HUCRELERIN
NANODUNYASI

Hiicreler ile malzemeler arasindaki etkilesimlerin anlasiimasi, biyolojik uygulamalarda kullanilacak yeni
malzemelerin gelistirilmesindeki en dnemli basamak. Ne var ki, bu etkilesimlerin anlasilabilmesi icin yapilan
calismalarda hiicreler bulunduklar ortamdan uzaklastirilarak, dogal fiziksel ve kimyasal cevrelerine hi¢ de
benzemeyen ortamlarda iiretiliyor (hticre kiiltiirleri). Bu nedenle, normal islevlerinde kayiplar ya da
degisiklikler meydana gelebiliyor. Dogal mikrocevrede gerceklesen olaylar zinciri hiicrenin fizyolojik ve
biyokimyasal ozelliklerini, kisaca fenotipini ve islevini nasil etkiliyor? i§te bu sorularin cevaplarina yonelik
arastirmalar hiicreyi daha iyi anlamamizi ve 6zellikle yapay doku ve organlarin gelistirilmesi icin
yaklagimlarda bulunmamizi saglayacak. Son yillarda nanoteknoloji konusundaki ilerlemeler bu arastirmalara
onemli katkida bulunuyor. Nanoteknolojide kullanilan yiizey-fabrikasyon teknikleri ile nanoyapilara sahip,
ozgiil kimyasal ve topografik desenleri olan yiizeylerin gelistirilmesi, hiicresel islevlerin dogal mikrocevrelerine
cok benzer ortamlarda diizenlenmesine ve incelenmesine olanak saglyor.

Guntimtizde doku muhendisligi yak-
lagimi ile gerceklestirilen yapay sistem-
lerde izlenen strateji, hiicrelerin dogal
ya da sentetik bir malzemeden hazirlan-
mis bir iskelet yapi ile birlestirilerek hib-
rid sistemlerin olusturulmasidir. Doku
iskelesi olarak adlandirilan bu yapi, htic-
relerin organize olarak islevsel bir do-
kuya dontisebilmelerinde yapisal bir
destek saglar. Doku iskelelerinde canli-
ligimni stirddren ve cogalan hiicrelerin

Sekil 1. Polistirenden iiretilmis hiicre kiiltiir kaplar
(a) ve atomik kuvvet mikroskobu (AFM) ile alinan
topografik goriintiisii (b).
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uvigm Sekil 2. Klasik fotolitog-
rafik teknik ile malzeme

kuartz-kram yiizeyinde desenli bolge-

Lo o) lerin elde edilmesi.
UV igin1 etkisiyle
folorezist fotorezistie oclugan
malzeme ron
Banyo gtizeltisi

ile reaksiyona girmeyen
fotorezistin uzaklagtirimas:
ve desenlerin elde edilmesi

pozisyonlarinin ve islevlerinin kontrol
edilebilmesi, hazirlanan yapinin basarili
olmasindaki kritik noktalar. iste bu ne-
denle bilim adamlari hiicrelerin bulun-
duklar1 mikrocevre ile olan etkilesimle-
rinin hticresel islevleri ve davranislari
nasil etkiledigini aciga cikarmak icin ca-

ba sarf ediyorlar.

Hiicreler dogal ortamlarinda, cevrele-
rini saran hticredisi matris, btiylime fak-
torleri, sitokinler ve diger hticrelerle bir-
likte karmasik ve dinamik bir mikrocev-
rede bulunuyorlar. Hiicre yapismasi,
hticredisi matris proteinleri ve 6zgil
hticre-ylizey reseptorleri arasindaki fizik-
sel etkilesimle baslar. integrinler, hiicre
iskeleti ile htcredisi matrisi birbirine
baglayan zar (membran) almaclaridir (re-
septdr). Integrinlerin hticredisi matriste-
ki ligandlara baglanmasiyla etkin yapis-
ma (fokal yapisma) meydana gelir. Bu
asamadan sonra, hiicreici sinyaller dev-
reye girer ve lreme, gic ve farklilasma
gibi hiicresel islevler olusur. Doku olus-

Sekil 3. (a) Diiz bir yiizey iizerinde yayilan hiicreler ve bunlara ait hiicre iskeletinin sematik goriintimii,
(b) oluklu bir yiizeyde mikrofilamentlerin yeniden sekillenmesi ve epitenon (tendon) hiicrelerinin 14um araliklarla
desenlenmis, 7um genisliginde ve 3um derinliginde oluklar iizerinde siralanmalari (Wilkinson ve ark., 2002).
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turmak icin, doku iskelesi varliginda da
bu asamalarin hepsinin gerceklesmesi
gerekiyor. Iste bu noktada hem ytizey
topografisi, hem de ytizeydeki biyolojik
molekdillerin varligi hiicresel davranisla-
11 etkiliyor. Simdi sirasiyla bu faktérlerin
etkisini inceleyelim.
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Sekil 4. RGD peptid dizilimi.

Yiizey Topografisinin
Etkisi

Hiicreler cevrelerine karsi son dere-
ce duyarhlar. Bu hassasiyet kat kat car-
safin altindaki kiictik bir bezelye tanesi-
ni hissedebilen masal prensesininkin-
den de fazla. Viicudumuzdaki hiicreler
genellikle 10 mikron boyutundalar. Bu-
lunduklar1 ortamda kendilerinden 1000
ila 5000 kat daha kdgiik olan, yaklasik

integrinler aracil

S&kil 5. integrinler
= (hiicre membran
resepﬁirleri) araciligi

ile fokal yapismanin
gerceklesmesi.
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Sekil 6. Fotokimyasal mikrofabrikasyon ile biyosinyal molekiillerin mikrodesenli olarak
kontrollii bir geometride malzeme yiizeyine tutuklanmasi.

trisinde kullanilan litografi (baskilama)
ve ylzeyden kazima (etching) teknikle-
rinin bu alanda uygulanmas: fikri, daha
detayli ve sistematik calismalarin 6ntind
actl. Topografik desenlere sahip ytizey-
lerin hazirlanmasinda kullanilan baslica
teknikler, elektron 1sin radyasyonu, fo-
tolitografi (1sikla baskilama) ve kalipla-
rin kullanildig1 litografi (soft litografi)
teknikleri. Ne var ki, klasik fotolitografi-
de kullanilan kimyasallar (fotorezistler)
bir¢ok polimerik malzeme igin -6zellik-
le doku iskelesi olarak kullanilan biyo-
bozunur polimerler icin-uygun degil.
Béyle bir durumda, 6ncelikle silika yu-
zey Uzerinde fotolitografi kullanilarak
topografik desenler elde edilebilir. Daha
sonra eriyik halindeki polimer bu kali-
bin tizerine dokilerek sogutulur ve de-
senler (oluklar ya da kabartmalar) poli-
mer ylizeyine transfer edilmis olur.
Cogu hiicre tipi ylizey lizerinde bulu-
nan mikron boyutundaki oluklu yapilar-
dan etkileniyor. Sekillerini degistirerek
ve oluk yéninde uzayarak hizaya giri-
yorlar. Bu siralanma olugun derinligine
ve bazi durumlarda genisligine de bagli.

Hiicrelerin bu davranis bigimi, Sekil
4’de gorecegimiz gibi hticre iskeletinin
yeniden sekillenmesi ile agiklanabilir.

Hiicrelerin nanodesenli ylizeylerdeki
davraniglarma bakacak olursak, ytize-
yinde 300 nm araliklarla 100 nm’lik di-
key kabartmalar bulunan polikaprolak-
ton (biyouyumlu ve biyobozunur bir po-
limer) ile yapilan bir calismada, epite-
non (tendon) hiicrelerinin nano-yapilara
sahip bu ytizeyi tercih etmedigi ve hiic-
relerin ylizeye yaklasmalarina ragmen
ylizeyle temaslarmin gerceklesmedigi
gozlemlenmistir. Bu sonug stentler ve
yapay damar sistemleri gibi ozellikle
hticre yapismasinin istenmedigi implant-
larin gelistirilmesinde oldukca énemli.
Tabii ki ilk akla gelen soru, hiicrelerin
nano-yapilara nicin bu sekilde cevap
verdikleri. Bu sorunun cevabi nano to-
pografiye sahip ytizeylerde hticre yapis-
mas! icin gerekli kuvvetli etkilesimin
saglanamamasi ya da daha az bir ihti-
malle, nano topografinin ytizey kimyasi-
ni da etkilemis olmasi olarak distintlse
de hentiz kesinlik kazanmis degil.

5 nanometrelik (nm) yapilara bile tepki
gosterebiliyorlar. Kiiltiirlenmek tizere
dogal ortamlarindan uzaklastirildikla-
rinda ya da yapay bir doku iskelesine
yerlestirildiklerinde, hiicreler hic de asi-
na olmadiklari, dogal ortamlarina ters,
nanodetaylarin karmasik ve gelisigiizel
bulundugu bir nanodiinya ile karsilas:-
yorlar. Ornegin, hiicre kiltirlerinde
yaygin olarak kullanilan ve ciplak gozle
baktigimizda duizglin bir ylzeye sahip
olarak algiladigimiz polistiren hiicre
kiiltiir kaplarmin atomik kuvvet mikros-
kobu (AFM) ile incelenmesi, ylizeyinde
yaklasik 10 nm ytksekliginde kabartilar
bulundugunu gostermis bulunuyor.
Peki hticreler bu nanoboyuttaki yapi-
lardan etkilenirler mi? Bu sorunun yani-
t1 nanodesenli topografiye sahip yiizey-
lerin hazirlanmasi ve cesitli hticre tiirle-
riyle etkilesimlerinin incelenebilmesine
kadar aciklik kazanmamisti. Gectigimiz
20 yilda, silikon mikroelektronik ends-

Sekil 7. Soft-litografik teknigin sematik gdosterimi (mikrokontakt baskilama). Teknikte kullanilan PDMS kalip
klasik fotolitogtafi ile hazirlanir. Hiicredisi matris proteinleri veya aktif biyosinyal molekiiller ile yiiklenen ve
mikrodesenlere sahip olan kalip hiicreler icin uygun olan biyomalzeme ile etkilestirilir ve kaliptaki aktif
molekiiller kontrollii bir geometride biyomalzeme yiizeyi iizerine aktarilir.
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Sekil 8. Mikrokontakt baskilama ile mikrodesenleme tekniginin semasi.

Ytzey Kimyasinin
Etkisi

Hiicreler icin bulunduklari ortamin
topografisi ve fiziksel mikrocevresi ka-
dar ytizey kimyasi da 6nemli. Hiicredi-
st matriste bulunan ve hticre yapisma-
sini destekleyen arjinin-glisin-aspartik
asit (RGD) gibi peptid dizilerinin sente-
tik malzemeler ile birlestirilerek ytizey-
lerin hiicre yapismasi icin cekici hale
getirilmesi miimkin. RGD peptidi, bir
ylizey Uzerine tutuklandiginda ligand
gorevi gortir ve hiicre tzerindeki re-
septorler (integrinler) ile etkilesimi
saglar. Hiicrenin ylizeye tutunmasiyla
baslayan bu etkilesim, hiicrenin yayil-
masi ve hiicre iskeletinin organizasyo-
nu ile devam eder ve sonucta etkin ya-
pisma (fokal yapisma) gerceklesir.

Sentetik malzemeler ile birlestirildi-
ginde hticre davranislarini etkileyen

—= 7 biyosinyal

molekdller

PDMS kalip
ylzeyden ayril

bir diger biyosinyal molekdl grubu ise
btiytime faktorleri. Dokularin biyiime
ve gelisiminden sorumlu olan oligo-
peptid yapisindaki bu molekiiller, hiic-
re ylizeyindeki almaclara baglanarak
hticre bélinmesi ve farklilasmasini
dogrudan harekete gecirirler. Hiicrele-
re yayilabilen bu molekdiller yiizeyler
tizerine tutuklanarak kontrolld bir se-

Sekil 10. Hiicre kiiltiir kabinda yayilmis olan L929
fare fibroblast hiicrelerin Giemsa ile boyanarak
elde edilmis olan mikroskop goriintiisii.

= .

e PDMS kalip
«+—— biyomalzeme

mikroakis kanallaninfian ylzéye desenlenmek istenen
biyosinyal molekdlleri igeren ¢ozelti gegirilir

ylizey Uzerinde
mikrodesenli
biyosinyal molekdller

Sekil 9. Mikroakis kanallari ile mikrodesenleme tekniginin sematik goriniimii.

kilde ortama salinmalari saglanabilir.
Literatiirde tanimlanmis olan 130 adet
blytime faktértinlin iginde tizerinde
en cok arastirma yapilan biiytime fak-
torlerinden biri de epidermal buyiime
faktéri (EGF). EGF’niin embriyonik
ve dogumu izleyen asamada dislerin
ctkmasi, gézlerin acilmast ve deri olu-
sumundaki etkilerinin yanisira, 6zellik-
le epitel hticreler tizerinde pekg¢ok etki
gosterdigi bilinmektedir. S6zli gecen
bu biyolojik molekiil gruplarinin sente-
tik veya dogal malzemeler ile birarada
kullanilmalart durumunda hticrelerin
dogal mikrocevresindeki kimyasal
ozellikler yapay ortamlara tasinabilir
ve hticre yapigsmasi ve liremesi kontrol
edilebilir.

Ne var ki, biyolojik molekiillerin
malzeme ylizeyine tutuklanmasinda
kullanilan klasik yontemlerle, bu mole-
killerin ytizey tizerindeki dagilimlarini

Yiizeylerin Mikro/Nano Desenlenmesinde Kullanilan Teknikler

Fotolitografi

Fotolitografi, mikroelektronik endiistrisinde
yaygin olarak kullanilan bir tekniktir. Temel ola-
rak, 1siga duyarli bir malzemenin (fotorezist) yii-
zey lizerine kaplanmasi ve daha sonra deseni 6n-
ceden belirlenmis bir fotomaske iizerinden ultra-
viyole isin1 (UV) uygulanmasiyla, maske deseni-
nin ylizey lizerinde elde edilmesi esasina dayan-
maktadir. Olusturulan desenli yiizey lizerine bi-
yolojik molekiillerin kaplanmasiyla biyodesenli
yiizeyler elde edilir. Hiicreler, yiizeyler ile etkiles-
tiklerinde biyodesenli bélgeleri tercih ederler ve
boylelikle yiizeyler iizerinde desenlenmis hiicre-
ler elde edilir. Yiizeylerin mikrodesenlenmesinde
kullanilan oldukca gelismis bir teknik olmasina
ragmen, “temiz oda” kosullarina ihtiya¢ duyul-
masi beraberinde bazi dezavantajlari getirmekte-
dir. Biyolojik cozeltiler, mikroelektronik teknolo-
jisi icin hazirlanan temiz oda kosullarini bozmak-
tadir. Ayrica desenlerin elde edilmesinde kullani-
lan kimyasallar, hiicreler icin toksik ozellik gos-
termekte ve pek cok malzemenin yigin yapisina
da zarar vermektedir. Kullanilan maskeler mikro-
elektronik teknolojisi icin 6zel olarak gelistirilen
kuartz-krom maskelerdir.

Fotokimyasal Mikrofabrikasyon

Bu teknikte, yiizeylere tutuklanacak biyolojik
molekiiller oncelikle fotoreaktif ozellik tastyan bir
molekiil ile reaksiyona sokulur. Yiizeylere tutuk-
lama islemi klasik fotolitografide kullanilan ku-
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artz-krom fotomaske varliginda UV isini kullanila-
rak gerceklestirilir. Maskenin altinda yiizeyin 15in
goren bolgelerinde (kuartz bolgeler) reaksiyon
olusur ve biyosinyal molekiillerin aktif olarak yii-
zeye tutuklanmasi litografik olarak gerceklesir.

Soft Litografi

Fotolitografik tekniklerin dezavantajlarini or-
tadan kaldirmak amaciyla gelistirilmis olan tek-
niklerdir. Yiizeylerde mikrodesenli bdlgelerin
olusturulmasinda yumusak, biyouyumlu ve optik
gecirgenlik ozelliklerine sahip polidimetil silok-
san (PDMS) kaliplar kullanilmaktadir. Klasik fo-
tolitografi kullanilarak hazirlanan mikrodesenli
bu kaliplar biyolojik molekiillerin yiizeye mikro-
desenli olarak aktarilmasini saglamaktadir. Soft
litografik teknikler uygulamadaki farkliliklarina
gore baslica iki grupta toplanir: mikrokontakt
baskilama ve mikroakis kanallari.

Uygulamada en sik karsilagilan mikrokontakt
baskilama teknigi, PDMS kaliplarin ve yiizey iize-
rinde kendiliginden organize olabilen molekiille-
rin (self-assembling monolayers) kullanildigi tek-
niklerdir. Molekiillerin yiizey ile etkilesebilmesi
icin, kullanilacak malzeme yiizeyi dnce altin ile
kaplanmaktadir. Yiizey lizerinde tek tabaka ha-
linde organize olan ve aktif gruplar olusturan
molekiiller ise alkantiol molekiilleridir. Mikrode-
senli PDMS kaliplara emdirilmis olan bu mole-
kiiller altin kapli yiizeyle temas ettiridiginde tiol
uclan sadece kalibin mikrodesenlerinin bulundu-

gu kisimlarda yiizeydeki altin ile etkilesir. Bu
yontemle elde edilen mikrodesenli aktif gruplar
lizerine biyolojik molekiiller tutturularak biyode-
senli yiizeyler hazirlanir.

Mikroakis kanallari ile desenleme yontemin-
de ise; li¢c boyutlu mikrodesenli PDMS kalip mal-
zeme yiizeyi ile temas ettirilir ve yiizey ile kalip
arasinda mikrokanallarin olusturulmasi saglanir.
Yiizey iizerine mikrodesenli olarak yerlestirilmek
istenen biyolojik molekiillerden olusan cozelti,
bu mikroakis kanallarindan gecirilir ve yiizeye te-
mas ettigi mikrokanal bélgelerinde yiizeye tutuk-
lanma gerceklesir.

Lazer Isinlari ile Desenleme

Bu teknikte biyomalzeme olarak kullanilacak
ylizey lizerine bakirdan hazirlanan ve mikrode-
senlere sahip bir maske yerlestirilir. UV-lazer
isinlarinin maske tizerinden uygulandigi bolgeler-
de ylizeyden molekiiler diizeyde kopmalar mey-
dana gelmekte ve bdylelikle yiizey lizerinde fark-
Ii topografiye sahip mikrodesenli bolgeler elde
edilmektedir.

Plazma lle Desenleme

Plazmanin (maddenin 4. hali, yani iyonlasmis
gaz hali) kullanildigi mikrodesenleme calismala-
rinda, yiizey lizerinde farkh topografi ve kimya-
sal ozelliklere sahip mikrodesenli bolgelerin elde
edilmesi amaciyla plazma uygulamasi nikel bir
maske varliginda gerceklestirilir.



Sekil 11. Hiicrenin yapisma ve yayilmasini
etkileyecek mikro/nanodesenlere drnekler, (a)
silikon yiizey lizerinde 80 nm eninde, 180 nm

yiiksekligindeki kabartilar, (b) 7 pm genisliginde ve
3 pm derinliginde oluklar.

kontrol edemiyoruz. Mikrofabrikasyon
teknolojisinin ve nanoteknolojinin
sundugu teknikler ya da bunlardan
esinlenerek gelistirilen yontemler yar-
dimiyla, biyolojik molekdilleri kontrol-
1 bir geometride ytizeyler tizerine yer-
lestirmek ve dolayisiyla hticre davra-
niglarini kontrol etmek miimkiin. Sen-
tetik veya dogal polimerlerin topogra-
fik olarak desenlenmesinde kullanilan
fotokimyasal tekniklerin, bu ytizeyle-
rin biyosinyal molekiillerle desenlen-
mesinde de kullanilabilecegini goriiyo-
ruz. Klasik fotolitografik teknikle ki-
yaslandiginda, polimerin yigin yapisina
zarar verebilecek kimyasallarin kulla-
nilmamasi ve kolay uygulanabilmesi,
fotokimyasal mikrofabrikasyon teknigi
icin 6nemli avantajlar.

Yari iletken enddstrisinde kullanilan
mikrofabrikayon teknolojilerinden yola
cikarak gelistirilen teknikler arasinda
O6nemli yeri olan diger teknikler soft-li-
tografik tekniklerdir. Soft-litografik
teknikler, bircok doku kdiltiir malzeme-
sine uygulanabilen kolay tekniklerdir.
Klasik fotolitografi ile kiyaslandiginda,
biyomalzeme tizerindeki uygulamanin
kolay olmasi, biyolojik molekiilleri etki-
leyecek kimyasallarin kullanilmamasi
ve maliyetlerin dustik olmasi gibi avan-
tajlara sahip tekniklerdir.

Biyolojik molekiillerin desenlenme-
sindeki en 6nemli potansiyel avantaj,
ylizey lzerinde hticre tipine 6zgii bél-
geler olusturulabilmesi ve ytizeyler
tizerinde coklu hticre sistemlerinin ha-
zirlanabilmesi. Dezavantaj ise, hiicrele-
rin bu bolgeler tizerine tutunduktan
sonra proteolitik enzimler (protein ya-

Sekil 12. (a) Fotokimyasal mikrofabrikasyon
tekniginde kullanilan fotomaske. Acik renk bélgeler
UV isinin gectigi 100 pm capindaki kuartz bélgeler,
koyu renk ise maskenin kromla kaph bélgeleridir, (b)
Fotokimyasal mikrofabrikasyon teknigi kullanilarak
hiicre yapismasini arttiran RGDS biyosinyal
molekiillerinin kitosan yiizeylere mikrodesenli
bicimde tutuklanmasi (koyu renk bdlgeler) ve RGDS
tutuklanmig bu bélgelerde L929 fare fibroblast
hiicrelerinin yapisma davranisi. Hiicreler biyosinyal
molekiillerin bulundugu mikrodesenlere yapismayi
tercih etmis ve bu bélgeler iizerinde yogunlasmigtir
(A. Karakecili, Doktora Tezi, 2006).

pisini parcalayan) gibi cesitli proteinle-
ri salgilamalar1 ve biyolojik desenlerin
bu salgilardan etkilenerek ortadan
kalkmasi, yani topografik desenlere
gore omriiniin kisa olmasi.

Britland isimli bilim adami tarafin-
dan 1996 yilinda yapilan bir calismada,
hticrelerin kimyasal ya da topografik
yapilara olan cevaplarinin karsilastir-
mal1 olarak incelenmesi amaciyla htic-
re kiiltiirleri hem topografik, hem de
biyolojik desenler iceren silikon ytizey-
lerde gerceklestirilmis. 500 nm’den k-
clik olan oluk derinliklerinde hticre
davranisina biyolojik molekiillerin et-
kileri hakim olurken, daha biiytk de-
rinliklerde topografik etkiler dstiin
gelmis.

Desenli ytizeyler tzerinde gercek-
lestirilen gesitli arastirmalarda hiicre-
nin yayilma davranisinin {ireme ve
farklilasma davraniglarini etkiledigi
gozlenmistir. Mezenkimal kék hiicre-
ler ile yapilan ¢alismalarda, desenli yi-

Sekil 13. Hayvansal
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endoplazmik
retikulum

golgi cisimcigi

zeylerde hiicre yapisma ve yayilma
geometrisinin kontrol edilmesi ile fark-
lilasma gosteren kok hiticreler kemik,
yag, kas ve kikirdak gibi degisik doku-
lara déntismds. Hticre sekline ya da ya-
yilmasina verilen bu farkli hticresel ce-
vaplarin hiicre iskeletindeki kuvvetler
ve hiicredisi matris etkilesimleri ile de-
gistigi sonucuna varilmigtir. Tim bu
arastirmalar, hticrenin yapisma davra-
nist ile hticreici mekanik yapi arasinda
anlasilmasi gli¢ bir bag oldugunu gos-
teriyor. Htcrenin ytizey tizerindeki
seklinin kontroli en ¢ok treme ve
farklilagsmayi etkilese de, protein salimi
tizerinde de etkili oldugu kesin. Hticre
sekli gibi fiziksel parametreler ile biyo-
kimyasal prosesler arasinda nasil bir
iliski olabilecegini ortaya c¢ikarmak,
arastirma dinyasinin 6ncelikle odak-
landig bir konu. Bu noktada nanotek-
noloji ve biyoloji biliminin biraraya gel-
mesi ile pek¢ok soru cevap buluyor.
Mikrofabrikasyon teknikleri hiticre-
lerin yapisma davranislari ve hticre ya-
pismasi sirasindaki olaylar zincirinin
aydinlatilmasinda ¢ok yararli olmakla
birlikte, bu tekniklerin kullanimi biyo-
teknoloji alaninda nanotopografinin
farkli uygulamalarina da 1sik tutacak.
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