarak modifiye edilmis (Fb adzorplama, Ca-P kristalleri
biriktirme) PHBV (a) ve islenmemis ve yiizeyine Fb adzorplanmis PHBV, IPN ve PHEMA (b) filmler
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lzerindeki, karsilastirma amagh TCPS’e gore normalize edilmis 6rnek bagma diisen ALP aktivitesi
verileri (2 hafta). (film basina ekilen hiicre sayist: 15000, n=3)

Tum film gesitlerini ve topografik ve kimyasal modifikasyonlan igeren normalize edilmisg
ALP aktivitesi grafigine bakildiginda PHBVS, IPN, PHEMA ve MKD gruplan arasinda 2 haftalik siire
sonunda en yiiksek ALP aktivitesinin PHBVS grubunda elde edildigi goriilmektedir (Sekil 37). IPN ve
PHEMA gruplarinda en yiiksek ALP aktivitesi degerine sahip film yiizeyine Fb adzorplanmig D1
olmustur, ancak bu degerin PHBVS grubunda en ditsiik degere sahip yiizeyine Fb adzorplanmis diiz
filmlerinkine esdeger oldugu saptanmustir. Mikrokontak damgalama (MKD) yéntemiyle diiz film
ylizeylerine seritler halinde transfer edilen Fb’nin PHBVS yiizeyinde islenmemis filme oranla ALP
aktivitesinde biiyiik bir diisiise sebep oldugu, IPN filmlerde yiizeyine Fb adzorplanmis diiz filmler
kadar etkili oldugu ve PHEMA filmlerde ise yizeyine Fb adzorplanmus diiz filmlerinkinden daha
digiik ALP aktivitesine sebep oldugu belirlenmistir (Sekil 37). MKD ile diiz film ylizeyine geritler
halinde transfer edilen Fb (iki boyutta kimyasal modidfikasyon) ile A3 tizerine adzorplanan Fb (ii¢
boyutta kimyasal modifikasyon) ALP aktivitesine olan olumlu etkisi agisindan kargilagtinlacak olursa,
hem PHBVS’de, hem IPN’de, hem de PHEMA’da li¢ boyutta kimyasal modifikasyonun daha etkili
oldugu soylenebilir (Sekil 37).
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Hiicre seklinin gen ekspresyonu iizerindeki etkisinin belirlenmesi i¢in ALP aktivitesi hiicre
bazinda (spesifik aktivite) da belirlenmistir. PHBVS filmleri arasinda mikrokanalli (A3) filmler
(fibrinojenli ya da fibrinojensiz) iizerindeki hiicre basma diisen ALP aktivitesi mikrokuyucuklu (D1)
ve diiz PHBVS filmler iizerindekine oranla olduke¢a yiiksek bir degere ulasmistir, ki bu deger TCPS
tizerindekinin en az dort katidir (Sekil 38a). Bu sonuglar, A3 Fb filmleri dikkate alindiginda,
yonlendirilmis, hiicre iskeleti kanal dogrultusuna paralel uzanan, osteoblast morfolojisinin hiicre
islevinin arttinlmasi tzerindeki olumlu etkisinin bir gostergesi olarak yorumlanabilir. PHBV A3
(Fb’siz) tzerinde de aymi degerin clde edilmesi beklenmedik bir sonu¢ olmakla birlikte, bunun
hiicrelerin yiizeye tutunamayip kendileri aralarinda kemik nodiiliine benzer yapilar olusturarak siki bir
hiicre-hiire etkilesimine sahip olmalarindan kaynaklanabilecegi séylenebilir. Mikrokuyucuklu (b1
ve diiz PHBVS filmler tizerindeki ALP spesifik aktivitesi genel olarak TCPS iizerindekine yakin bir
degere sahip olmustur ve diiz PHBVS film iizerinde Fb varligi ALP spesifik aktivitesinde az da olsa
bir artisa neden olmustur ($ekil 38a). PHBVS film yiizeyine kovalent olarak ALP tutuklanmasi ve Ca-
P kristallerinin biriktirilmesi ile elde edilen kimyasal modifikasyon sonucunda ise mikrokanalli (A3)
ve mikrokuyucuklu (D1) PHBVS iizerinde TCPS iizerindekinden daha yiiksek, diiz PHBVS’de ise
daha disiik ALP spesifik aktivitesi saptanmustir (Sekil 38b). Bu da yine film yizeyinde mikron
diizeyindeki desenlerin varligmin énemini vurgulamaktadr.

IPN yiizeyine adzorplanan Fb’nin islenmemis yiizeye gére hiicre basina diisen ALP
aktivitesini biiyiik oranda arttirdigi goriilmiistiir (Sekil 39). Hem IPN hem de PHEMA filmler arasinda
en yiiksek ALP spesifik aktivitesi yiizeyine Fb adzorplannus mikrokuyucuklu (D1) filmler tizerinde
saptanmustir ve bu degerler TCPS tizerindekinin oldukga uistiindedir (Sekil 39). PHEMA filmlerde Fb
varhiginin 6nemi PHEMA A3 iizerindeki ALP spesifik aktivitesinin saptanamamast nedeniyle
belirlenememistir fakat Fb’li A3 ve D1 lizerindeki aktivitenin TCPS iizerindekinden yiiksek ¢ikmasi

yiizeydeki mikrodesen varliginm énemini vurgulamaktadir (Sekil 39).

63



ALP Spesifik aktivitesi
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Sekil 38. PHBVS filmler ve TCPS iizerindeki 2 haftalik hiicre basma diisen ALP aktivitesi. a)
fslenmemis ve yiizeyine Fb adzorplanmig filmler, ve b) yiizeyine kovalent olarak ALP tutuklannus ve
Ca-P kristalleri biriktirilmis filmler {izerindeki ALP spesifik aktivitesi. (film basina ekilen hiicre
sayist: 15000, n=3)
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Sekil 39. IPN ve PHEMA filmler ve TCPS iizerindeki 2 haftalik hiicre bagina diisen ALP aktivitesi. a)
Islenmemis ve yiizeyine Fb adzorplanmis IPN filmler, ve b) Islenmemis ve yiizeyine Fb adzorplanmis
PHEMA filmler tizerindeki ALP spesifik aktivitesi. (film bagina ekilen hiicre sayist: 15000, n=3)

Mikrokontak damgalama (MKD) yéntemiyle diiz PHBVS, IPN ve PHEMA filmler iizerine

hiicreleri ydnlendirme amaciyla paralel seritler halinde adzorplanan Fb, en yiiksek ALP spesifik

aktivitesinin PHEMA ve IPN tzerinde gergeklegmesini saglamistir (Sekil 40). Bunun nedeni Fb’nin
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PHEMA ve IPN’e PHBV’ye oranla daha iyi transfer edilebilmesi ve hiicre-hiicre etkilesiminin de
miimkiin kilinmig olmasi olabilir. Ancak bu yéntemle elde edilen en yiiksek ALP spesifik aktivitesi
bile TCPS iizerindeki aktiviteden diigiik olarak saptanmistir (Sekil 40).
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Sekil 40. Yiizeyine seritler halinde mikrokontak damgalama yontemiyle Fb adzorplannms PHBVS,
IPN ¢ PHEMA filmler ve TCPS iizerindeki hiicre bagina diisen ALP aktivitesi (2 hafta). (film bagma
ekilen hiicre sayist: 15000, n=3)

SRS e

Farkh topografi ve kimyasal modifikasyona sahip PHBVS, IPN ve PHEMA filmler iizerindeki
hiicre bagina diigen ALP aktiviteleri, aralarinda karsilagtirma yapabilmek amactyla TCPS’e gore
normalize edilmistir ($ekil 41). Bu verilere gére, genel olarak tiim PHBVS A3 filmler iizerinde diger
PHBVS yiizeylere gore oldukga yiiksek ALP spesifik aktiviteleri elde edilmigtir fakat tek istisna
yiizeyinde Ca-P kristalleri biriktirilmis PHBVS A3 filmlerdir ki bu da osteoblastlarin bu filmler
lizerinde yeterince yonlendirilememis olmastyla ve gerekli hiicre-hiicre etkilesiminin de saglanamamsg
olmasiyla agiklanabilir ($ekil 41a). Tum film cesitleri (PHBVS, IPN ve PHEMA) degerlendirilerek
yapilan kiyaslamada, PHBV grubunda en yiiksek ALP spesifik aktivitesinin A3 ve A3 Fb tizerinde,
IPN ve PHEMA gruplarinda ise D1 Fb tizerinde elde edildigi goriilmektedir (Sekil 41b).
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Normalize edilmis ALP Spesifik Aktivitesi
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Sekil 41. Islenmemis ve yiizeyi kimyasal olarak modifiye edilmis (Fb adzorplama, Ca-P kristalleri
biriktirme) PHBVS (a) ve islenmemis ve yiizeyine Fb adzorplanmis PHBVS, IPN ve PHEMA (b)
filmler tizerindeki, karsilagtirma amagh TCPS’e gére normalize edilmis hiicre bagma diisen ALP
aktivitesi verileri (2 hafta). (film bagina ekilen hiicre sayisi: 15000, n=3)
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Tum film gesitlerini ve topografik ve kimyasal modifikasyonlari iceren normalize edilmis
ALP spesifik aktivitesi grafigine bakildiginda PHBVS, IPN, PHEMA ve MKD gruplari arasinda 2
haftalik siire sonunda en yiiksek ALP aktivitesinin PHBVS grubunda elde edildigi gorilmektedir
(Sekil 42). Mikrokontak damgalama (MKD) yontemiyle diiz film yiizeylerine seritler halinde transfer
edilen Fb’nin PHBVS yiizeyinde islenmemis filme oranla ALP aktivitesinde biiyiik bir diigiise sebep
oldugu, IPN filmlerde yiizeyine Fb adzorplanmis A3 filmler kadar etkili oldugu ve PHEMA filmlerde
ise ylizeyine Fb adzorplannus diiz filmlerinkinden daha diigiik ALP aktivitesine sebep oldugu
belirlenmistir (Sekil 42). MKD ile diiz film yiizeyine seritler halinde transfer edilen Fb (iki boyutta
kimyasal modidfikasyon) ile A3 iizerine adzorplanan Fb (ii¢ boyutta kimyasal modifikasyon) ALP
spesifik aktivitesine olan olumlu etkisi acisindan kargilagtirilacak olursa, hem PHBVS’de, hem de
PHEMA’da ti¢ boyutta kimyasal modifikasyonun daha etkili oldugu, IPN’de isc iki yontemin esdeger
oldugu soylenebilir (Sekil 42).
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Normalize edilmis ALP Spesifik Aktivitesi
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Sekil 42. Yiizeyine hiicre ekilmis tiim PHBVS, IPN ve PHEMA film cesitleri iizerindeki normalize hiicre basina diisen ALP spesifik aktivitesi verileri (2
hafta). (film basma ekilen hiicre say1si: 15000, n=3)




Sonug¢

Bu ¢alisma biyomateryallerin doku mithendisligi alani i¢in yasamsal 6nem tagtyan hiicre tagiyicilarla
hiicrelerin etkilesimi iizerine yapilmis ¢ok kapsamli bir temel bilim ¢alismasidir. Ozellikle ylzey
topografyasinin ve kimyasal 6zelliklerinin hiicre yapisma, ¢ogalma ve y6nlenimi tzerindeki etkileri
incelenmistir. Burada yiizey kimyasi hem farkli tagtyicilar kullanilarak hem de bir tasiyicinin yiizeyine
bagka molekiiller (6zellikle fibrinojen) tutturarak yapilmgtir. Calismamizda:

- Yiizey kimyasinin 6nemli oldugu,
- Cok hidrofilik yiizeylerin az hidrofilik yiizeylere oranla hiicre yapismasina daha az uygun oldugu,

- Fibrinojenin yiizeylere adsorplanmasinm hiicre yapigsmasini artirdig,

- Yiizeyde olusturulan kanallarin boyutlarinin hiicre yOnlenmesini sagladig,

- Galismada kullanilan kanal derinlik, geniglik ve tepe yiiksekliklerinin yapisma ve yonlenim i¢in
uygun oldugu ancak bu sablonlarin kanal boyutlan arasindaki bir fark: gosteremeyecek kadar yakin
oldugu,

- Kontak damga yonteminin fibrinojen aktarimi i¢in ozellikle hidrofilik yiizeylerde daha verimli
oldugu,

- Yiizeyde kalsiyum fosfat varhiginin osteoblast hiicre yapigmasint artirdigi,

- Osteosarkoma hiicrelerinin davramglarinin osteoblastlardan farkli oldugu

sonuglarina varilmigtir,

70




Kaynaklar:

BHATIA S.N., Yarmush M.L., Toner M., Controlling cell interactions by micropatterning in cc
cultures: hepatocytes and 3T3 fibroblasts, J. Biomed. Mater. Res., 34, 189-99, (1997).

BHATIA S.N., Balis U.J., Yarmush M.L., Toner M., Probing heterotypic cell interactions: hepatocyt
function in microfabricated co-cultures, J. Biomater. Sci-Polym Ed., 9, 1137-60, (1998).

BHATIA S.N., Balis U.J., Yarmush M.L., Toner M., Microfabrication of hepatocyte/fibroblast co
cultures:role of homotypic cell interactions, Biotech. Prog., 14, 378-87, (1998).

BRUNETTE D.M., Kenner G.S., Gould T.R., Grooved titanium surfaces orient growth and migratior
of cells from human gingival explants, J. Dent. Res., 62(10), 1045-8, (1983).

BRUNETTE D.M., Chehroudi B., The effects of surface topography of micromachined titaniun
siibstrata on cell behavior in vitro and in vivo, J. Biomech. Eng., 121(1), 49-57, (1999).

CLARK P., Connoly P., Curtis A.S.G., Dow J.A.T., Wilkinson C.D.W., Cell guidance by ultrafin
topography in vitro, J. Cell Sci., 99, 73-7, (1991).

DESAI A.T., Micro- and nanoscale structures for tissue ngineering constructs, Medical Eng. & Phys.
22, 595-606, (2000).

MEYLE J., Gultig K., Wolburg H., Von Recum A.F., Anchorage to microtextured surfaces, J
Biomed. Mater. Res., 27, 1553-7, (1993).

MEYLE J., Gultig K., Nisch W., Variation in contact guidance by human cells on a microstructurec
surface, J. Biomed. Mater. Res., 29(1), 81-8, ( 1995).

RANIERI J. et al., Spacial control of neuronal cell attachment and differentiation on covalently
patterned laminin oligopeptide siibstrates, Int. J. Devi. Neurosci., 12(8), 725-35, (1994).

VACANTI J.P.,Terada S., Sato M., Sevy A., Tissue engineering in the twenty-first century, Yonse
Med. J., 41(6), 685-691, (2000).

MILLER C., Shanks H., Witt A., Rutkowski G., Mallapragada S., Oriented Schwann cell growth on
micropatterned biodegradable polymer siibstrates, Biomaterials, 22, 1263-1269, (2001).

TAN ], Saltzman M., Topographical control of human neutrophil motility on micropatterned
materials with various surface chemistry, Biomaterials, 23, 3215-3225, (2002).

DALTON B.A., Walboomers X.F., Dziegielewski M., Evans M.D.M., Taylor S., Jansen J.A., Steele
J.G., Modulation of epithelial tissue and cell migration by microgrooves, J. Biomed. Mater. Res., 56,
195-207, (2001).

CLARK P., Connolly P., Curtis A.S.G., Dow J.A.T., Wilkinson C.D.W,, Cell guidence by a ultrafine
topography in vitro, J. Cell Sci., 99, 73-77, (1991).

CLARK P., Britland S., Connoly P., Growth cone guidance and neuron morphology on
micropatterned laminin surfaces, J. Cell Sci., 105, 203-212, (1993).

DEN BRABER E.T., De Ruijter J.E., Ginsel L.A., Von Recum A.F., Jansen J AL, Quantitative analysis

of fibroblast morphology on microgrooved surfaces with various groove and ridge dimensions,
Biomaterials, 17, 2037-2044, (1996).

71



DEN BRABER E.T., De Ruijter J.E., Ginsel L.A., Von Recum A.F., Jansen J.A., Orientation of ECM
protein deposition, fibroblast cytoskeleton, and attachment complex components on silicone
microgrooved surfaces, J. Biomed. Mater. Res., 40, 291-300, (1998).

DUNCAN A.C., Weisbuch F., Rouias F., Lazare S., Baquey Ch., Laser microfabricated model
surfaces for controlled cell growth, Biosenssors & Bioelectronics, 17, 413-426, (2002).

EISENBARTH E., Linez P., Biehl V., Velten D., Breme J., Hildebrand H.F., Cell orientation and
cytoskeleton organisation on groun titanium surfaces, Biomolecular Engineering, 19, 233-237, (2002).

GURSEL 1., Balgik C., Arica Y., Akkus A, Akkas N., Hasirc1 V., Synthesis and mechanical
properties of interpenetrating networks  of polyhydroxybutyrate-co-hydroxyvalerate  and
polyhydroxyethylmetacrylate, Biomaterials, 19, 1137-43, (1998).

HASENBEIN M.E., Andersen T.T., Bizios R., Micropatterned surfaces modified with select peptides
promote exclusive interactions with osteoblasts, Biomaterials, 23,3937-3942, (2002).

ITO Y., Chen G., Imanishi Y., Micropatterned immobilization of epidermal growth factor to regulate
cell function, Bioconjugate Chem., 9, 277-282, ( 1998).

ITO Y.M., Micropattern immobilization of polysaccharide, .J. Inorganic Biochem., 79, 77-81, (2000).

KENAR, H., Desenli, Biyobozuqur Polyester Blendler Uzerinde in vitro Kemik Doku Miihendisligi,
(M.Sc. Tezi), Orta Dogu Teknik Universitesi, Biyoteknoloji Bsliimii, Ankara, (2003).

LU L., Kam L., Hasenbein M., Nyalakonda K., Bizios R., Gopferich A., Young J.F., Mikos A.G.,
Retinal pigment epithelial cell function on siibstrates with chemically micropatterned surfaces,
Biomaterials, 20, 2351-2361, (1999).

MAGNANI A., Priamo A., Pasqui D., Barbucci R., Cell behavior on chemically structured surfaces,
Materials Sci. Eng., 1045, 1-14, (2003).

MATSUDA T., Sugawara T., Control of cell adhesion, migration, and orientation on photochemically
microprocessed surfaces, J. Biomed. Mater. Res., 12, 163-173, (1996).

MATSUZAKA K., Walboomers X.F., Ruijter J.E., Jansen J.A., The effect of poly-L-lactic acid with
parallel surface microgroove on osteoblast-like cells in vitro, Biomaterials, 20, 1293-1301, (1999).

PERIZZOLO D., Lacefield W.R., Brunette D.M., Interaction between topography and coating in the
formation of bone nodules in culture for hydroxyapatite-and titanium-coated micromachined surfaces,
J. Biomed. Mater. Res., 56, 494-503, (2001).

PETERSEN EF., Spencer R.G.S., McFarland E.W., Microengineering Neocartilage Scaffolds,
Biotechnol. Bioeng., 78, 802-805, (2002).

SCOTCHFORD C.A., Ball M., Winkelmann M., Voros J., Csucs C., Brunette D.M., Danuser G.,
Textor M., Chemically patterned, metal-oxide-based surfaces produced by photolithographic
techniques for studying protein- and cell- interactions. II: Protein adsorption and early cell
interactions, Biomaterials, 24, 1147-1158, (2003).

WALBOOMERS X F., Croes H.J.E., Ginsel L.A., Jansen J.A., Growth behavior of fibroblasts on
microgrooved polystyrene, Biomaterials, 19, 1861-1868, (1998).

72



WALBOOMERS X.F ., Croes H.J.E., Ginsel L.A., Jansen J.A. Contact guidence of rat fibroblasts on
various implant materials, J. Biomed. Mater. Res., 46, 204-212, (1999).

WALBOOMERS X F., Monaghan W., Curtis A.S.G., Jansen J.A., Attachment of fibroblasts on
smooth and microgrooved polystyrene, J. Biomed. Mat. Res., 46, 212-220, (1999).

WALBOOMERS X.F., Ginsel L.A., Jansen JA., Early spreading events of fibroblasts on
microgrooved siibstrates, .J. Biomed. Mater. Res., 51, 529-534, (2000).

WANG J.H.C.,, Grood E.S., Florer J., Wenstrup R., Alignment and proliferaion of MC3T3-El

osteoblasts in microgrooved silicone siibstrata subjected to cyclic stretching, Journal of Biomechanics,
33, 729-735, (2000).

73



51

PROJE OZET BiLGi FORMU /( - 7’8’

Proje Kodu: TBAG 2288

Proje Basgligi: NANOTEKNOLOJIK YONTEMLERLE NEO-ORGAN URETIMINE YONELIK
MIKRO DESENLI POLIMERIK YUZEY TASARLANMASI VE BUNLARIN KEMIK HUCRELERININ
COGALMA, FARKLILASMA VE YONLENMESINE ETKiSiNIN INCELENMESI

Proje Yiiriitiiciisii ve Yardimci Aragtirmacilar:

Proje Yiriticisti: PROF. DR. VASIF HASIRCI

Yardimer Aragtirmacilar: PROF. DR. ATILLA AYDINLI, YRD. DOC. AYSEN TEZCANER, DR. iSA
KIYAT

HALIME KENAR

Projenin Yiiriitildiigi Kurulug ve Adresi:
Orta Dogu Teknik Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii
Bilkent Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Fizik Bolimii

Destekleyen Kurulug(larin) Adi ve Adresi:

Projenin Baslangig ve Bitig Tarihleri: 1 Agustos 2003 - 1 Agustos 2005

Oz (en gok 70 kelime) Proje litografik yontemle hazirlanmus cesitli desenli silisyum sablonlarin iizerinde
polimerik filmler hazirlanmas: ve bu filmler {izerine sigan kemik iligi kokenli kok hiicreler ekerek hiicre
yonlendirmesine yiizey kimya ve topografyasmin etkisini incelemeyi ve béylelikle biyomateryaller
konusunda temel bilgi iretilmesini amaglamaktaydi. Osteoblasta gevrilen kok hiicrelerin  poli(3-
hidkroksibiitirat-ko-3-hidroksivaleraty (PHBV), poli(hidroksietilmetakrilat) (PHEMA) ve bunlarin
interpenetre kangimlarindan (IPN) olugan filmler tizerindeki desenler boyunca yonelimi mikroskopiyle,
cofalmalars ve baskalagimlar da hiicre sayilan belirlenerek, ALP miktan 8lgiilerek, kollajen tip 1 ve
osteokalsin salmalari immiin boyanarak incelenmisgtir.

Anahtar Kelimeler: Fotolitografi, biyomateryal, doku miihendisligi, osteoblast, bagskalagim
(diferansiyasyon)

Projeden Kaynaklanan Yayinlar:

1. H. Kenar, L Kiyat, A. Tezcaner, A. Aydinli, V. Hasirci, Design of Micropatterned Polymeric Surfaces for
Neo-Organ Preparation Using Nanotechnological Approaches,l1th International Biomedical Science and
Technology Days, BIOMED 2004, Ankara

2. H. Kenar, L. Kiyat, A. Tezcaner, A. Aydinli, V. Hasirci, Micropatterned Polymeric Surfaces For Neo-
Organ Preparation (Oral presentation), 6 ® International Symposium on Frontiers in Biomedical Polymers,
FBPS05, Granada, Spain

Bilim Dal:
Dogentlik B. Dalt Kodu:

74



PROJE OZET BILGi FORMU

Proje Kodu: TBAG 2288

Proje Bashg: NANOTEKNOLOJIK YONTEMLERLE NEO-ORGAN URETIMINE YONELIK
MIKRO DESENLI POLIMERIK YUZEY TASARLANMASI VE BUNLARIN KEMIK HUCRELERININ
OGALMA, FARKLILASMA VE YONLENMESINE ETKISININ INCELENMES]

Proje Yiiritiiciisii ve Yardimci Aragtirmacilar:

Proje Yiiriitiiciisii: PROF. DR. VASIF HASIRCI

Yardimer Aragtirmactlar: PROF. DR. ATILLA AYDINLI, YRD. DOC. AYSEN TEZCANER, DR. [SA
KIYAT

HALIME KENAR

Projenin Yiiritiildigii Kurulus ve Adresi:
Orta Dogu Teknik Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Bslimii
Bilkent Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Fizik Bslimii

Destekleyen Kurulug(larin) Adi ve Adresi:

Projenin Baslangig ve Bitis Tarihleri: | Agustos 2003 - 1 Agustos 2005

Oz (en ¢ok 70 kelime) Proje litografik yontemle hazirlanmg cesitli desenli silisyum sablonlarn iizerinde
polimerik filmler haztrlanmasi ve bu filmler iizerine sigan kemik iligi kdkenli kok hiicreler ekerek hiicre
yonlendirmesine yiizey kimya ve topografyasimin etkisini incelemeyi ve boylelikle biyomateryaller
konusunda temel bilgi iiretilmesini amaglamaktaydi. Osteoblasta ¢evrilen kok hiicrelerin poli(3-
hidkroksibiitirat-ko-3—hidroksivalerat) (PHBV), polithidroksietilmetakrilat) (PHEMA) ve bunlann
interpenetre karigimlarindan (IPN) olugan filmler tizerindeki desenler boyunca y&nelimi mikroskopiyle,
¢ogalmalar ve bagkalagimlar da hiicre sayilar belirlenerek, ALP miktan &lgiilerek, kollajen tip I ve
osteokalsin salmalari immiin boyanarak incelenmistir,

Anahtar Kelimeler: Fotolitografi, biyomateryal, doku mihendisligi, osteoblast. bagkalasim
(diferansiyasyon)

Projeden Kaynaklanan Yayinlar:

1. H. Kenar, I. Kiyat, A. Tezcaner, A. Aydinli, V. Hasirci, Design of Micropatterned Polymeric Surfaces for
Neo-Organ Preparation Using Nanotechnological Approaches, ! 1th International Biomedical Science and
Technology Days, BIOMED 2004, Ankara

2. H. Kenar, 1. Kiyat, A. Tezcaner, A. Aydinli, V. Hasirci, Micropatterned Polymeric Surfaces For Neo-
Organ Preparation (Oral presentation), 6 " International Symposium on Frontiers in Biomedical Polymers,
FBPS05, Granada, Spain

Bilim Dali:
Dogentlik B. Dali Kodu:

74



	00000001.TIF
	00000002.TIF
	00000003.TIF
	00000004.TIF
	00000005.TIF
	00000006.TIF
	00000007.TIF
	00000008.TIF
	00000009.TIF
	00000010.TIF
	00000011.TIF
	00000012.TIF
	00000013.TIF
	00000014.TIF
	00000015.TIF
	00000016.TIF
	00000017.TIF
	00000018.TIF
	00000019.TIF
	00000020.TIF
	00000021.TIF
	00000022.TIF
	00000023.TIF
	00000024.TIF
	00000025.TIF
	00000026.TIF
	00000027.TIF
	00000028.TIF
	00000029.TIF
	00000030.TIF
	00000031.TIF
	00000032.TIF
	00000033.TIF
	00000034.TIF
	00000035.TIF
	00000036.TIF
	00000037.TIF
	00000038.TIF
	00000039.TIF
	00000040.TIF
	00000041.TIF
	00000042.TIF
	00000043.TIF
	00000044.TIF
	00000045.TIF
	00000046.TIF
	00000047.TIF
	00000048.TIF
	00000049.TIF
	00000050.TIF
	00000051.TIF
	00000052.TIF
	00000053.TIF
	00000054.TIF
	00000055.TIF
	00000056.TIF
	00000057.TIF
	00000058.TIF
	00000059.TIF
	00000060.TIF
	00000061.TIF
	00000062.TIF
	00000063.TIF
	00000064.TIF
	00000065.TIF
	00000066.TIF
	00000067.TIF
	00000068.TIF
	00000069.TIF
	00000070.TIF
	00000071.TIF
	00000072.TIF
	00000073.TIF
	00000074.TIF
	00000075.TIF
	00000076.TIF

