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OZET

Orlu Giil, M. Polivinilasetat Nanopartikiillerinin Hazirlanmas1 ve Akciger Hiicrelerine
Etkileri Uzerine In Vitro Arastirmalar, Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii,
Farmasotik Teknoloji ABD. Doktora Tezi. Istanbul, 2008.

Calismamizda, nanopartikiillerin in vitro hiicre kiiltlirii sisteminde izlenebilmesi
amaciyla floresans Ozellik gosteren 5(6)-karboksifloressein (KF) ile polivinilasetat
(PVA) 1n kimyasal modifikasyonu gerceklestirilmis ve modifiye polimer ile hazirlanan
floresans isaretli nanopartikiillerin akciger epitel hiicreleriyle biyolojik etkilesimleri
incelenmigtir. Stabil bir floresans isaretleme saglamak icin KF, trifenilfosfat ve
dizopropilazodikarboksilat yardimiyla PVA ya kovalan yolla baglanmistir. Optimum
floresans madde baglanmis polimerin (KF-PVA) isaretlenme etkinligi % 0,45 + 0,06
olarak bulunmustur. Bu modifiye polimer kullanilarak nanopartikiiller (PVA-L-F2A)
nanocoktiirme yontemi ile hazirlanmistir. Karakterizasyon c¢aligsmalarinda, PVA
nanopartikiillerinin cryo-TEM mikroskobu ile elde edilen veriler 1s18inda kiiresel bir
goriinlime; foton korelasyon spektoskopisiyle 6l¢iimii sonucunda ortalama 297,33+ 5,9
nm biiytlikliige, hiicre kiiltiirii calisma besiyerinde ve tamponunda sirasiyla 0,23 + 0,4 ve
1,92+ 3,76 mV yiizey yiikiine sahip olduklar1 ve hiicre kiiltiirii calisma besiyerinde 48
saate kadar stabilitelerini koruduklar1 saptanmistir. PVA nanopartikiillerinin akciger
epitel hiicreleriyle olan etkilesimleri, floresans gosteren ticari polistiren (PS)
nanopartikiilleri ile karsilastirmali olarak arastirilmistir. Insan brons epitel hiicre kiiltiirii
(Calu-3) ve insan alveol epitel hiicre kiiltiirii (A549) ile gerceklestirilen hiicre
yasayabilirlik testinde, PVA ve PS nanopartikiilleri hiicresel toksisiteye neden
olmamigtir. Transepitel elektrik direnci dl¢limii ve radyoaktif mannitol gecis ¢aligmasi
bulgulari, floresans 6zellik gosteren PVA ve PS nanopartikiil formiilasyonlarmin Calu-3
hiicre biitlinliglinii olumsuz etkilemedigini gostermistir. Calu-3 hiicrelerinden
nanopartikiil gecis calismalari, PVA nanopartikiillerin uygun bir pulmoner tastyici
sistem oldugunu belirtmistir. Konfokal lazer taramali mikroskop fotograflari, PVA
nanopartikiillerinin akciger hiicreleri i¢ine aliminin diisiikk oranda gerceklestigini
gostermistir. PVA nin tarafimizdan literatiirde ilk defa gergeklestirilen bir uygulama ile
floresans boya yardimiyla isaretlenerek modifiye hale getirilmesi, PVA
nanopartikiillerinin akciger epitel hiicreleriyle etkilesiminin incelenmesini miimkiin
kilmustir.

Anahtar Kelimeler: polivinilasetat, nanopartikiil, hiicre kiiltiirii, Calu-3, floresans

Bu ¢aligma Avrupa Birligi 6. cer¢eve programi Marie Curie 6n agama egitim programi
altinda yer alan Galenos Network bursu ile desteklenmistir.
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ABSTRACT

Orlu Giil, M. Preparation of Polyvinylacetate Nanoparticles and In Vitro Studies on
their Interaction with Lung Cells. Istanbul University, Institute of Health Science,
Department of Pharmaceutical Technology PhD thesis, Istanbul, 2008.

In the present study, polyvinylacetate (PVA) was fluorescently labelled with 5(6)-
carboxyfluorescein (KF) via covalent binding and the biological interaction between
nanoparticles prepared with the modified fluorescent polymer and lung epithelial cells
was studied with the aim of enabling the investigation of the biological fate of
nanoparticles using in vitro cell culture systems. In order to provide a stable
fluorescence labelling, KF was covalently attached to PVA (1:1) in the presence of
triphenylphosphine and diisopropylazodicarboxylate. The labelling efficiency of the
optimum fluorescent attached polymer (KF-PVA) was found 0.45 + 0.06%.
Nanoparticle formulations (PVA-L-F2A) with this modified polymer were prepared
using nanoprecipitation method. In the characterisation studies, cryo-TEM images
revealed the spherical structure of PVA nanoparticles. The mean particle size of PVA
nanoparticles was found as 297,33 + 5,9 nm and the surface charge in cell culture
working medium and buffer was determined as 0,23 = 0,4 and 1,92 + 3,76 mV,
respectively. PVA nanoparticles were stable in cell culture medium up to 48 h. The
interaction of PVA nanoparticles with respiratory epithelial cells was studied in vitro,
with commercially available polystyrene (PS) fluorescein-labelled nanoparticles used
for comparison. No overt cellular toxicity was observed in the cell viability assay
(MTT) using the human bronchial epithelial cell line, Calu-3, and human alveolar
epithelial cell line, A549. The transepithelial electrical resistance measurements and the
radioactive mannitol permeability data did not produce any adverse effect on the Calu-3
cell integrity. Nanoparticle transport studies on Calu-3 cells indicated that PVA
nanoparticles were suitable for pulmonary transport. Confocal laser scanning
microscopy photos showed low PVA nanoparticle uptake from Calu-3 and A549 cells.
The strategy of modifying PVA by fluorescent labelling, performed for the first time in
this study, provided the evaluation of the interaction of PVA nanoparticles with lung
epithelial cells.

Keywords: polyvinylacetate, nanoparticle, cell culture, Calu-3, fluorescence

This study was supported by Galenos network funded programme under The European
Union 6™ Framework Marie Curie Early Stage Training scheme.



GIRIS VE AMAC

Nanopartikiil sistemleri i¢in yeni uygulamalar hem endiistriyel hem de saglik
alanlarinda gelistirilmeye devam etmektedir. Bu gelisimin bir sonucu olarak
nanopartikiil alanindaki calismalarda hizla bir artis goézlenmektedir. Bu artis hig
stiphesiz nanopartikiil kullanimina bir ivme kazandiracaktir. Medikal amagla iiretilen
nanopartikiiller insan viicudu savunma mekanizmalar1 i¢in yeni bir arastirma alanidir.
Nanopartikiiller, gecis suretiyle hasar gérmiis deriden (1), gastrointestinal kanaldan (2)
ve akcigerden (3) sistemik dolasima giris yaparlar. Nanopartikiillerin potansiyel
toksikolojik etkisine ait degerlendirmeleri igeren ¢alisma sonuglarina ragmen, biiyiikliik
ve ylizey kimyasinin bu partikiillerin viicut tarafindan alimlarina nasil etki edecegi

konusu halen ¢alisilmaktadir.

Solunumun dogal isleyisi, nanopartikiillerin hava yollarinin nazofarenks, brons
ve alveol bolgelerinde yerlesmelerine izin vermektedir (3). Akcigerlere yerlestikleri
andan itibaren nanopartikiillerin bu bolgede kalis siiresi biiylik partikiillere kiyasla
anlamli sekilde daha uzundur. Ciinkii makrofajlar tarafindan daha az miktarda kabul
edilirler (3). Hava yollarinda kalisi uzatmak toksikolojik etkiler dogurabilse de,
akcigerlerde etkin ila¢ salimmi gergeklestirmek amaclandiginda farmasdotik
formiilasyonun tutulma siiresini uzatmak istenilen bir durumdur.Akcigerler yoluyla
terapotik etkin maddeleri salmak i¢in nanopartikiillerin kullanim1 giincel bir alandir ve
cesitli nano boyutlu ilag tasiyicilarin bu amagla dizayn edilmelerine (4-7) ragmen heniiz
klinik anlamda kullanim alanm1 bulamamustir. Akcigerlere yerlesmelerini takiben nano
boyutlu ilag tasiyict sistemlerin biyolojik kaderini inceleyen az sayida calisma
mevcuttur. Bu sistemlerin insanlarda kullanimlarindan nce nanopartikiillerin tutulmasi,

atilim1 ve en 6nemlisi de toksisitesi ¢ok iyi bir sekilde bilinmelidir.

Nanopartikiiller ile akciger arasindaki her potansiyel etkilesimi in vivo ortamda
incelemek pratik olarak ¢ok zor iken; dogal epiteli temsil eden Transwell ge¢irgen hiicre
kiiltiirii destek membraninda kiiltiiri yapilan solunum epitel hiicreler, hiicre yiizeyine
baglanma, hiicre i¢ine alim, hiicre i¢i kompartmanlar arasindaki trafik, ila¢ gegisi ve ilag
metabolizmasini igeren tasiyici-hiicre etkilesimini ¢alismak i¢in ¢ok uygun ve gii¢lii bir
aractir (4, 8-10). In vivo calismalarla karsilastirildiginda, in vitro yontemler deneysel

maliyeti diisiirme ve canli hayvan deneylerini en aza indirme ya da ortadan kaldirma



gibi avantajlarinin yani sira kolaylik, giivenilirlik, deneysel sartlarin ve veri eldesinin
giiclii bir sekilde kontroliinii saglamaktadir (11, 12). insan brons epitelinden elde edilen
Calu-3 ve insan alveol epitelinden elde edilen A549 en yaygin kullanilan solunum
hiicreleridir (11, 13). Calu-3 hiicreleri, nanopartikiillerin epitel biitlinliigii tizerine olan
etkisinin incelenmesine imkan veren siki baglantt bolgelerini (tight junction)

olusturmasi sebebiyle hava yolu epitelinin en uygun modelidir (9, 14-18).

Nanopartikiilleri biyolojik sistemde izlemek icin radyoaktivite (19), floresans
isaretleme ve x-11nlar1 sacilimini igeren ¢esitli spektroskopik yaklasimlar daha dnceden
kullanilmistir (20). Ancak kolaylik, maliyet ve hassasiyet agisindan bakildiginda
floresans isaretleme uygulamalar1 ilk tercih olarak ortaya c¢ikmaktadir (21).
Nanopartikiil bir floresans yayan boya ile kovalan bag olusturma suretiyle kimyasal
olarak isaretlenebilir ya da bir floresans isaretli madde nanopartikiil igine
yerlestirilebilir. Enkapsiilasyon olarak da isimlendirilen ig¢ine yerlestirme yontemi,
floresans madde sizintisin1 dnleyebilmek icin nanopartikiilleri hazirlamakta kullanilan
polimer materyalin genis bir ¢0ziicii madde grubuna dayanikli olmasi durumunda
uygulanabilir. Floressein, yiiksek absorpsiyon kapasitesinde olmasi, yliksek floresans
kuantum verimini saglamasi ve suda ¢oziiniinebilmesi nedenleriyle floresans isaretleyici
olarak siklikla kullanilmaktadir (21). Kitozan (22, 23), lateks (24), lipit (25) ve poli-(L-
laktik-koglikolik asit) (26) gibi nanopartikiil hazirlamakta kullanilan genis bir materyal
grubunu isaretlemek iizere kullanilmistir. Ayrica gesitli sayida ticari olarak iiretilen
floresans igaretli nanopartikiiller de mevcuttur. Ancak, ticari nanopartikiillerin biiyiik bir
kismui partikiil agregasyonu, degisken yiizey yiikli ve basit biyolojik sivilarda floresans
madde sizintis1 gostermesi nedenleriyle hiicre kiiltiirii modellerinde kullanima uygun
degildir. Bunun yaninda, ticari {irlinlerin pek ¢ogu, siispansiyon formlariin stabilitesini
stirdirmek icin sodyum dodesil siilfat (SDS) gibi ylizey etken maddeleri yiiksek
konsantrasyonda igermekte ve bu katki maddeleri in vitro modellerde hiicre hasarina

neden olmaktadir.

Caligmamiz, farkli partikiil biytikliiklerine ve ylizey kimyasma sahip
biyouyumlu polimerlerle hazirlanan floresans ile isaretlenmis partikiillerin, akcigerdeki

biyolojik kaderlerinin arastirilmasina yonelik caligmalara zemin hazirlamaktadir.

Bu c¢alismanin amaci in vitro hiicre kiiltiirii modellerinde gecis caligsmalarinda

kullanilabilecek inert bir materyalden meydana gelen floresans isaretli bir nanopartikiil



formiilasyonunun hazirlanmasi ve karakterizasyonudur. Kaynaklarda nanopartikiillerin
blyiiklik dagilimi 1 ila 1000 nm arasinda verilmektedir (27, 28). Bu caligmada
nanopartikiil materyali olarak secilen polivinilasetat, FDA tarafindan onaylanmis,
okiiler, topikal ve oral salim sistemlerinde kullanilan bir sentetik polimerdir (29-33).
Calismamizda, nanopartikiillerin in vitro hiicre kiiltlirii sisteminde izlenebilmesi igin
floresans gosteren bir boya ile PVA nin kimyasal modifikasyonu gergeklestirilmis ve
PVA ile ticari polistiren (PS) floresans isaretli nanopartikiillerin Calu-3 insan brons

epitel hiicreleriyle biyolojik etkilesimleri incelenmistir.



GENEL BiLGILER

1. Akciger Fizyolojisi

Akciger, kan ile inhale edilen hava arasinda oksijen ve karbon dioksitin
degistirildigi dis solunum organidir. G6giis boslugunda biiylik damarlar ve kalbin yan
taraflarinda yer alan, solunum havasi ile kan arasindaki gaz aligverisini gerceklestiren
cift organdir. Solunum yollarinin yapist nefes alimu ile gelen yabanci maddelerin girisini
engeller ve atilimlarim etkin sekilde destekler. Iki akciger arasinda, kalp, yemek borusu,
soluk borusu ve biiyiik damarlarin yer aldigi mediastinum adi1 verilen bir orta bdliim

bulunur (34).

Fonksiyonel olarak, bir insanda solunum yolu iki ana bodlgeden meydana
gelmektedir; bu bolgeler hava iletici bolim ve alveolar bolge olarak
isimlendirilmektedir. Hava iletici boliim, nazal bosluk ve baglantili sintislerden-
nazofarenks, larenks, trakea, brons ve bronsiyollerden olusmaktadir. Nefes ile alinan
hava, akcigerdeki alveolar bolgeye ulasmadan dnce havayollarinda filtre edilir, 1sitilir
ve nemlendirilir. Alveolar bolge, gazlarin ince alveolar kapiler membrandan hizl
degisiminin gerceklestigi bronsiyollerden, alveol kanal ve alveollere uzanmaktadir
(Sekil 1) (35). Anatomik olarak, akciger, loblar1 olusturmak iizere kendisini iki ana
bronsa bolen trakeadan olugmaktadir. Sag brons daha genistir ve sol bronga nazaran
daha kiigtik bir agiyla trakeadan ayrilmaktadir ve dolayisiyla inhale edilen materyali
almaya daha yatkindir (36). Hava iletici boliim, havanin serbest gecisi icin ¢ok elverisli
oldugu gibi ayn1 zamanda temizleme, 1sitma ve nemlendirme fonksiyonlarini yerine
getirebilecek yeteneklere de sahiptir. Boylece oksijence zengin bir hava saglamakla
kalmaz, ayn1 zamanda atmosfer havasinin eksikliklerini tamamlay1p, zararl iceriklerini

de yok eder.



Brongiyol Alveol kanal Alveol

Sekil 1: Bronsiyol, alveol kanali ve alveollerin taramal elektron mikrokobu goriintiisii
Epitel hiicre bilesimi, trakeadan terminal bronsiyollere dogru her bir hava gecisi
saglanan yolda bolgesel olarak degisiklik gostermektedir. Solunum yolu epitelinin ana
gorevi fiziksel bir bariyer olustururak ve mukosiliyer temizleme mekanizmasi
aracilifiyla viicuda yabanci madde girisini kisitlamaktir. Siki, tizeri mukusla ortiild, silli
bariyer, alveol boélgesiyle temastan once havayr nemlendirmektedir. Solunum yolu
epiteli, bazal hiicreler, mukus salim yetenegine sahip goblet hiicreleri, havayolu
mukusunda yakalanmig dokiintiiden solunum yolunu temizlemeye yardim eden silli
hiicreler, siipiiriicti hiicreler, seréz hiicreler, Clara hiicreleri ve ndroendokrin hiicreleri de
iceren bir dizi hiicre grubundan meydana gelmektedir (37). Lenfosit, 16kosit ve mast

hiicreleri gibi bir dizi, bir bolgeden diger bolgeye hareket yetenegine sahip hiicreler de



epitelde yer almaktadir (38). Hiicre tiplerinin sayis1 solunum yolu bdlgesine bagli olarak

degisiklik gostermektedir.

Trakeadan alveol bolgesine dogru indik¢e havayollarinin i¢ ¢api, 1,8 cm den
alveol bolgesinde 0,04 mm ye diismektedir (39). Bu azalma ile beraber solunum
yollarinin yiizey alani artmaktadir. Ortalama bir yetiskin akcigerinde alveol epitelinin
yiizey alant 70-80 m” den (36); 100 m® ye (37) baz1 kaynaklarda ise 140 m’ ye kadar
(38) bildirilmektedir.

Brons epitel hiicreleri kiibik ya da siitunsal sekil gosterip; temel olarak silli
hiicreler ve Clara hiicrelerinden olusmaktadir. Bu hiicreler yalanci c¢izgili epitel
olusturur ve hiicreler arasi bosluklar i¢inden gecisi kisitlayan siki baglant1 (tight
junction) noktalarina sahiptir. Siki baglanti noktalari, protein ve epitelde apikal hiicre
ylizeyine yakin morfolojik ve fonksiyonel sinir1 olusturan lipidden ibarettir. Protein ile
lipid, hiicrelerarast boslugun en distaki kenarinda genis bir yer kaplamakta ve
hiicrelerarasi bolge boyunca secici diflizyonu yonetmektedir. Solunum yolu epiteli ve in
vitro olarak epitele model olusturan birgok hiicre kiiltiirli sistemleri apikal

membranlarinda siki baglantilara sahiptir (40).

Alveol bolgesi dort hiicre tipinden olusmaktadir: tip I ve II epitel hiicreleri,
alveol siipiiriicii hiicreleri (tip III) ve mobil alveolar makrofajlar (41). Ortalama 0,26 um
lik bir hiicre kalinligr ile skuamoz tip I hiicreler alveol yiizey alaninin yaklasik % 93-97
sini kaplamaktadir (42, 43) ve bu 6zellik bu tip hiicreleri ilag absorpsiyonu ig¢in iistiin
kilmaktadir. Kalan alveol yiizeyi, tip I hiicrelerden daha kii¢iik olan ve yiizey etkin
maddeler salgilayan ¢esitli kiiboidal tip II hiicrelerle ortiiliidiir (44).

Fagositik alveolar makrofajlar, alveol ylizeyi iizerinde oturmakta ve inhale
edilen bakteri ve partikiillere karst savunmada ¢ok biiyiik 6nem tagimaktadir. Alveolar
makrofajlarin  birka¢ saat icinde meydana getirdikleri fagositozda, makrofajlar
mukosiliyer tasiyic1 ile alveollerden bronsiyollere dogru uzaklastirma islemini

gerceklestirmektedirler (45).

Epitel tarafindan salgilanan mukus tabakasiin jel benzeri yapisi, matriksteki
kisitl diflizyon nedeniyle yiiksek lipofilik ilaglar ve peptidler icin ilk bariyer
niteligindedir. Hiicre ylizeyi glikokaliks, mukozal membran, sitoplazmik katilimlar ve

serozal membran, hiicre i¢i (transseliiler: hiicrenin bir tarafindan diger tarafina)



absorpsiyon i¢in bir takim bariyer olusturmaktadir. Sik1 baglant1 bolgeleri ise hiicreler

aras1 (paraseliiler) absorpsiyonu diizenlemektedir.

2. Akcigerin Fonksiyonlar

2.1.Mukosiliyer Temizleme

Mukosiliyer temizleme, akcigerdeki spesifik olmayan ana ev sahibi
mekanizmadir. Mukus bezleri ve goblet hiicreleri, silli epiteli orten iki tabakali mukus
battaniyesini  olusturduklart solunum yiizeyine mukus salgilamaktadir (46).
Coziinmeyen partikiiller jel tabakasinda yakalanmakta ve farenkse dogru tasinmaktadir
(47). Fazlar arasindaki fosfolipid tabaka, hareketi kolaylastirarak yiizey gerilimini
azaltmaktadir (48). Mukus tabakasinin kalinligt havayolu boyunca degismektedir;
trakeada 8 pm, bronsiyollerde 2 pm kalinligindadir (46). Mukus; su (%95), glikoprotein
(musin) (%2), protein (%]1), inorganik tuzlar (%1) ve lipidlerden (%]1) meydana
gelmektedir (48). Su igeriginin kontrolii mukusun optimum viskoelastik 6zelliklerinin

stirdiirilmesi agisindan dnemlidir.

Inhalasyondan sonra, toz, mikroorganizmalar, allerjen maddeler, karsinojenler
ve hiicresel dokiintii gibi hava kaynakli kontaminantlar solunum yolu mukusu ig¢inde
tutulmaktadir. Daha sonra bu maddeler farenkse dogru hareket halindeki birlikte ¢alisan
bronsiyal silia tarafindan mukus i¢ine sevkedilmekte ve mukusun yutuldugu veya disari
atildig1 yerde akcigerlerden disariya siiriklenmektedir. Geng saglikli bireylerde trakea
mukosiliyer temizleme hizinin partikiil birakilma bolgesine bagli olarak 0-6 saat
arasinda degistigi bildirilmistir (45). Mukusun hareketinin kii¢iik havayollarina nazaran
trakeada daha hizli oldugu goz 6niinde bulundurulmalidir (47). Mukosiliyer diizenegin
otesinde alveol bolgesinde biriken partikiillerin bu bolgede daha uzun siire kalma

potansiyelleri, havayollar ile mukayese edildiginde ila¢ hedeflendirilmesi i¢in akciger

periferini daha cazip bir bolge haline getiren 6nemli bir 6zelliktir.

2.2.Metabolik Aktivite

Akcigerler, ilk ge¢is metobolizmasi ile sonuglanan solunum yollarina uygulanan
bilesikleri metabolize etme potansiyeline sahiptir. Akciger altmistan fazla farkli hiicre
tipinden meydana geldiginden (49), her bir hiicre tipinin ila¢ metabolizasyon
karakterizasyonu kapsamli bir konudur. Clara ve alveol tip II hiicreler toplam akciger

hiicre popiilasyonunun %10 undan daha azini icermektedir (50). Akcigerdeki pek cok



diger hiicre tipi sitokrom P-450 icermez ve sonug olarak akcigerde protein basina diisen
P-450 miktar1, ekspresyonunun daha yaygin oldugu karacigere kiyasla daha diisiiktiir.
Sonucta, karaciger ve ince bagirsakla mukayese edildiginde, akciger ilag

metabolizmasinda ¢ok kiiciik bir role sahiptir (51).

Tiim kardiyak icerik akcigerlere perfiize olmakta ve toplam kan hacminin % 10-
20 si pulmoner dolasimda kalmaktadir. Karaciger kardiyak icerigin sadece % 25 ini
almaktadir ve karacigerde doku agirligina goére normalize edilen kan akisi
akcigerdekinden 10 kat daha azdir. (50). Sonug olarak, akcigerler tarafindan temizlenen
bazi ksenobiyotiklerin miktari, akcigerlerin diisiik enzim igerigine ragmen
karacigerdekileri gegmektedir (52). Yabanci maddelerin pulmoner metabolizmasini
belirleyen diger bir faktor akcigerin degisik hiicresel kompartmanlarina dagilimlari ve
oradaki enzim sistemlerine girisleridir. Havayollar1 veya pulmoner dolasimla
akcigerlere giren pek c¢ok ksenobiyotigin hiicresel ve althiicresel dagilimi kapsamli
olarak ¢alisilmamistir. Ancak, enzim sistemlerine girisin ksenobiyotik metabolizmasinin

hiz belirleyici faktorii oldugu olasidir (50).

Genellikle, akcigerin pek c¢ok diger organdan daha diisiik bir proteolitik
aktiviteye sahip oldugu disiiniilmektedir (53). Bu enzimlerin biiylik bir kismi
membrana baghdir (54). Proteazlarin, epiteli 6rten siviya hiicresel salimi fagositik
pulmoner ev sahibi savunma cevaplari sirasinda meydana gelmektedir; ancak bu salim
hiicre yaralanmasi veya Oliimii tarafindan da tetiklenebilmektedir (41). Akciger
dokusununa zarar vermemek i¢in, proteaz aktivitesi antiproteaz (6rnegin @;-antitripsin,

&;-antikimotripsin gibi) salimi ile dengelenmektedir (41).

3. Pulmoner Yolla fla¢ Uygulanmasi

Farmakolojik etken maddelerin akcigere uygulanmasinin faydalari, Gansslen’in
1925 te nebulize edilmis insulin ¢dzeltisini pulmoner yolla uygulamasindan beri
bilinmektedir (55). Son yillarda, pulmoner wuygulama ile solunum sistemi
hastaliklarinin, 6zellikle de astim, kronik obstruktif akciger hastaligi (KOAH), sistik

fibroz, pulmoner enfeksiyonlarin tedavisi glincel hale gelmistir.

Bugiine kadar ilaclarin oral yolla uygulanmasi, farmasotik etkin maddenin etki
bolgesine ulastirilmasinda en ¢ok tercih edilen yoldur. Ancak etkin maddenin, bazi

kisitlayicr fizikokimyasal ve farmakolojik 6zelliklerinden 6tiirii oral yol her zaman ilk



secenek olmamaktadir. Bu durumda, alternatif ilag uygulama yollar1 arastirilmaktadir.
Bunlardan biri akcigerlerden inhalasyonla ilag uygulanmasidir. Pulmoner yolla ilag
uygulanmasinin en biiylik avantajlart hizli etki baslangic1 ve ilk gecis etkisinin
goriilmeyisidir. Akciger hastaliklarinin lokal tedavisinde siklikla kullanilan aerosoller
genellikle bronkodilator veya glukokortikoid icermekte ve obstruktif havayolu ve
inflamatuvar hastaliklarin tedavisinde direkt olarak akcigerlere uygulanmaktadir. ilacin
direk olarak etki bolgesine gonderilmesi yan etkilerin azalmasini ve derhal ilag etkisinin
goriilmesini saglamaktadir. Yeni uygulama apareylerinin teknolojisindeki gelismeler
derin akciger bolgelerine inhalasyonu miimkiin kilmaktadir. Ozellikle peptid, protein
gibi zayif oral absorpsiyona sahip ilaglar i¢cin pulmoner uygulama, sistemik dolasima
ulasgan umut vaat edici alternatif bir yol niteligindedir. Akciger hiicre kiiltiirii
modellerinin  yeni ila¢  formiilasyonlarinin  gelistirilme  siirecini  kisaltmasi
beklenmektedir. Klinik Oncesi asamada, maliyeti yliksek ve zaman alan hayvan
caligmalar1 yerine kullanilabilmektedir. Hiicre kiiltiirlerinin kullanildig1 in vitro deney
sonuclarindan elde edilen absorpsiyon mekanizmalar1 hakkindaki bilgi, daha iyi
yonetilebilinen ve daha diisiik maliyetli klinik ¢aligmaya imkan vermekte ve yeni etkin

maddelerin giivenligi konusunda muhakeme sans1 vermektedir.

Lokal terapotik aktivite icin ilaglarin yiliksek konsantrasyonda akcigerlere
hedeflendirilmesine ait avantajlar arasinda hizl ilag etki baslangicinin saglanmasi,
diisiik sistemik etkiye maruz kalinmasi ve ilk gecis metabolizmasindan kaginilmasi yer
almaktadir (56). Akcigerler, yiiksek oranda damarlanmis solunum mukozasi, genis
absorpsiyon ylizey alani, ince hava-kan bariyeri ve diisiik enzimatik aktivite gibi ilag
absorpsiyonunu arttiracak avantajlara sahiptir. Akcigerlere ilag salimi, gastrointestinal
absorpsiyona etki eden beslenme komplikasyonlarindan, sindirim enzimlerinden ve
hastalar arasi metabolik farkliliklarindan bagimsizdir (57). Dalby ve ark. (58),
inhalasyonla sistemik olarak salinan ilaglarin oral yolla salinan terapétiklere gore cok az

istenmeyen yan etki tasidiklarini bildirmislerdir.

Tiim avantajlarina ragmen, sistemik terapotik aktivite icin ticari olarak
akcigerlere ila¢ uygulamasi oral yolla ilag salimi kadar yaygin degildir. Bu durum
yuksek olasilikla, oral yolla salinan terapétiklere olan yiiksek hasta uyuncu ve bu

konuda endiistrinin yillardir siiregelen yerlesmis aktivitesidir.
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Pulmoner yolla ilag salimina olan ilginin artmasina neden olan faktorler
konvansiyonel oral yolla salimlar1 problemli olan terapotik peptid ve proteinlerin
sayisinin artisi, akcigerden absorpsiyon hizinin farmakokinetik profilleri daha istenene
yakin hale getireceginin tespit edilmesi ve akciger hastaliklart i¢in ilaglarin solunum
sistemine hedeflendirilmesine olan ilginin yiikselmesidir. Farmasotik teknolojideki
ilerlemeler, farmasotiksel agidan problemli molekiil salimini inhalasyon suretiyle
miimkiin kilmaktadir. Ancak giivenli ve etkin ilaglarin akciger araciligiyla
uygulanmasina yonelik gelismeler uygulama aleti ve formiilasyonun optimizasyonunun
yaninda solunum yoluyla uygulanan biyofarmasétiklerin ve inhale edilen ilaglarin

akcigerlerle etkilesiminin de incelenmesini gerektirmektedir (Sekil 2).

Aleeiger Bivolojist

Sekil 2 Akcigerlere ila¢c salhminda uygulama apareyi, formiilasyon ve akciger biyolojisi
arasindaki iliskinin sematik gosterimi

[laglarin akcigere salim teknolojisinin gelismesine ragmen inhale edilen ilaglarin
akcigerlerle etkilesimi halen derinlemesine arastirma gerektiren bir konu niteligindedir.
Dolayisiyla, salim stratejilerini degerlendirme ve optimize etmeye yonelik yontemlere

ihtiya¢ duyulmaktadir.

Son yillarda arastirmalar, genellikle terapotik peptidlerin (59), proteinlerin (59,
60), oligoniikleotidlerin (61) ve asilarin (62-64) inhalasyonlarina yonelmistir. Bu
maddeler, farmakolojik agidan aktif olmalarina ragmen, yiliksek molekiil agirliklar1 ve
hidrofilik yapilar1 nedeniyle zayif metabolik stabilite ve membran permeabilitesi basta

olmak {izere oral ila¢ uygulamasi i¢in uygun olmayan ozellikler gdsterirler. Dolayisiyla,



11

akcigerlere ilag uygulamasi, zayif absorbe olan ilaglarin sistemik absorpsiyonu ig¢in

alternatif bir yol olarak 6nemli bir potansiyele sahiptir.

Akcigerlere optimum ila¢ salimi, inhaler aparey, ilag-formiilasyon 6zellikleri,
inhaler manevrasi ve hasta patolojisi arasindaki karsilikli dayanismaya baglidir (36, 65).
Klinik tedavide farmasotik aerosoller vasitasiyla pulmoner ilag uygulamasi igin
glinlimiizde mevcut aletler nebulizorler, basingli 6l¢iilii doz inhalerler ve kuru toz
inhalerlerdir. Yeni inhalasyon aletlerini ve direk olarak uygulanabilecek

formiilasyonlar1 gelistirme ¢aligmalari stirmektedir.

Akcigere ilag salimiyla ilgili son c¢alismalar, inhale edilen ilaglarin
organizmadaki kaderini ve ilag ve formiilasyonun akcigerlerle etkilesimini
degerlendirmek iizere akcigerde ila¢ baglanma (binding), alim (uptake), gegcis
(transport) (absorpsiyon hizini, mekanizmasini ve derecesini) ve metabolizmasini dlgen
in vitro yontemlere duyulan ihtiyaci arttirmaktadir. Hayvan kullanilarak yapilan
deneysel c¢alismalarla ilgili kisitlamalar insan solunum epitel hiicre kiiltiirlerinin
kullanimin1 desteklemektedir. Epitel hiicre kiiltiirlerinin, ilag salimi1 aragtirma-gelistirme

calismalarindaki kullanimlar1 kabul gérmiistiir (66).

Inhale edilen maddelerin kaderini degerlendirmek iizere hayvan ve hayvan
dokularinin kullanimina olan geleneksel giiven azalmaktadir (43). 1959 da Russell ve
Burch, Insan Deneysel Teknigin Prensipleri ni yayinlamislardir. Onerilerine gore
hayvanlarin deneylerde kullanilmas1 halinde bu hayvanlarin daha az sezgili
alternatifleriyle degistirilmesi (Replace), kullanilan hayvan sayisinin minimuma
indirilmesi (Reduce), hayvanlarin kullanildigi deneylerin rétuslanmasi  (Refine)
gerekliligini savunmusglardir. Bu rehber prensipler hayvan arastirmalarinin 3 R’ si olarak

belirlenmesine ragmen yeterli dikkat gosterilmemektedir.

Hiicre kiiltiirii metodlarinin farmasdétik endiistri tarafindan kabulii, hayvanlarin
kullanildig1 in vivo testlere kiyasla tahmin etme yetkinligi ile hizli ve daha fazla sonug
cikarmasi gibi avantajlar sayesinde kolaylagsmistir (67). Her gecen giin artan yeni etkin
maddelerin (new chemical entity) hizli ve etkin degerlendirme ydntemlerine olan
ihtiyag artmaktadir. Biyofarmasotik siniflandirma sisteminin (BCS: Biopharmaceutics
Classification System), Gida ve Saglik Daire Baskanligi (FDA) rehberlerine girisi,
hiicre kiiltiirii sistemleriyle permeabilite Olgiimiine gore siniflandirma yapilmasi

acisindan hiicre kiiltiirii sistemlerinin kullanimiyla ilgili yeni bir adimdir.
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Ozellikle Calu-3 ve 16HBE14o0- olmak iizere iki havayolu hiicre tipi ve primer
insan alveolar tip-I hiicreleri (hAEpC) 6nem kazanmistir. Bu in vitro modeller dogal
akciger epiteliyle mukayese edilebilir permeabilite 6zelliklerine sahiptir. Ilag
permeabilite ¢aligmalari i¢in uygun olmayan insan alveol epitel hiicre dizini A549 ise

yiiksek permeabiliteye sahiptir.

4. Pulmoner Hiicre Kiiltiirii Modelleri

Epitel biyolojik bariyerlerin taklit edilmesi i¢in li¢ ana in vitro yaklagim
mevcuttur. Daha kompleks olandan daha az kompleks yapida olana dogru siralamak
gerekirse bu yaklasimlar, izole perflize organlar, doku Kkiiltiirleri ve hiicre kiiltiiri
modelleridir Bunlarin arasindan hiicre kiiltiirii modelleri, belli bir yasam evresine sahip

primer kiiltiirlerden ve 6liimsiiz stabil hiicre dizinlerinden ibarettir.
Izole perfiize organlar (ex vivo modeller gibi)

Genellikle birka¢ saat gibi belli bir yasam siiresine sahiptirler. /n vivo durumu
cok yakin olarak taklit etmekte; fakat yiiksek derecede kompleks oluslari nedeniyle
sorun yaratabilmektedirler. Ayrica, hayvan ve doku modellerinden elde edilen
sonuclarin yorumlanmasi, tiirler aras1 degiskenlik, akcigere kesin olmayan ilag¢ salimi,
hazirlanan formiilasyonun yasayabilirligi ile ilgili konular gibi nedenlerle kompleks bir
hal alabilmektedir. Sonu¢ olarak da, kompleks izole perfiize organ modelleri in vivo
calismalarda goriilen deney dizaynlarina benzemekte ve avantajini yitirmektedir.
Bununla birlikte, sigan, koyun ve domuz izole perfiize akcigerler ylizey etkin madde
salgilanmasi, permeabilite Slgiimleri veya gen transfer metodlarinin gelistirilmesi gibi
degisik amaclar icin kullanilmaktadir (68-70). Izole perfiize organlar, organizma disinda

canli tutulan organ kiiltiirlerinden farklidur.

[zole perfiize organlardan daha az komplike bir model olusturmak iizere, bazen
hazirlanan epitel uygun bir in vitro ortama yerlestirilmektedir. Kolaylikla bagirsak ya da
deri dokusunda hazirlanabilir, ancak siingerimsi yapis1 nedeniyle akcigerlerde benzer
bir islem gerceklestirmek giictiir. Hem izole perfiize organlar hem de izole dokular
sinirlt bir 6mre sahip oldugundan, “yeniden yapilandirilmis epitel” (reconstructed

epithelia) ad1 altinda yapay epitel hazirlama yoluna gidilmistir.
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Primer hiicreler

Primer hiicreler belirli zaman araliklarinda taze olarak izole edildiklerinden ve
her seferinde farkli bir canli soyundan alindiklarindan kiiltiirde bekletildikleri siirece
birbirlerinden tanimsal olarak ayrilmiglardir. Primer hiicreler, normal insan havayolu
dokusunun az bulunusu, izolasyon verimi olarak isimlendirilen elde edilen hiicre
sayisinin kisith olusu ve verici (donor) degiskenligi gibi bazi ana sinirlamalarla yiiz

ylizedir.
Karsinoma hiicre dizinleri

Cesitli akciger tiimorlerinden elde edilmektedir ve primer Kkiiltiire olan
istiinliikleri hiicre kiiltiirtiniin hazirlanmasinin kolayligi ile hiicre tiplerinin safligidir.
Ancak tekrar {ireyebilirlik anlaminda, kritik pasaj sayilarinin dikkate alinmasi
gereklidir. Bir hiicre dizininin genellikle kullanilabilirliginin siirdiirtiliisii ve bakimi
gayet kolaydir; primer kiiltiirlerde karsilasilan az ¢ogalabilirlik ya da yiliksek maliyet
gibi problemleri dogurmaz (71). Pulmoner konulu arastirmalar i¢in hiicre dizinleri

ATCC (The American Type Culture Collection) den temin edilebilmektedir (72).

1990 yilinda insan adenokarsinoma hiicre dizini Caco-2 intestinal gecisle ilgili
mekanik caligmalar i¢in deneysel bir model olarak sunulmustur (73, 74). Bir yil sonra,
Caco-2 modelinin, intestinal ila¢ permeabilitesinin goriintiilenmesi ve potansiyel yeni
ilagc maddelerinin oral absorpsiyonlarinin tahmin edilmesi i¢in uygun oldugu

bildirilmistir (75).

Caco-2 hiicreleri, insan kolorektal karsinoma kaynakli olduklart halde (76-78)
pek cok bakimdan insan ince bagirsak epiteline fonksiyonel benzerlikler géstermektedir
(79-81). Ancak Caco-2 hiicrelerinde hiicreler arasi (paraseliiler) yol in vivo ince
bagirsaktakinden daha siki olmasi nedeniyle arastirmalardaki kullanimlar1 kisithidir (82).
Caco-2 oral yolla uygulanan bilesiklerin absorpsiyon karsilastirmalari i¢in kullanilirken,
pulmoner absorpsiyonun degerlendirilmesinde uygun olmadigi diistiniilmektedir (83,

84).

Gegmiste, intestinal absorpsiyonu modellemede kullanilmig Madin-Darby
Canine Kidney (MDCK) gibi spesifik epitel modeller, insan oral biyoyararlanimiyla
korelasyon goOstermistir; ancak karsilastirma amaciyla kullanimlart kisithdir (85).

Epitelle ilgili spesifik islemler hakkindaki kisith bilginin 15181 altinda, detayli ilag
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absorpsiyon ve hedefleme arastirmalarinda epitel-spesifik insan hiicre kiiltiiri

modellerinin kullanim1 desteklenmektedir (86).

Ilag uygulama yolu olarak diisiiniilen yola benzer permeabilite bariyer dzellikleri
gosteren, iyi karakterize edilmis bir epiteli temsil etmesi durumunda, bu modeller
formiilasyon gelistirmenin daha ileriki agamalar1 i¢in uygun olmayan bilesiklerin

elimine edilmesi i¢in kullanilabilmektedir.

Akcigerlerden elde edilen hiicre kiiltiirli modelleri in vivo modellere bazi
istiinliikler gostermektedirler. Bu modeller, in vivo kosulda mevcut mukosiliyer gecis
ve fagositoz gibi komplike temizleme mekanizmalarina sahip degildir. Spesifik gecis
mekanizmalar1 olan pasif hiicre i¢i (transseliiler) ve hiicreler arasi (paraseliiler) gecis
hakkinda bilgi in vitro modeller ile daha kolaylikla edinilmektedir. Solunum yolu
epitelinin hiicre kiiltiirii modelinin, ilacin tutulmasi ve akcigerden temizlenmesinin
arastirilmast i¢in ¢ok uygun oldugu siiphesizdir. Bu modeller, solunum yolu epitel
hiicreleri boyunca hizli ve tekrar edilebilir absorpsiyon calismalarinin yapilmasina
olanak vermektedir. Pulmoner aragtirmalar, solunum yolu ve alveolar epitelin pulmoner
ilag absorpsiyonu icin temel bariyer niteliginde oldugunu gostermistirler (87, 88). lag
gecisi, ilag metabolizmasi ve gen salim calismalarinda kullanilan en umut vaat edici
insan havayolu hiicre dizinleri (cell line) 16HBE140-, Calu-3 ve BEAS-2B’dir (86).
Hiicre kiiltiiri modelleri aktif transport mekanizmalarini incelemek iizere de
kullanilmaktadir. Daha glincel aragtirmalar ise ila¢ tasiyicilari, ilag metabolizmasi, ilag
gecisi ve pasif-aktif transport mekanizmalarinin ilacin tiim gegisi lizerine olan relatif

katkisi lizerinedir.
Alveol epitel hiicre kiiltiirii

Alveol epitel hiicre kiiltiirleri normal insan akcigerinden elde edilen alveol tip II
hiicrelerinden hazirlanmaktadir (89). Bu hiicre dizininin, siki baglanti proteinlerini
iiretmedigi ve dolayisyla siki baglanti noktalarina sahip olmadigi bilinmektedir. Primer
tip II hiicre kiiltiirlerinin 6nemli bir 6zelligi tip I hiicre benzeri morfolojiye sahip hiicre
tabakalarina doniisme durumlaridir. Giinlimiizde, aragtirmalar i¢in en uygun alveol

epitel hiicre kiiltiirii modeli A549°dur.

Alveol tip II hiicreleri (ATII), yaklasik olarak % 60 alveol epitel hiicrelerden ve

% 15 tim akciger parenkimal hiicrelerden ibarettir; diger yandan insan akcigerinin
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alveol hava bosluklarinin % 5 inden azim1 6rtmektedir (90). ATII hiicreleri yerini alma
mekanizmasi olarak alveol tip I (ATI) hiicrelerine farklilagsmay1 da igeren alveolar
homeostazda dnemli ve ¢ok fonksiyonlu role sahiptir (91). ATI hiicrelerinin varsayilan
fonksiyonlar1 akciger hiicrelerinin ¢ogalmasinin kontrolii, peptid / peptid biiyiime
faktorlerinin metabolizma ve/veya parcalanmasi, sitokinlerin olusumu, alveol sivi

dengesinin, hiicre i¢i iyon ve su gegisinin diizenlenmesidir.

Insan alveol epitel hiicreleri A549, ATII hiicrelerinin fizyolojisi ¢alismalarinda
ve pulmoner uygulanan maddelerin permeabilite 6l¢iimlerinde kullanilmaktadir (92,
93). Ancak, bu hiicre grubunun fonksiyonel siki baglanti noktalarina sahip olmayisi ilag
absorpsiyon c¢alismalarindaki kullanimint ~ simirlandirmaktadir.  Primer  kiiltiirde
pnomositlerin tek tabakalarinda alveolar gecis calismalari uygulanmustir (94). insan
alveolar hiicre kiiltiiri modelleri akciger ¢ikarim (rezeksiyon) operasyonu geciren
hastalardan temin edilmektedir. Kisaca, doku kesilmekte ve devaminda tripsin ve
elastaz kombinasyonu kullanilarak o6ziimlenmektedir. Daha sonra ATI II hiicre
populasyonu hiicre yapistirilmasi, santrifiij ve magnetik hiicre ayrilmasi (sorting)
islemleri ile saflastirilmaktadir. ATI II hiicreleri polistirol membranlarda tiretildiginde,
ekimi takip eden 6-8 giin igersinde ~2500 Q cm” TER degerine sahip ATI benzeri
hAEpC tek tabakalarini olusturmaktadir.

ATI II ve ATI I hiicre fenotiplerini birbirinden ayirmaya yonelik cesitli
yaklagimlarda bulunulmustur. Bunlar arasinda, basit morfolojik karakterizasyon
(tabakasal yapilar, kiiboidal sekil gibi), Papanicolaou boyamasi, hiicreye spesifik lektin
ve aquaporin-5 (95), caveolin-1 gibi immunohistokimyasal/immunositokimyasal

isaretleyicilerin kullanimi yer almaktadir.

Domuz akciger epitel hiicre primer kiiltiirii (pAEpC), si¢an ve insan gibi mevcut
diger tiir hiicre kiiltiirlerine alternatif niteliktedir (96, 97). Filtre tabakalar {izerine ekilen
domuz (porcine) alveol epitel hiicrelerin, alveol epitel bariyer karsisinda ilag gecisinin
degerlendirildigi calismalarinda kullanilabilecegi ve pulmoner ilag absorpsiyonu ve
salim c¢aligmalari i¢cin uygun bir in vitro model olarak kabul edilebilecegi bildirilmistir.
Literatiirde, pAEpC’den ilag gecis ¢alismalart i¢in gecis vasati olarak hidrokortizonla
desteklenmis kiiclik havayolu bazal vasati ve maksimum ¢oziicii konsantrasyonu olarak
% 1,5 dimetilsulfoksit uygun kosullar olarak tespit edildigi kayithdir (98). pAEpC

modeli kullanilarak yapilan ila¢ absorpsiyon caligmalarinda tek tabaka biitiinliigiini
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saglamak iizere minimum kabul kriteri 600 Q.cm’ transepitel elektriksel diren¢ (TER)
ve bu dirence baghh temin edilen sabit hidrofilik isaretleyici (sodyum floressein)
gecisidir.
BEAS-2B

BEAS-2B hiicre dizini, 12-simian 40 hibrid adenoviriis kullanilarak 6limsiizliik
Ozelligi kazandirilmis normal insan epitel hiicrelerinden elde edilmistir (99). Bu
hiicreler fenotipleme ve sitokin regiilasyonu (100, 101), glukokortikoid reseptdrlerinin
diizenlenmesi (102) ve tiitiin i¢cimi (103), partikiiller (104) ve hiperoksi (105, 106) gibi
istenmeyen durumlara viicudun verdigi cevabi igeren bir dizi havayolu epitel hiicre
yapist ve fonksiyonu c¢alismalarinda popiilerdir. Ayrica ilag metabolize edici enzimlerin
ekspresyon ve aktivitesini ¢alismak tizere de kullanilmaktadirlar (107, 108). Ancak, orta
bir pasaj sayisina sahip kiiltiirdeki BEAS-2B’nin diisiik bir transepitel elektrik direnci
(TER) (< 150 Q.cm®) gosterdigi bildirilmis (109) ve benzer diisik TER degerleri bagka
aragtirmacilar tarafindan da gozlenmistir (110). Bu durum, BEAS-2B hiicrelerinin siki
baglanti olusumu ile ilgili eksiklik tasidigini ve ilag gecis caligmalari i¢in uygun

olmadiklarini akla getirmektedir.
Calu-3

Calu-3 adenokarsinoma epitel hiicre dizini, 25 yasindaki Kafkasyali bir erkegin
proksimal brons havayollarindan elde edilmis ser6z kaynakli bir hiicre kiiltiirii
modelidir. Doygun (confluent) silli ve salgisal kiiltiir karisimi olusturmaktadir (111).
Primer kiiltiirler ve SV40-transforme hiicre dizinleri ile ilgili problemleri ortadan
kaldirmaya yonelik bir caligmada, Finkbeiner ve ark. (112) akciger karsinomalarindan
elde edilen bir grup hiicre dizinini goriintiilemisler ve Calu-3 iin sistik fibrozis
transmembran iletkenlik regiilatorinii  (CFTR: cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator) tasidigini bulmuslardir. Calu-3 hiicre dizini, farklilagmus,
polarize, hava-sivi arayliizey Kkiiltiir kosullar1 altinda apikal mikrovili olusturan bir hiicre
kiiltiir modelidir (15, 113). Calu-3 en ¢ok kullanilan solunum yolu ile uygulanan ilag
absorpsiyon modelidir (65) ve ilag gecis calismalar1 (114, 115), (116), iyon gegis
calismalar1 (117) ve gegis mekanizmasinin incelenmesine yonelik ¢alismalar (116-120)
icin de uygun adledilmektedir. Kiiltlirler, yiiksek transepitel elektrik direnci (TER) >
1000 Q.cm® ve paraseliiler gecis isaretleyicilerine diisiik permeabilite ile kendini

gosteren bariyer 6zelliklerini sunmak tizere farklilagan silli ve salgisal hiicrelerin karigik
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bir fenotipinden olusmaktadir (114, 117, 121). Fonksiyonel anlamda, Calu-3 hiicreleri
polarize musin salgilama da dahil olmak {izere bircok bakimdan dogal havayolu

epiteline benzemektedir (122).
16HBE14o0-

16HBE140- hiicreleri, 1 yasindaki kalp-akciger transplant hastasindan
transforme edilmis brong epitel hiicreleri olup farklilasmis epitel morfolojisine ve
fonksiyonlara sahiptir (123). Hiicreler, ikinci kulak brons, ylizey epitelinin ana
akisindan elde edilmislerdir (123). 16HBE14o0- hiicre dizini havayolu epitel modeli
olarak uygun bir aday olarak tanimlanmaktadir (86). Cilinkii, bu hiicre dizini siki
baglantilar1 olusturmasi, iyon taginmasini diizenlemesi ve apikal mikrovililere sahip

olmasi1 bakimindan in vivo da mevcut pek ¢cok anahtar 6zelligi tasimaktadir (123).

Kiiltiirde, hiicreler farklilasmig ve polarize olmus epitel morfolojisini
stirdiirmektedir. Bu hiicre kiiltiiriiniin yeni gelistirilmis olmasina bagli olarak, Caco-2 de
oldugu gibi bir dlgiide ilag gecis karakterizasyonu hakkinda bilgiye sahip olmak igin
daha fazla sayida calismanin yapilmasit gerekmektedir. 16HBE14o0- hiicre dizini,
inflamasyon (124-126), infeksiyon (127), sitokin ekspresyonu (128), ila¢ gecisi (129) ve
gen salim1 (130, 131) gibi gesitli fizyolojik ve patolojik islemde kendisini tercih edilir
kilan ¢ok 1yi korunmus bir fenotipe sahiptir. Bu birkag¢ 6rnek ilag salim ¢aligsmalar1 i¢in
16HBE140- hiicre modelinin kullanim1 i¢in yiiksek bir potansiyel tasidigini ileri
stirmektedir. 6 yil once dikkat ¢ekilmis olmasina ragmen, halen 16HBEI140- nun
biyofarmasotik amagla kullanimi igin sinirhi sayida ¢alisma mevcuttur (18, 86, 132,

133).

Standart kosullar altinda hiicre kiiltlirii modeli, ¢cok genis bir yelpazedeki yeni
ilag adaylarinin ilag transport karakteristiklerini incelemek i¢in pahali olmayan ve tekrar
edilebilir sonuglar veren bir aragtir. Bu 6zellikler yiiksek kalitede goriintiilemede biiyiik
onem tagimaktadir. Kimyadaki gelismeler ila¢ kesfini kokten degistirmis ve bdylece
biyofarmasotik ozelliklerinin aciga ¢ikartilmasi i¢in bekleyen yiiksek sayida potansiyel
ilac maddesi aday1 ortaya ¢ikmustir. Maliyet avantajlarina ragmen, her zaman dikkate
alimmasi1 gereken nokta hiicre kiiltiirii modellerinin mevcut in vivo 6zellikleri aynen
tasimasi gerektigidir. Ancak, ¢alismanin amacina ve kullanilan teknigin sinirlarina
cevap verdigi siirece in vitro hiicre kiiltlirii modelleri ¢ok biiyiik avantajlar sunan bir

calisma aracidir.
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Bu hiicre gruplarinin kiiltiir edilme yontemleri o6zeliklerine 6nemli oOlgilide
yansimaktadir. Hava-sivi araylizey (air-liquid interface culture) veya hiicre kiiltiiri
calisma besiyerine daldirilmis (submerged culture) halde kiiltiir edilmeleri, gosterdikleri
transepitel elektrik direnci (TER) ve yaygin isaretleyiciler olan mannitol ve floressein
permeabilitisine etki etmektedir. Calu-3 hiicreleri tarafindan mukus tiretimi; Calu-3 ve
16HBE140- hiicrelerinin ¢alisma besiyeri degisimine karsi olan direngleri sivi altinda

kiltiir kosullarinda azalabilmektedir (134).

Hiicre ozelliklerine etki eden diger faktorler arasinda hiicrelerin pasaj sayist,
kiiltiir edildikleri yiizey, hiicre ekim yogunlugu, hiicre kiiltiir ¢aligma besiyeri bilesimi
ve kiltirdeki destek maddeler ile zamandir. Kiiltiir yiizeyinin kaplanmasi primer kiiltiir
havayolu hiicrelerinin permeabilitesine etki edebilmektedir. Ote yandan, standart fetal
buzagi / sigir serumu ve esansiyel olmayan aminoasitler kullanildiginda Calu-3 ve
16HBE140- hiicreleri filtre kaplama olmaksizin dahi uygun permeabilite bariyeri
olusturabilmektedirler. Her iki tip hiicre grubu yaklasik 10> hiicre/mL yogunlugunda
ekilmektedir; daha diisiik ya da daha yiiksek yogunlukta ekilmeleri, kiiltiirde devaml
bir yap1 ve maksimum permeabilite bariyerine daha 6nce ya da daha sonra bir zamanda

olusturmalart seklinde etki etmektedir (14, 135).

5. In Vitro Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

5.1.Hiicre Kiiltiir Tipleri

Birincil Hiicre Kiiltiirleri

Primer kiiltiirler, normal hayvan dokusundan dogrudan elde edilir ve ayr1 bir
ortamda ek hiicre siispansiyonuna ayrigana kadar enzimatik sindirime tabi tutulurlar. Bu
tip kiiltiirler heterojendir ve fibroblastlar tarafindan etkinlestirilirler. Bu kiiltiirlerin
olusturulmas1 emek gerektirir ve kisith zaman icin sadece in vitro kosullarda
saklanabilir. Bu elde edilen hiicreler, in vivo ortamdaki hiicrelerden farkli

karakteristikler gdstermektedirler.
Siirekli Hiicre Kiiltiirleri

Stirekli kiltlirler, hedef kiiltiire seri olarak doniistiiriilen veya kisitli boliinme
sayisina izin verilen, tek hiicre tipinden olusmustur. Kisith émiirlii hiicre topluluklar
diploidtir ve kismen farklilasmayr da barindirabilirler. Gergekte bu tip hiicre

topluluklari, 30 veya daha fazla boliinme tekrari sonrasinda da, farkli ve uzun siire
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saklanma yoOntemlerini igeren bir sistem ile saklanmalidir. Siirekli hiicre topluluklari,
spontan gelisim ile cogalabilirler ve kontamine hiicre yaratma ihtimalleri vardir.

Degistirilmis hiicreler sinirsiz ulasabilirlige sahiptirler.

5.2.Hiicre Kiiltiir Kosullar1

Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda, kiiltiir kosullar1 hiicre ¢ogalmasi ve farklilagmasi
lizerinde anlamli etkiye sahiptir. Hava-siv1 araylizeyinde (air-liquid interface) ya da
hiicre kiiltiirii ¢caligma besiyerine daldirilmis (submerged) kiiltiir kosullar1 altindaki
hiicreler, kiiltiir vasati bilesimi, hiicre ekim yogunlugu, ekimin yapildigi Transwell
gecirgen hiicre kiiltiirti destek kabi kaplama materyali, kiiltiirde gegen siire, pasaj sayisi
ve epitel bariyerin her iki tarafindaki hiicre vasati hacmi gibi faktorlerden

etkilenmektedir (71).
Hava-sivi arayiizey kiiltiir kosulu

In vivo havayolu epitel hiicreleri direk olarak havaya maruz kaldiklarindan,
dogal ortamu taklit etmesi itibariyle hava-sivi arayilizey kosulda kiiltiir edilmis epitel
kiiltiirler 1yi farklilasmis bir fenotip olarak degerlendirilmektedir (136-139). Yamaya ve
ark. (136), kiiltiir edilen insan trakea epitel hiicrelerinin farklilagma siirecinin hiicrelerin

ylizeyini kaplayan apikal s1vi derinligiyle ters orantili oldugunu bildirmislerdir.
Hiicre kiiltiirii calisma besiyerine daldirilmis (submerged) kiiltiir kosulu

Bronsiyal epitel hiicre dizinlerinin hiicre kiiltiirii calisma besiyerine daldirilmis
kiiltiir kosulu altinda kiiltiirlenmesi in vivo epitel fizyolojik ortamiyla uyum saglamasa
da halen kullanilmaktadir. Ehrhardt ve ark. (71), hiicre kiltlirii calisma besiyerine
daldirilmis kosulda ve standart hacimler (500 pL apikal — 1500 pL bazolateral) ile 1
cm” 12-kuyucuklu transwell hiicre kiiltiirii sistemlerinde ya da modifiye metodla (250
uL apikal — 900 pL bazolateral) calisildiginda TER degerlerinde higbir istatiksel
farkliliga rastlanmadigini bildirmislerdir. Modifiye kosullarda, 7-8 giinde 500-800
Q.cm” TER degerine ulasilirken; standart kosullarda biiyiime gdsteren hiicrelerin 671
Q.cm® TER degerine ulastigi saptanmustir. Ancak, sikhikla Gnerilen, birebir in vivo
kosullar1 yansitmadigindan permeabilite calismalarinda hava-sivi ara yiizey kosullarinin
kiiltlir ortami olarak tercih edilmesidir. 16HBE140- hiicrelerinin kiiltiir calisma besiyeri

daldirilmis (submerged) kosul altinda kiiltiir edildigi calismada elde edilen umut vaat



20

edici sonuglara ragmen (71), hava-sivi arayiizey kiiltiir metodu en siklikla kullanilan

protokoldiir (40, 86, 121, 129, 135, 140, 141).

5.3.Hiicre Kiiltiirii Sistemleri ile Calisma Protokolii

Hiicre kiltlirii laboratuvar c¢aligmalarinda, dikkat edilecek ilk husus hiicre
kiltlirii galismalarinin giivenliginin ve calisanlarin saglik giivencelerinin saglanmasidir.
Bu baglamda, laboratuar tasarimi ¢ok Onemlidir. Yiizeyler, duvarlar, 151k durumu,
aydinlatma, havalandirma, direnaj, atiklar, laboratuar hijyeni gibi faktorler dikkat
gerektiren hususlardir. Laboratuar ortamina girecek her kisinin ara odada atilabilir
(disposable) bone, galos, 6zel mavi Onliik, eldivenlerden olusan kiyafetleri giymesi ve
laboratuar ara odasina ge¢meden eldivenleri atmasi zorunludur. Kullanilan bazi
mikroorganizmalar patojenik karakterde veya patojen potansiyelli olduklarindan,
organizmalarin uygun aseptik tekniklerle nakledilmesi ve bir bulagsmaya yol agmadan
kullanilmas1 ve her inkiibator-steril kabin transportunda uygun sterilizasyon sartlarina
uyulmasi zorunludur. Bankolar, steril kabinler ve tiim ¢alisma yiizeyleri her laboratuar
aktivitesinin oncesinde, sonrasinda ve gereginde de ¢aligma sirasinda izopropil veya etil
alkol (% 70 lik) ile dezenfekte edilmelidir. Istenmeyen ¢apraz bulasmaya
(kontaminasyonlara) sebep olmaktan kaginmak iizere, her seferinde tek bir hiicre
kiiltiirii ile islem gerceklestirilmelidir. Farkli hiicre kiiltiirleri ile takip eden ¢aligmalar
yapilacaksa, yine bu tarz dezenfeksiyon yapilip 15 dakika kadar beklendikten sonra,
diger hiicre kiiltiiriiyle calismaya gegilmesi tercih edilmelidir. Her bir hiicre kiiltiirii ile
ylriitiilecek caligmalar i¢in miimkiinse, farkli ozelliklerdeki (renk vb.) laboratuar
diizenekleri kullanilmalidir. Kullanim 6ncesi kiiltiirlerin canlilik durumlar1 kontrol
edilmelidir. Bir kiiltiir dokiilmesi halinde, kiiltiir sivisinin dokiildiigii yerin iizerine
izopropil veya etil alkolle (% 70 lik) silinmesi, kontamine kiiltiiriin dezenfektan tabletle
muamelesinden sonra laboratuar disinda yok edilmesi ve durumun uygulamay1 yoneten
sorumluya bildirilmesi, laboratuara her giris-¢ikista dezenfektanli sabunla ellerin
yikama isleminin gerceklestirilmesi, kullanilan laboratuar malzemelerinin 6zel
dezenfektanl toplama kaplarinda biriktirilmesi ve ayrilmig biyoatik tasiyicilara atilmasi
saglanmalidir. Calisilan ¢ozeltiler ve kiiltlirler diizenli bir bi¢imde — tanimlayici bilgi
(hiicre kiiltiirleri icin gerekli bilgiler: hiicre tipi, hiicre pasaj numarasi ve pasajlanma
tarihi, ¢alisan kisinin ad1) — ifade veya sembollerle, silinmeyen ve sabit isaretleyici (cam

yazar) Ozel kalemlerle isaretlenmelidir. Ekimi (inokiilasyonu) yapilan materyal
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bekletmeden ilgili inkubatoriin raflarina yerlestirimelidir. Calismalarda tek kullanimlik

(disposable), agz1 pamuklu pipetler tercih edilmelidir.

Hiicre kiiltiirii ¢calismalarinda 6nemli bir faktor olan ¢alisma ortamini, kaliteli
materyalin giivenli ve verimli bir sekilde iiretilmesini saglamak {izere tasarlamaktir.
Mikrobiyolojik giivenlik kabini, kullaniciyr aerosollerden koruyabilecek en onemli
aragtir. Bu kabinlerde iirtin ve kullanicinin korunumu HEPA filtreleri kullanilarak
gerceklestirilir. Saglanan koruma, kullanilan kabinin giivenlik derecesine baglhdir.
Hiicre kiiltiirii ¢aligmalar1 i¢in 2. siif kabinler uygundur. Santrifiijlerden agz1 kapali
modeller tercih edilir. Tiiplerin asir1 doldurulmamasina ve dengeli yerlestirilmelerine
O0zen gosterilmelidir. Hiicre kiltiirleri, gelisimlerinde siki kontrol edilen ortamlar
gerektirirler. Ozel inkiibatérler dogru kosullarin olusturulmasinda kullanilir (sicaklik,
nem ve CO, diizeyi vb. gibi faktorler acisindan). Genellikle hiicre kiiltiirii
calismalarinda, 37 °C’de ve % 5-10 seviyesinde CO; kullanilir. Baz1 inkubatorlerde O,
diizeyi de degistirilebilinir. Su ceketli inkiibatérlerde su banyosu i¢in kullanilan 6zel
koruma sivisi ile de bakteriyel gelisme Onlenebilir. Ayrica inkiibator i¢ yiizeyleri,
Barrycidal dezenfektan ¢ozelti ve % 70 lik alkolle silinerek dezenfekte edilmektedir,
dezefeksiyon iglemiyle birlikte su tepsilerindeki distile su degistirilmelidir. Her tip
hiicre kiiltiirti i¢in, tiip pipet tek kullanimlik steril birim ambalajli gerecler kullanilmasi

Onerilmektedir.

5.4.Hiicre Kiiltiir Ortaminin Genel Ozellikleri
Hiicre kiiltiirii besiyeri calisma ortaminda inorganik tuzlarin bircok gorevi

vardir, sodyum, kalsiyum ve potasyum iyonlari ile hiicrenin osmotik basincini saglarlar.

Cogu hiicreler 7,2 -7,4 pH aralifinda gelisebilirler. Fibroblastlar daha yiiksek pH
ya, stirekli donlisen hiicreler ise, daha asidik ortama ihtiya¢ duyarlar. Yeni kiiltiir
olusturulmasi sirasinda pH ¢ok dnemlidir ve iki ayr sistem ile dengelenir. Bunlar; dogal
tampon sistemi CO, gazi CO3/HCO; ile dengelenir, yine HEPES ad1 verilen 6zel bir
kimyasal tampon kullanilarak dengelenebilir. Dogal bikarbonat (HCO;) CO, tampon
sistemleri; CO; inkiibatorde % 5-10 luk CO, atmosfer ile birlikte kullanilir. Bikarbonat-
CO;, maliyetsizdir ve hiicreler i¢in toksik degildir. HEPES ise, c¢ok yiiksek tampon
kapasitesine sahip olmasina ragmen; 7,2 — 7,4 pH degerindedir ve yiiksek
konsantrasyonlar1 toksik etki yapabilir. Bu tampon sisteminde, ayrica gaz atmosfere

gerek yoktur.
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Karbohidratlardan aciga ¢ikan enerji genellikle sekerlerden meydana gelir. Ana
sekerler glukoz ve galaktozdur, ancak besi ortaminda maltoz ve fruktoz da bulunabilir..
Yiiksek seker konsantrasyonu daha genis araliktaki hiicre tiplerinin gelismesine olanak

verir (142, 143).

Serum, hiicre kiiltiiriinde ¢ok 6nemli bir vitamin kaynagidir. Cogu besi ortami
cesitli besin Ogeleriyle zenginlestirilir. B grubu vitaminleri, hiicre gelisiminde cok

onemlidir. Baz1 besi ortamlari, A ve E vitaminleri de gerektirebilirler.

Proteinler ve peptitlerden en yaygin olarak albiimin ve transferrin fibronektin

kullanilir.

Yag asitleri ve lipitler de besi ortamina ilave edilen besi 6gelerinden biridir.

Kolesterol ve steroidler 6zellesmis hiicreler i¢in gerekli olabilmektedir.

Eser elementlerden ¢inko, bakir, selenyum ve trikarboksilik asit gibi maddeler
besi ortamina ilave edilebilir. Her besi ortami temel bilesenlerinden olustuysa da

zamanla kontamine olabilirler.

Serum albumin, gelisme faktorii ve gelisme inhibitorlerinin birlesimidir ve hiicre
kiiltiir ortaminda ¢ok Onemlidir. Baslica serum tipleri; yeni dogmus buzagi serumu
(FBS: fetal bovine serum) ve at serumudur. Serumun kalitesi, tipi ve konsantrasyonu
hiicrelerin gelismesini etkiler. Serum, kiiltiirlerin tamponlanma kapasitesini arttirir,
yavag gelisen hiicreler i¢in ¢cok 6nemlidir. Hiicrelerin mekanik yollarla hasar gérmesini
de engeller. Serum ¢ok ¢esitli hiicre tipleri i¢in de gelisme faktorii olarak kullanilir ve
toksinlere baglanarak toksik etkilerini ndtralize edebilir. Serumun kullanimi ile ilgili
olarak kontaminasyon riski de bulunmaktadir. Bu bakimdan kalitesi onaylanmis,

sertifikali serumlarin kullanilmasi giivenceyi arttirmaktadir.

Hiicre kiiltiiri ¢alismalarinda, kiiltiir kosullar1 hiicre ¢ogalmasi ve farklilagmasi
tizerinde anlamli etkiye sahiptir. Hava-sivi arayiizeyinde ya da hiicre kiiltiir ¢calisma
besiyerine daldirilmis kiiltiir kosullar1 altindaki hiicreler, kiiltiir vasati bilesimi, hiicre
ekim yogunlugu, Transwell gecirgen hiicre kiiltiirli destek membran1 kaplama materyali,
kiiltiirde gecen siire, pasaj sayist ve epitel bariyerin her iki tarafindaki hiicre vasati

hacmi gibi faktorlerden etkilenmektedir (71).

Hava-sivi arayiizey kiiltir kosulunda, /n vivo akciger epitel hiicreleri direk

olarak havaya maruz kaldiklarindan, dogal ortami taklit etmesi itibariyle hava-sivi



23

arayiizey kosulda kiiltiir edilmis epitel kiiltiirler 1yi farklilasmis bir fenotip olarak
degerlendirilmektedir (136-141). Hava-sivi araylizey kiiltiir kosullar1 altinda, hiicre
kiiltiiri calisma besiyeri yaklasitk 15 pm derinlikte hiicrelerin apikal yiizeyini

ortmektedir .

5.5.Hiicre Kiiltiirlerinin Sogukta Koruma Teknigi ile Saklanmasi

Sogukta koruma ile hiicre stoklar1 olusturulmakta ve gerektigi zaman, elde tiim
hiicre tiirlerine ait Ornegin depolanabilmesi saglanmaktadir. Sogukta korumanin
(kriyoprezervasyon) baslica avantajlari mikrobiyal bulagsmanin (kontaminasyon)
riskinin azaltilmasi, diger hiicre topluluklar1 ile ¢apraz bulagsma riskinin azaltilmasi,
sabit gecis sayisindaki hiicreler ile ¢alisilmasidir. Kiiltiirler kriyoprotektanlarin
bulundugu ortamda, kontrollii dondurma uygulamasi ile -196 °C ye kadar genellikle cok
uzun stirelerde bekletilebilirler. Bu dondurucular sivi veya buhar fazindaki azot ile

calismaktadirlar.

5.6.In Vitro Hiicre Gelisimi

Taze olarak hayvan ya da insan dokusundan izole edilen hiicreler, ilk kez
pasajlanana diger bir deyisle subkiiltiir edilene kadar in vitro ortamda gegirdikleri siire
boyunca “primer kiiltlir” olarak isimlendirilmektedirler. Pasaj ya da subkiiltiir islemi,
hiicrelerin adezif kiiltiirden (plastik bir kiiltiir {izerinde hiicrelerden ibaret bir
ekstraseliiler matrikse adezif sekilde biiyiime gosteren kiiltlir) ya da siispansiyon
kiiltliriinden (kiiltiir vasat1 siispansiyonunda biiyiime gosteren hiicreler) ikinci bir kiiltiir
erlenine transfer edilmesidir. Hiicreler ¢alismalarda 75 cm?” ya da 162 cm? yiizey alanina
sahip hiicre kiiltlirii erlenlerinde kiiltiir edilmektedir (Sekil 3). Adezif hiicre
kiiltiirlerinde pasaj, hiicre kiiltiirlerinin tripsin ve/veya bir divalan iyon (Ca™") selat
yapici ajan olan etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) ¢ozeltisi ile muamele edilerek
hiicre-matriks ve hiicre-hiicre etkilesimlerinin ayrilmasiyla saglanmaktadir. EDTA
kalsiyuma baglanmakta ve dolayisiyla hiicre-hiicre, hiicre-matriks arasindaki kalsiyuma
bagimli adezif kuvvetlerin bozulmasina yol agmaktadir. Siispansiyon kiiltiirlerinde ise
pasaj, basit olarak hiicre siispansiyonunun bir kisminin taze hiicre vasatina transfer
edilmesinden ibarettir. Her iki durumda da, pasaj islemi, bir hiicre yogunlugunun
seyreltilerek besleyici madde kaynagi, biiylime ylizey alan1 veya hacmi gibi faktorlerle

sinirlandirilmaksizin uygun kosullar altinda yeniden biiytimesine imkan vermektedir.
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Sekil 3 : 162 cm” taban alanina sahip havalandirmaya elverisli (ventilated) hiicre kiiltiirii
erleni

Primer kiiltiir hazirlanmasinda ilk olarak dikkat edilmesi gereken husus yiiksek
saflikta bir hiicre grubunun elde edilmesidir. Bununla birlikte, primer kiiltiir hiicre se¢im
islemi hiicre biiyime hizi temel alinarak yapilmaktadir. Baz1 hiicreler kiiltiirde sayica
cogalmakta, bazi1 hiicreler ancak canliligini siirdiirebilmekte ve cogalmakta, digerleri ise
belirli kiiltiir kosullar1 altinda canli kalamamaktadir. Dolayisiyla, primer kiiltiiriin

devam ettigi hiicre tipleri degismektedir.

[k pasaj isleminden sonra, hiicreler “hiicre dizini (cell line)” haline gelmekte ve
yapilart ile biiyiime 6zelliklerine gore cesitli defalarda ¢ogalip ikincil kiiltiir (subkiiltiir)
edilebilmektedir. Normal bir dokudan hiicrelerin izole edilmesi genellikle kiiltiire sinirl
ve kisa bir yasam siiresi tanimaktadir. Bir¢ok normal hiicre, 20-100 niifus katlamas1 ya

da boliinmesi kadar bir dmre sahip olabilmektedir.

Niifus katlamasi ile pasaj arasindaki iliski bir takim aciklamalar1 gerekli
kilmaktadir. Her bir pasaj i¢inde hiicreler, ilk olarak yerlestirdikleri kiiltiir ortamindaki
yogunluklarina (hiicre ekilme yogunlugu), biiyiime hizlarina ve kiiltiir ortaminda
birakildiklar siireye bagli olarak belli bir sayida niifus katlamasi ge¢irmektedir. Ancak
pratikte kiiltiir ortamina ekilen hiicrelerin bir b6limii ¢ogalmaya devam edebilmektedir.
Kiiltiir ortam tabanmna yapisan ve biliylimeye devam eden hiicre yiizdesi ‘“kaplama
verimi (plating efficiency)” olarak tanimlanmakta ve hiicrelerin yasamaya devam etme
kapasitelerini gostermektedir. Bir hiicre ortaminin tiim yonleri (biiylime vasati/matriksi,
hiicre ekim yogunlugu) bir kiiltiiriin, doku sindirim etkinligi veya pasajlama sirasindaki

hiicre ayrilmasi gibi ilk uygulamalar1 da i¢ine alan kaplama etkinligine etki etmektedir.

Primer hiicrenin birka¢ kez pasajlanmasinin ardindan, hiicre dizinleri,

cogalmalarini bloke ederek (senescence) hiicre 6liimii meydana gelmekte ya da devaml
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bir hiicre dizini olusturmak tizere doniisiime ugramaktadir. Bir hiicre dizininin devamli
bir hiicre dizini (continuous cell line) haline gelmesi transformasyon (transformation)

olarak adlandirilmaktadir (144).

6. Solunum Epitelinin Fiziksel Bariyerini Karakterize Eden Parametreler
Solunum epitelinde yiiriitiilen tiim aragtirmalardan elde edilen sonug¢lardan emin
olmak icin epitelin sikilik (tightness) ve permeabiliteyi gosterdigi karakterize
edilmelidir. Epitel hiicrelerin bariyer 6zelliklerini ortaya ¢ikarmak icin kullanilan en
yaygin U¢ teknik: (a) siki baglantilarin direk goriintiillenmesini saglayan ince dilim
elektron mikroskobu, (b) paraseliiler iyon akisi icin de bir gdsterge olan transepitel
elektrik direnci dl¢timleri (TER), (¢) ¢oziinen biiytikliigii, sekli ve ylikiine bagl olarak
sitk1 baglantilardan ¢oziinen gecisini fonksiyonel olarak kisitlamasini gosteren bir
parametre olarak da kullanilan, hiicrelerarasi yol ile hiicre tabakasinin bir tarafindan
diger tarafina gecen bilesik permeabilitesi (6rnegin hidrofilik elektrolit olmayan

¢Oziinenlerin akis dlgiimleri) (10, 86).

Hiicre-hiicre etkilesimlerini arastiran gilincel calismalar siki baglanti plaginin
muhtemel molekiiler mimarisini incelemeye ve siki baglant1 proteini zonula-occludens
protein-1 (ZO-1) in fonksiyonel roliiniin, sik1 baglanti bilesiklerini organize etmek ve bu

bilesikleri hiicre iskeletine baglamak oldugunu ispatlamaya yoneliktir (145, 146).

Genel olarak, mikroskopla ve belirli isaretleyicilerin davraniglarinin belirlenmesi
suretiyle uygulanan histolojik ve morfolojik caligmalarin ardindan, pasif fiziksel
bariyerin fonksiyonelligi temel olarak TER ve gecirgenlik (permeabilite) adi altinda iki

parametre ile belirlenmektedir.
Transepitel elektrik direnci (TER)

Bariyer oOzellikleri ve hiicre-hiicre temast in vitro modeller i¢in merkezi
incelenmesi hedeflenen bir 6zellik oldugundan; baglantili parametrelerin belirlenmesi
biiylik 6neme sahiptir. Bu anlamda, bahsedilen parametrelerden ilki genis ¢apta kabul
gérmiis bir in vitro kiiltiir teknigi olan TER ol¢timiidiir (65, 86, 147). Sekil 4 hiicre
ylizeyine zarar vermeden bir ¢ubuk c¢ifti elektrodla transepitelyal direncin nasil
dl¢iildiigiinii gdstermektedir. Olgiilen degerler genellikle karsilik gelen yiizey alana gore

hesaplandigindan, neticedeki TER birimi [Q.cm?] dir (147).
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Apikal boliim

™

Hiicre =

tabakasi

Bazolateral bolim Filtre

Sekil 4 : Transwell gecirgen hiicre kiiltiirii destek kabina ekilmis hiicre tabakasinin
transepitel elektrik direncinin (TER) 6lciimii

Goriinen gecis katsayisi (Permeabilite katsayisy)(Papp: Apparent permeability
coefficient)

flag absorpsiyonunun calisildigi hiicre kiiltiirii modellerinin ¢ogu Transwell
gecirgen hiicre kiiltlirli destek membrani ylizeyini tam olarak kaplayacak sekilde
bliyiiyen epitel hiicrelerden olusmaktadir. Prensipte, polarize hiicreler ¢ok yiizeyli bir
Transwell gegirgen hiicre kiiltlirii destek kabinda bazolateral kompartman ve apikal
kompartmani farkli boliimler olarak tasimaktadir (Sekil 5-6). Bu o6zellik, hem donor
kompartmana (apikal ya da bazolateral boliim) test maddesinin uygulanmasi hem de
zamana bagli olarak akseptdr odaciga ulasan ilag miktarinin goriintiilenmesi ve
belirlenmesini miimkiin kilmaktadir (86). Belirlenen ila¢ miktar1 karsilik gelen
permeabilite katsayisini hesaplamak i¢in kullanilmaktadir ve bu parametre epitel
bariyeri karakterize etmeyi saglamakta ve in vivo potansiyel biyoyararlanim igin ilk
ipucunu tegkil etmektedir. Hidrofilik maddelerin permeabilitesi temelde paraseliiler
gecis yoluyladir ve epitel tabakanin sikiligina baghdir. Hiicre tabakasinin sikiligi ayni

zamanda TER 6l¢iimiiyle de dogrulanmaktadir.
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Sekil 5 : Transwell gecirgen hiicre kiiltiirii destek membrani kuyucugunun apikal ve
bazolateral boliimlerinin ayrilmis halinin gosterimi

Hiicre Kiiltiri Membran Destek Sistemi

(Transwell® )

Ust Béliim (Apikal Boliim)

ANNEENENEEREEERER MikroporluMembran

Alt Boliim (Bazolateral Boliim)

Sekil 6 : Transwell sistemin sematik goriiniisii (Porlu alt boliimii, in vitro gecis ve
metabolik aktivite calismalarinda hiicre tabakasinin her iki tarafina da bagimsiz
erisilebilirligi saglar)

7. Solunum Yolu Hiicre Kiiltiirlerinin Uygulama Alanlar

7.1.11a¢ Permeabilite Calismalar

16HBE140- (93) ve Calu-3 (113) hiicreleri grubunda da permeabilitenin
lipofiliklige bagl oldugu bulunmustur; durum baska epitel dokuya sahip hiicre kiiltiirii
modellerinde pasif yolla absorbe olan bilesikler i¢in de aymidir (74). Ayrica, Calu-3
hiicrelerinde partikiil biiyiikliigiiniin de permeabilite {izerinde etkin bir faktdr oldugu
bildirilmistir (113). Coziinen permeabilitesi her iki insan akciger hiicre grubunda da
normal tavsan trakea epitel hiicre kiiltiirlindeki permeabilite ile mukayese edilmis ve
benzer oldugu bulunmustur (93, 113). Insan alveol epitel hiicrelerinde de
permeabilitenin partikiil biiyilikliigiine bagli oldugu bildirilmistir (89). Ancak, insan

alveol epitel hiicreleri lizerinde yapilan permeabilite ¢aligmalart sinirhdir.
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7.2.11a¢ Absorpsiyon Calismalar

Polarize hiicre tek tabakalarindan maddelerin pasif yolla geg¢isi molekiil
biiyiikliigii ve lipofiliklige baghdir. Dolayisiyla, farkli organ ve tiirlerdeki benzer
permeabilite ¢aligma sonuglart alternatif absorpsiyon bolgelerinden ilag absorpsiyonunu
yansitmaktadir. Ornegin, kopek bdbrek epitel hiicreleri (MDCK: canine kidney
epithelial cells), insan oral absorpsiyonu (85) ve insan gastrointestinal hiicreleri ise
sican akcigerinden absorpsiyonu (83) mukayese etmek tizere kullanilmistir. Hiicre
kiiltiirii teknikleri ilag geg¢is mekanizmalarini ¢alisma i¢in uygundur; ancak aksi
durumda bariyer etkisi olmaksizin gerceklesen difiizif islemler direk aktif transportu
maskeleyeceginden aktif transepitel transport islemlerinde siki bir tabaka olusturmus
polarize biiyiiyen durumdaki hiicrelerin kullanilmasina 6nem verilmelidir. Tespit edilen
akcigerdeki transport mekanizmalar1 P-gp (118), organik iyon tasiyiclari (148) ile peptid
tastyicilardir (149).

7.3.1la¢ Metabolizma ve Toksikoloji Calismalar

[lag metabolizmas1 ve toksikolojisini incelemek amaciyla solunum epitel
hiicrelerinin kullanildig1 ¢alismalar, kiiltiirde fonksiyonel siki baglanti noktalarinin
olugsmasina ve epitel benzeri permeabilite bariyerinin olugsmasmna bagh degildir.
Fonksiyonel siki baglanti noktalari olusturmayan BEAS-2B (havayolu) ve A549

(alveolar) gibi insan solunum hiicre gruplari da toksikoloji caligsmalari i¢in uygundur.

Sitotoksite c¢alismalarinda pulmoner hiicre kiiltiirleri  yaygin  sekilde
kullanilmaktadir. Son yillarda, MTT testi (150) en siklikla tercih edilen hiicre
yasayabilirligini 6l¢en kolorimetrik bir yontemdir. 5-trifosfat iceren biyoparcalanabilir
Nanogel tasiyict sistem formiilasyonlarinin sitotoksisitesi MTT testi ile insan gogiis
karsinoma hiicreleri (MCF-7) iizerinde arastirilmis ve Nanogel toksisitesinin tagiyicinin

toplam pozitif yiikiine bagli oldugu bildirilmistir (151).

7.4.11a¢ Hedefleme Calismalari

Son yillarda, hiicre kiiltiiri optimum c¢alisma sartlarin1 belirlemeye yonelik
yapilan giincel ¢aligmalarda hiicrelerin siv1 kapl yiizey (LCC: liquid-covered culture)
ya da hava-sivi arayiizey (AIC: air-liquid interface culture) kiiltiir ortaminda
gosterdikleri ozellikler incelenmistir. Lee ve ark. (152), insan nazal epitel hiicreleri

kullanilarak ilag¢ gecis ¢alisma sartlarin1 optimize etmek ve bu baglamda in vitro nazal
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ilag salim caligmalar1 i¢in uygun bir model olusturmak tizere sivi kapli ylizeyde
kiiltiirlenen hiicrelere kiyasla hava-sivi  arayiizeyinde kiiltiirlenen hiicreleri
incelemislerdir (152). Iki farkli yiizeyde kiiltiirlenen insan nazal epitel hiicrelerden
hava-sivi araylizeyinde olanlarin daha yiiksek transepitel elektrik direnci (>1000 ohm

.cm?) gosterdikleri bildirilmistir (152).

8.Hiicre Ici Allm Calismalarinin Degerlendirilmesi

8.1.Floresans Spektrometresi

Fotonlarin molekiillerle etkileserek degerlik elektronlarinin daha yiiksek enerjili
yoriingelere ge¢mesiyle uyarilmis duruma doniisen molekiiller bu durumda uzun siire
kalmazlar, carpisma enerjilerini ¢oziiciiye ya da ¢ozeltideki diger molekiillere aktararak,
daha kararli olan alt duruma donerek orada dinlenmeyi tercih ederler. Bazi molekiiller
bu geri doniis sirasinda enerji fazlasini 151k halinde yayarlar. Bu siirece floresans adi
verilir (153). Uyarilmig molekiiliin daha diisiik enerji diizeylerine doniisiinde
carpismayla olan transfer veya 1sik yayilimu siiregleri rol oynar. Bunlar birbirleriyle
yarismali etkiye sahip olduklari i¢in, floresans siddeti bu siireclerin her birinin goreceli

Onemine baghdir.

Floresans olgiimiinde kullanilan temel alet floresans plaka okuyucudur. Bu alet
151k kaynagi, iki monokromatdr, 6rnek tutucu ve detektdrden (fotosel, 1s1k hiicresi)
olusur. Diizenek absorpsiyon Ol¢limlerinde kullanilana ¢ok benzemekle birlikte iki
onemli farklilig1 vardir: (i) biri uyaric1 dalga boyunu digeri yayilan 1s1¢1n analizindeki
dalga boyunu secen iki monokromatdr bulunur; (i1) detektor uyarici 1sinlara genelde 90°
aciyla yerlestirilmis durumdadir. Bu sekilde Ornekten gecen 1s181in  karigmasi
engellenmis olur. Ornekteki molekiillerin uyarilmasiyla olusan floresans her yonde
yayilir ve uyarici 151k yoluna dik acili olarak yerlestirilmis bir 151k hiicresi (fotosel)

tarafindan saptanir.

8.2.Radyoaktivitenin Hiicre Kiiltiiriinde Kullanim

Radyoizotoplarla  isaretlenmis makromolekiil oOnciillerinin  kullanilmas1
kompleks bir karisim icindeki 6zel ve ¢ok az miktarda bulunan bir molekiiliin, hiicre
icinde bir ¢ok biyokimyasal olayin basit ve duyarli sekilde izlenmesine olanak vermekte
ve molekiillerin davranislarinin  saptanmasinda prob olarak kullanilmaktadirlar.

Radyoaktif madde kullannminin diger analitik tekniklere gore baglica iki ustiinligi
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vardir: (i) duyarl: aletlerin kullanimiyla cok az miktarlarda (102 diizeyinde) radyoaktif
materyal saptanabilir; (i1) kimyasal olarak ayirt edilemeyen maddeler arasindaki

farkliliklar fiziksel olarak belirlenebilir.

Radyoaktiflerin Ol¢timiinde baslica kullanilan teknikler 1s1ma (scintillation)

sayimi ve Geiger-Miiller sayimmidir.
Swi Isima Sayaci

Bu alette Olglimii yapilacak ornekler {ic elemandan olusur: (i) radyoaktif
materyal, (ii) materyalin ¢oziinmiis ya da siispansiyon halinde bulundugu bir ¢oziicii
(iii) organik floresan molekill. Coziici ve fluoresan yapilar sivi 1g1ma sistemini
olustururlar. Radyoaktif ornekten ¢ikan [ partikiilleri bu sistemle kii¢iik 1simalar
meydana getirerek etkilesime girer. Isimalar bir 151k artirict tlip tarafindan saptanir. Bu

tiipten giiclendirilmis olarak ¢ikan eletronik atislar bir sayag tarafindan kaydedilir.

8.3.Konfokal Lazer Taramah Mikroskop (CLSM)

Konfokal lazer taramali mikroskop (CLSM) arastirmacilara floresan veya
yansitict problar ile isaretlenmis kemik, beyin ve diger benzeri dokularin oldukg¢a kalin
kesitleri, gelismekte olan embriyolar gibi kiiclik organizmalar ve biitiin haldeki hiicre
ornekleri ile ¢alisma imkani saglar. Bu teknoloji arastirmacilara ulasilabilecek en
yiiksek 151k mikroskobu ¢oziiniirliigli ile hiicre alt1 yapilar, fonksiyonlar1 ve
hiicre/organizma yapisinin temiz bir sekilde goriintiilenmesini saglar. Bu islem tek veya
coklu isaretlenmis Orneklere uygulanir. Konfokal mikroskobun avantaji tek bir plandan
gelen 15181 toplayabilmesidir. Objektifteki optiklerin optimal kullanimi i¢in bir lazer
1s1n1 gonderilir. x-y yansitma mekanizmasi ile bu 1s1n tarama 1ginina gevrilir ve objektif
lensi yardimiyla floresan isaretlenmis drnek {izerindeki tek bir kiiclik noktaya odaklanir.
Yansitilan lazer 1511 ve 6rnek tarafindan yayilan floresan 151k karigimi ayni objektif ile
tutularak dikroik ayna ile bir fotodedektor iizerine odaklanir. Floresan isaretlenmis
ornek tarafindan yayilan 151k fotomultiplier tiipe gonderilirken yansitilan 151k dikroik
ayna ile ayristirilir. Fotodedektor 6niinde bulunan konfokal agiklik 6rnek tizerindeki tek
bir noktadan yayilan floresan 1s18in toplanmasini saglar. Bu sekilde odaklanan noktanin
etrafindan yayilan 1518in toplanmasi azaltilir. Bu 6zellikle kalin kesitlerle calisirken
onemlidir. Konfokal acikligin ortasina odaklanan nokta konfokal spot olarak tanimlanir.

Sonug olarak taranan 6rnek yiiksek ¢oziiniirlilkte goriintiilenir. Optik kesit alma xy
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diizleminde veya xz, yz dikey diizlemlerinde gergeklestirilebilir. x ve y diizlemlerinin
yanisira z ekseninde tarama fokal planin yandan goriintiilenmesi etkisini yaratir. Ayrica
gercek 3 boyutlu veri setleri toplanabilir. Fokal diizlemlerden elde edilen optik kesit

katmanlar tekrar iist tiste yapilandirilarak 3 boyutlu goriintii tiretilir.

Konfokal mikroskoplar lazer eksitasyona ve iki veya daha fazla sayida yayilmis
rengi teshis edebilme yetenegine sahiptir. En yaygin kullanilan eksitasyon kaynaklari
argon, helyum ve neon iyon lazeridir. Bu lazer tiplerine ait eksitasyon dalga boylari
Tablo 1 de ve hiicre kiiltlirii calismalarinda kullanilan c¢esitli floresans gdsteren

isaretleyici maddeler Tablo 2 de verilmistir.

Mikroskop, kullamldiktan sonra mutlaka temiz birakilmalidir. Ozellikle
immersiyon objektifi kullanildiginda, 6zel yagi (immersiyon yagi) mercegin iizerinden

bir parca lens kagid ile temizlenmelidir.

Tablo 1 : Farkl lazer tiplerine ait eksitasyon dalga boylari

Lazer Tipi Eksitasyon Dalga Boylar1 (mm)
Argon 488 514
Helyum/Neon 543

Kripton/Argon 488 568 647
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Tablo 2 : Hiicre Kiiltiirii cahsmalarinda kullanilan cesitli floresans gosteren isaretleyici
maddeler

Ilgili Konu Floresan isaretleyici
+2 + 1+ +2 -
Ca”, Na ’Zlfl;zMg » CLL Quin-2, Indo-2, Fluo-2
Tiyol gruplari Biman
Rodamin 123,
Membran Tetrametilrodamin
Lipid peroksidasyonu Dihidrorodamin
Hiicre yasayabilirligi Propidyum iyodiir
Organellerin lokalizasyonu Asidik organeller Notral kirmizi
Endoplazmik retikulum Karbosiyanin
Golgi cisimcigi Seramid
Mitokondriya Rodamin
Nukleus Akridin
Membran Floresan fosfolipidler

8.4.Fluoresan Isaretli Polimerik Partikiiller
Polimerik partikiillerin, 6zellikle hiicre i¢i kompartmanlarda degradasyonu ve
hiicre i¢i alimi1 gibi hiicrelerle olan etkilesimini incelemek in vitro ve in vivo

davraniglarini degerlendirmek agisindan ¢ok 6nemlidir.

Biyomedikal uygulamalarda in vivo teshis icin hiicrelerin floresans isaretli
partikiillerle etiketlenmesi miimkiindiir. Lorenz ve ark. (154), miniemiilsiyon islemiyle
sentetize edilmis mikrondan kiiciik partikiillere floresans boyasinin (N-(2,6
diizopropilfenil)-perilen-3,4-dikarbonasitimide(PMI) yiiklenmesi ile hiicre ig¢ine alim
caligmalarim1 yiriitmiislerdir. Konfokal taramali lazer mikroskop ve transmisyon
elektron mikroskop ile yapilan incelemelerde, floresans isaretli polimerik partikiillerin
mezenkimal kok hiicreleri ve HeLa hiicrelerinde endozomal hiicresel kompartmanlarin
icine yerlesirken; Jurkat ve KGla hiicrelerinde hiicre yiizeyi girintilerinde kaldiklarini

tespit edilmistir.

9.Nanopartikiiller

Ilaglarin  farmakolojik etkilerinin optimizasyonu ve toksik etkilerinin
azaltilmasina yonelik girisimlerden biri optimum salim profili ile etki bolgesine spesifik
/ hedeflenmis ila¢ salimi saglayan koloidal ila¢ tasiyicilarimin kullanilmasidir. Bu

amaclara hizmet eden tasiyicilar arasinda lipozomlar ve nanopartikiiller bulunmaktadir.
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Lipozomal formiilasyonlarin zayif stabiliteleri ve diisiik yiikleme etkinlikleri
nedenleriyle polimerik nanopartikiiller 6ne ¢ikan alternatif ilag tasiyici sistemlerdir.
Nanopartikiiller, biiyiikliikleri 10-1000 nm arasinda degisen, ¢6ziinmiis, hapsedilmis
veya adsorbe olan etkin maddeyi kontrollii olarak salan kati koloidal partikiillerdir.
Sentetik veya dogal kaynakli bir makromolekiilden meydana gelirler. Nanopartikiiller
hazirlanma yontemlerine goére nanokiire ve nanokapsiil olarak isimlendirilmektedir.
Nanokapsiilde etkin madde bir polimerik membran ile ¢evrili iken nanokiirede etkin

madde matriks sistem i¢inde homojen olarak dagitilmistir.

Nanopartikiiller giiniimiizde 6zellikle pulmoner yolla ilag uygulamasinda tercih
edilen bir farmasotik dozaj sekli haline gelmistir. Hidrofobik yapisi, diisiik partikiil
biiytlikliik dagilimina sahip olmasi gibi etkenler nedeniyle hem sistemik hem lokal etki
amaciyla biiyiik avantajlara sahiptir. Nanopartikiiller 6zellikle lokal tedavide alveollere

kadar inmeyi saglar.

Yiizey yukii hiicre i¢i alim1 etkilemektedir. Son yillarda yapilan ylizey yiikiiniin
hiicre i¢i alima etkisinin incelendigi ¢aligmalarda, partikiiliin hazirlandig1 polimerik
yapida amino gruplarma sahip kopolimerize monomer yapinin miktar1 ayarlanarak

yiizey yukii degistirilmektedir (154).

Nanopartikiiller, mikron alt1 partikiil biiytiklikleri ile kapiler damarlar
araciligiyla derin dokulara gecebilmekte, epitel dokuya kolayca penetre olup hiicre i¢ine
aliabilmektedir (155). Bu ozellikleri sayesinde terapdtik etkin maddeler nanopartikiil
formu halinde viicutta istenilen hedef bdlgeye gonderilebilmektedir. Ayrica
nanopartikiil hazirlanmasinda kullanilan polimer karakteristiklerinin degistirilmesiyle
istenilen hedef dokuda, gerekli kalis siiresi boyunca optimum terapétik etkinlik
saglanabilmektedir. Nanopartikiillerin viicutta ulasilmasi zor bolgelere kateter bazli bir

yontemle lokal olarak salim1 da miimkiindiir (156).

Nanopartikiillerin =~ mikropartikiillere =~ de  istiinliikleri ~ bulunmaktadir.
Mikropartikiillere kiyasla nanopartikiillerin hiicre i¢cine alimi yiiksektir (157). Desai ve
ark. (158), 1 um partikiillerle karsilagtirildiginda 100 nm boyutundaki partikiillerin,
Caco-2 hiicrelerinden 2,5 kat fazla hiicre i¢ine alindiklarmi ve 10 um partikiillere

kiyasla 10 kat fazla Caco-2 hiicreleri i¢ine alindiklarini bildirmislerdir.
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9.1.Nanopartikiill Hazirlama Yontemleri

Yapi, kompozisyon ve fizikokimyasal 6zelliklerinin degistirilmesine izin veren
cesitli nanopartikiil hazirlama yontemleri mevcuttur. Hazirlama yonteminin sec¢imi
kullanilan polimerin yapisina ve etkin maddenin ¢oziiniirliik 6zelligine gore belirlenir
(159). Kullanilan polimer baz alindiginda, biyouyumluluk, parg¢alanma davranisi,
uygulama yolu, ilacin istenilen salim profili, biyomedikal uygulama tipi polimer
secimini etkilemektedir. Nanopartikiil hazirlama yontemleri tarihsel olarak bakildiginda,
ilk yillarda monomerlerin ¢esitli ortamlarda in situ polimerizasyonuna dayanmaktadir.
Ilerleyen yillarda, tam olarak karakterize edilmis dnceden sentezlenmis polimer veya

dogal makromolekiillerin dispersiyonlarina dayali yontemler gelistirilmistir.

9.1.1.Polimerizasyon Yontemi

In Situ Polimerizasyon Yontemi

In situ polimerizasyon ile nanopartikiil hazirlamak igin iki yaklasim mevcuttur.
Ilk yaklasimda c¢oziicii olmayan fazda polimerize olacak monomer emiilsifiye
edilmektedir (emiilsifikasyon polimerizasyonu), ikinci yaklasimda ise monomer, elde
edilecek polimerin  ¢Ozlinmedigi c¢oziicide c¢oziindiirilmektedir  (dispersiyon
polimerizasyonu) (159). Emiilsiyondaki devamli fazin yapisina bagli olarak
konvansiyonel  emiilsifikasyon  polimerizasyonu ile ters  emiilsifikasyon
polimerizasyonlar1 farklidir. Ilkinde, devamli faz sulu (yag/su emiilsiyonu) iken, ters
emiilsifikasyon polimerizasyonunda devamli faz organiktir (su/yag emiilsiyonu). Her iki
durumda da monomer yiizey etken madde molekiilleriyle ¢6ziinmedigi fazda emiilsifiye
olmakta ve monomerlerin sismesiyle misel yapilar olusmaktadir (160). Polimerizasyon
reaksiyonu bir fiziksel ya da kimyasal tetikleyici bir baslangi¢ maddesi varliginda
gerceklesir. Bu maddenin yarattig1 enerji devamli fazdaki serbest reaktif monomerlerin
olusmasini ve daha sonra bu monomerlerin reaktif olmamis ¢evredeki monomerlerle
birlegsmesini ve polimerizasyon zincir reaksiyonunu baslatmasini saglar. Reaksiyon
genellikle monomerin tam olarak tiiketilmesiyle son bulur. Nanopartikiillere yiiklenecek
ilag polimerizasyon esnasinda ortama ilave edilebilir ya da olusmus nanopartikiil
vasatina eklenip matriks igine girmesi veya daha basit bir mekanizmayla ylizeye
adsorbe olur. Varsayilan emiilsifikasyon polimerizasyonu mekanizmalarindan ilki sisen
monomer miselleri olusumunu kabul eden miseller polimerizasyon mekanizmasidir

(160). Bu yaklasimda, devaml fazda serbest reaktif monomerler olusarak misel i¢indeki



35

reaksiyonu baglatmaktadirlar. Bu durumda monomer damlaciklari monomer
rezervuarlari olarak rol oynamaktadir. Tkinci mekanizma ise homojen cekirdeklesme ve
polimerizasyon islemi olarak adlandirilmaktadir. Monomerin devamh dis fazda yeterli
coziinlirliige sahip olmasi durumunda, oligomer olarak isimlendirilen primer polimer
zincirlerinin olugsmasini saglayan ¢ekirdeklesme ve polimerizasyon asamalar1 devamli
dis fazda gerceklesmektedir. Bu durumda, miseller ve damlaciklar misel rezervuarlar
olarak polimer zincirinin olusmasinda gorev almaktadir. Oligomerler belli bir uzunluga
ulagtiginda ¢okmekte miseller tarafindan saglanan yiizey etken madde molekiilleri
tarafindan stabilize olan primer partikiilleri olusturmaktadirlar. Sistemin stabilitesine
bagli olarak final {iriinii nanopartikiiller primer partikiillere ilave monomer eklenmesiyle

meydana gelmektedir (159).
Organik Devamh Fazda Emiilsifikasyon Polimerizasyonu

Devamli  faz1  organik  fazin  olusturdugu  ters  emiilsifikasyon
polimerizasyonunda, suda yiiksek c¢Oziiniirliige sahip monomerler diisiik partisyon
katsayilar1 nedeniyle misellerden organik faza difiize olamazlar (159). Sonug olarak,
partikiil olusumu sabit biiyiikliikteki kiiciik misellerin fiizyonu ile ger¢ceklesmektedir.
Bu nedenle, islem ters “mikroemiilsifikasyon”  polimerizasyonu olarak
isimlendirilmektedir. Elde edilen nanopartikiiller konvansiyonel emiilsifikasyon
polimerizasyonu ile hazirlanan partikiillere gore daha az sayida polimerik zincir

icermekte ve daha dar aralikta dagilim biiyiikliigii géstermektedir (159).
Sulu Devaml Fazda Emiilsifikasyon Polimerizasyonu

Bu yontemin en avantajli yonii ¢cok az miktarda yiizey etken madde kullanilmasi
ya da yiizey etken maddenin formiilasyona hi¢ girmemesidir. Yontemde, emiilsifiyan
maddeden ziyade ylizey etken madde polimerize partikiillerin stabilizatorii olarak

fonksiyon gormektedir (159).

9.1.2.Dondurma-Co6zme Y ontemi

Dondurma-¢6zme iglemini etkileyen anahtar faktorler ilave edilen yiizey etkin
madde miktari, karistirma hizi, dondurma dongiilerinin sayisi, dondurma ve ¢dzme
sicaklik dereceleri ve formiilasyona eklenen diger yardimci maddelerdir (33). Yag
icinde su emiilsiyonu teknolojisini takip eden siklik dondurma-¢ézme islemiyle

hazirlanmis, model protein olarak sigir serum albumini yiiklenmis poli(vinil alkol)
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hidrojel nanopartikiil formiilasyonlarinin dondurma-¢6zme siklus sayisina bagli bir

salim Ozelligi gosterdikleri tespit edilmistir (30).

9.1.3.Kati-Lipid Nanopartikiil Hazirlanmasi

Kat1 lipit nanopartikiiller, yag/su emiilsiyonundaki sivi yagm kati1 lipitle
degistirilmesiyle olusan kat1 nanopartikiillerdir (161). Yag/su tipi mikroemiilsiyonlarin
dondurarak kurutulmast veya kati lipit ve lipit karigimlarinin yiliksek basingla
homojenizasyonu sonucu olusan, kolloit boyutta, yiizeyinde tek tabaka halinde fosfolipit
molekiilii bulunan bir kati hidrofobik c¢ekirdekten ibaret, lipozom ve nanopartikiil
arasinda bir yap1 olan, ilag tasiyicist olarak kullanilan kati partikiillerdir. Yiiksek
basingla homojenizasyon (sicak ve soguk homojenizasyon) (162) mikroemiilsiyon ve
coziicii ¢oktiirme (163)  yontemleriyle hazirlanirlar (164). Katt lipit partikiil
uygulamalari, kozmetik alanda genis yer bulmaktadir (165).

9.1.4.Emiilsifikasyon Yontemi

Emiilsiyon olusturma / Céziicii Buharlastirma Yontemi

Peptit, protein ve diger makromolekiillerin hapsedilmesine olanak saglayan ¢ift
emiilsiyon olusturma yonteminde etkin maddenin sulu ¢ozeltisi polimer ¢ozeltisinde
dagitilir ve bu karisima yag/su emiilgatoriiniin sulu ¢ozeltisi eklenir; takiben su/yag/su
emiilsiyonu ilag ¢dzeltisini iceren polimer ¢ozeltisi damlaciklart olusur ve ¢oziiciiniin
buharlasmasindan sonra etkin maddenin sulu ¢oOzeltisini igeren nanopartikiil
stispansiyonu elde edilir. Organik ¢6ziicii olarak metilen kloriir ve ylizey etken madde
olarak polivinilalkol kullanilarak c¢ift emiilsiyon metoduyla (su/yag/su) hazirlanan
ortalama 200 nm biiyiikliglindeki nanopartikiillerin dis sulu fazdaki yiizey etken madde
konsantrasyonu arttirildikca partikiil biiyiikliigiiniin ve polidispersitenin azaldig1
bulunmustur (166). Cift emiilsiyon olusturma / c¢oziicii buharlastirma yonemiyle
hazirlanan polilaktik-ko-glikolik asit (PLGA) nanopartikiillerinin yiizeyinin monoklonal
antikor ile kaplanmasi ile insan gogiis epitel hiicrelerine (MCF-7, MCF-10A neoT)
basariyla hedeflendirildigi bildirilmistir (167). Cegnar ve ark. (168), su/yag/su
emiilsiyon olusturma-¢6ziicli difiizyon yontemiyle, 300-350 nm biiyiikliigiinde, kanser
tedavisinde kullanilan potansiyel bir protein olan sistatin yiiklii poli laktik-ko-glikolik
asit nanopartikiilleri hazirlamiglar ve nanopartikiillerin % 85 antikanser etkinligi

gosterdiklerini  bildirmiglerdir. Cift emiilsiyon olusturma yontemiyle ilgili temel
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problemler, diisiik ila¢ yiikleme kapasitesi ve etkinligi ile partikiil biiytkligi
dagiliminin diizensiz olusudur (169). Bu yontemdeki en biiyiik giicliiklerden biri diistik
molekiil agirligindaki hidrofilik ilaglarin polimere olan diisiikk afinitesi nedeniyle

yiikleme etkinligini sinirli tutmalaridir (170).
Emiilsiyon olusturma / Coziicii Difiizyon Yontemi

Partikiiler sistem hazirlama sekillerinden biri olan emiilsiyon-¢6ziicli difiizyon
yonteminin esas1 suda ¢oziinmeyen etken madde ile polimerin ortak ¢oziindiikleri bir
organik ¢oOziiciide sicakta c¢oziindiiriilmesi ve ylizey etken madde igeren ortama
karigtirilarak ilave edilmesidir (171). Bu yontemde i¢ faz olarak bilinen etkin madde ve
polimeri igeren organik ¢oziicii, sabit karistirma ile su ve emiilgator maddeden meydana
gelen dis faza disperse edilerek su iginde yag (Y/S) emiilsiyonu olusturulur. I¢ fazin ilk
damlatildig1 dakikalarda sistemin emiilsiyon benzeri opak bir goriiniimii oldugu i¢in
yontem emiilsiyona benzer ¢oziicii difiizyon olarak da isimlendirilmektedir. i¢ fazi
olusturan emdiilsiyon damlaciklarindan ¢oziiciiniin dis faza difiize olmasi ile ilk anda
saydam goriinlimde olan damlaciklar sertleserek etkin maddeyi tasiyan nanopartikiillere
doniismektedir. Son yillarda, emiilsiyon ¢oziicii difiizyon yontemiyle PLGA / PLA
nanopartikiilleri (172), flurbiprofen yiiklii akrilat polimer nanopartikiilleri (173), lipit

bazli nanopartikiiller (174) hazirlanmistir.

9.1.5.Sulu Vasatta Faz Ayrim

Emiilsifikasyon temelli yontemlerin en biiyiik dezavantaji biiyilk miktarlarda
organik c¢oziicli kullanimidir. Diger bir dezavantaj da 1s1 veya capraz baglama ile
sertlestirme isleminden Once emiilsiyonun intrinsik stabilite problemlerine bagli olarak
kiicik (< 500 nm) ve dar partikiil biiyiikliigli dagilimi gosteren nanopartikiil
hazirlamanin gii¢ olusudur. Koaservasyon metodu bu dezavantajlar1 ortadan kaldirmak
tizere gelistirilmistir. Bu durumda, partikiiller faz ayrimi islemiyle sulu fazda olugmakta

ve akabinde glutaraldehit gibi bir ¢apraz baglama ajaniyla stabilize edilmektedir.

9.1.6.Poliiyon Kompleks Yontemi

Iyonik etkilesim, koordinasyon veya hidrojen bag1 olusumu suretiyle oligomerik
amfifillerin komplekslestirme reaksiyonu nanometre boyutunda partikiillerin olusuma
neden olmaktadir (175). Koaservasyon yonteminden ¢ok daha giivenli bir yontem olan

poliyon kompleks yontemiyle ¢inko siilfat stabilite arttirict maddesi kullanilarak zit
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yuklii kitozan/dekstran siilfat nanopartikiilleri hazirlanmistir (176). Poliyion kompleks
yontemi diyabetik sicanlara oral uygulama ile farmakolojik etkinligi arastirmak {izere
verilen insiiliin yiiklii aljinat / kitozan nanopartikiillerinin hazirlanmasinda kullanilmistir

(177).

9.1.7.Nanocoktiirme Yontemi

Nanog¢oktiirme yontemi, derhal ve tek bir asamada nanopartikiil olusumuna
olanak vermesi, uygulamasi basit ve hizli bir teknik olmasi itibariyla avantajlidir. Birbiri
ile karisan iki ¢oziicii gerektirmektedir. Ila¢ ve polimer ¢dziicii olarak adlandirilan ilk
fazda ¢oOziinmeli, ¢Oziicii olmayan faz olarak isimlendirilen ikinci fazda ise
coziinmemelidir. Polimer ¢ozeltisi ¢oziicii olmayan faza ilave edildiginde polimerin
hizla katilasmasiyla nanoc¢oktiirme meydana gelmektedir. Polimeri i¢eren ¢oziiciiniin
karisan faza difiize olmasiyla polimerin ¢okmesi ger¢eklesmektedir. Hizli nanopartikiil
olusumu, ¢oziicli ve ¢6ziicli olmayan fazlarin arayiizeyinde gergeklesen yiizeylerarasi
tiirbiilansa bagli Marangoni etkisi ile yonetilmektedir (178). Yiizey etkin maddelerin,
yag ve su fazlar1 arasindaki yiizey gerilimini diisiirerek ve bu sekilde damlaciklarin
par¢alanmasin1  saglamak suretiyle emiilsiyon olusumu sirasinda parcalanan
damlaciklarin tekrar birlesme egilimini engelleme mekanizmas1 Gibbs-Marangoni etkisi
olarak bilinmektedir (179). Nanocoktiirme, genellikle poly(D,L-laktik-ko-glykolik asit),
seliiloz deriveleri, poly e-kaprolakton gibi polimerlerle, dar bir dagilim araliginda 100-
300 nm biyiikligiinde nanopartikiillerin hazirlanmasina olanak vermektedir. Bu
yontem, arttirilmig kesme/karistirma hizlari, sonikasyon veya yiiksek sicaklik dereceleri
gerektirmez; bir protein yapisini bozabilecek kosullari barindirmaz. Etanol veya
asetonda ¢ozlinen indometazin gibi hidrofobik karakterde olan ilaglarin yiiklenmesi
acisindan ¢ok uygun olan nanogoktiirme yontemi, dis faza ila¢ gegisini en aza indirerek
yiiksek yiiklenme (enkapsiilasyon) etkinligi saglamaktadir. Ote yandan, nanogoktiirme
yontemi ile suda ¢oziiniir ilaglarin yliklenmesiyle ilgili son yillarda yapilan ¢aligmalar
da umut vaat edicidir. Ornegin, ilag iyonizasyonunu ve dolayisiyla sudaki
coziinlirliigiinii azaltan dig faz pH sinin optimuma getirilmesiyle prokain hidrokloriir
etkin bir sekilde nanopartikiillere yiiklenmistir (180). Hidrofilik ilaglarin
enkapsiilasyonun saglanmasina yonelik olarak nanoc¢oktiirme yonteminin optimize
edilmesinin amaglandig1 c¢alismada, polimerik nano-tasiyicilarin hazirlamak iizere

¢Oziicli ve ¢Ozlicii olmayan fazin yapisi, ¢oziicli/¢oziicii olmayan faz hacim oranmi ve



39

polimer konsantrasyonunun partikiil biiyiikliigline olan etkileri arastirilmistir. (181). Bu
calismada, ¢oOziicii olmayan faz olarak farkli alkol tipleri kullanildiginda metanol ve
etanole kiyasla propanol ile en yiiksek partikiil biiytikliigiine ulasildigi; ¢6ziicii/¢oziicli
olamayan faz hacim oraninin anlaml sekilde partikiil biiyiikliigiinii etkilemedigi; ¢cok
yiiksek konsantrasyondaki polimerin ise nano boyutta partikiil olusumunu engelledigi
bildirilmistir. Yoo ve ark. (182), lizozimi enkapsiile etmek iizere nanogoktiirme
yonteminde temel degisiklikler yapmuslardir. Protein ve polimeri (PLGA) iceren
dimetilsulfoksit (DMSO) c¢ozeltisinin, polaksamer 407 barindiran sulu faza ilave
edildigi bu caligmada aseton ve etanol disindaki ¢oziiciilerle de nanogdktiirme
olusabilecegi ve yontemin hidrofilik ilaglarin enkapsiilasyonu amaciyla da

kullanilabilecegi bildirilmistir.

9.2.Nanopartikiillere Uygulanan Farmasotik islemler
Nanopartikiiller, insanlarda farmasotik dozaj sekilleri olarak kullanildigindan (i)
potansiyel toksik bir safsizlik icermemeli, (ii) saklanmasi ve uygulanmasi kolay olmali,

(ii1) parenteral olarak uygulanacaksa steril olmalidir (159).

9.2.1.Saflastirma

Hazirlama metoduna baglh olarak organik c¢oziicli, rezidiiel monomer,
polimerizasyonu baslatict madde, elektrolit, surfaktan, stabilizator, biiyilk polimer
agregatlar1 gibi potansiyel toksik safsizliklar nanopartikiil siispansiyonlarinda
bulunabilmektedir (159). Saflastirma isleminin gerekliligi ve derecesi formiilasyonun
hizmet ettigi final amaca gore gergeklestirilmektedir. Polimer agregatlari cam
filtrelerden basit filtrasyonla uzaklastirilabildigi halde diger safsizliklarin
uzaklagtirllmas1 daha komplike yontemler gerektirmektedir. En yaygin saflagtirma
yontemleri arasinda jel filtrasyon, dializ ve ultrasantrifiij yer almaktadir (183-185).
Etkin bir saflasgtirma yoOnteminin gerekliligi capraz-akis filtrasyon yOnteminin
gelistirilmesine neden olmustur. Bu teknikte nanopartikiil silispansiyonu membran
filtreden, membran yiizeyine teget sivi akis yoniinde filtre edilmektedir. Dikey
filtrasyon yontemlerine gore, filtrelerin tikanma durumu s6z konusu degildir. Kullanilan
membran tipine bagli olarak, mikrofiltrasyon ya da ultrafiltrasyon uygulanabilmektedir.
Siispansiyon cesitli filtrasyon sikluslarina maruz birakilirken; ¢6ziinebilir safsizliklar ve
membran porlarindan daha kiiciik olan tiim bilesenleri iceren filtre edilen sivi

uzaklastirilmaktadir. Ik olarak, siispansiyon konsantrasyonu saglanmakta ve
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sirkiilasyon hacmi sabit tutulacak sekilde ayni filtrasyon hizinda sisteme saf su ilave
edilmektedir. Bu teknik, partikiil biyiikliigiinii degistirmeksizin, biiyiik miktardaki

nanopartikiil formiilasyonunun hizli sekilde saflagtirilmasini saglamaktadir (159).

9.2.2.Dondurarak Kurutma

Nanopartikiiller sulu siispansiyon seklinde saklanacaklarsa, polimerin
par¢alanmas1 ve / veya c¢Ozlinmesi, ilag sizintis1 ve / veya pargalanmasi meydana
gelebilir. Polimerik nanopartikiillerin uzun siireli korunmasii saglayan en uygun
yontemlerden biri dondurarak kurutma (liyofilizasyon) dir. Bu teknik, siispansiyonun
dondurulmasmi ve takiben diisiik basing altinda siiblimasyon ile su igeriginin
eliminasyonunu kapsar. Desikasyonun tamamlanmasindan ardindan nanopartikiiller
muamele edilmeleri ve saklanmalar1 kolay olan kuru toz formunda elde edilirler.
Dondurarak kurutulmus nanopartikiiller, fizikokimyasal ozellikleri degistirilmeksizin
suda derhal redisperse olurlar. Ciinkii nanopartikiiller genellikle yiizey etkin madde
veya stabilizator ile hazirlanirlar ve bu maddelerin rezidiiel varligi redispesiyonu
kolaylastirir. Ancak, polimerik bir duvarla c¢evrili yagh bir c¢ekirdekten olusan
nanokapsiillerde tam redispersiyon saglanamayabilmektedir. Liyofilizasyon yonteminin
diger bir dezavantaj1 ise agregasyondur. Dondurmaya kars1 koruma saglayan soguktan
koruyucu ve denatiirasyondan koruyan liyoprotektan maddeler arasinda sekerler,
polioller, polimerler, proteinler, suda ¢oziinmeyen solvanlar, yiizey etkin maddeler,

amino asitler bulunmaktadir (186).

9.2.3.Piiskiirterek Kurutma

Piiskiirterek kurutma ydnteminde konik veya silindirik bir kurutma kazaninda,
listten asagiya dogru puskiirtillen ¢ozelti damlaciklari, ayn1 yonden gelen sicak hava
icinde her biri birer nanopartikiil olacak sekilde kurur. Piiskiirterek kurutma aletinde;
kurutucu hava ve ¢dziicii buhar ile birlikte igteki boruya teget yaparak siklon ayiriciya
hizla girer. Merkezkag kuvvet ile tozlar, ayiricinin i¢ ¢eperine dogru hizla savrulur ve
buradan akarak toplanma kabinda birikir ve nanopartikiiller elde edilir. Kurutma
basamagindan 6nce dagiticilarin ortama eklenmesi gereklidir. Yaygin dagitici maddeler
arasinda sukroz, laktoz, mannitol gibi sekerler bulunmaktadir. Nanosiispansiyonlarda
kurutma siiresini en aza indirmek i¢in nanopartikiillere yiiklenmis kati madde miktarinin
en yiiksek diizeye getirilmesi gereklidir (187). Radyasyon tedavisi ve kemoterapi goren

hastalarda hiicre koruyucu olarak kullanilan amifostin nanopartikiilleri piiskiirterek
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kurutma teknigi ile hazirlanmistir (188). Nanopartikiiller, sahip oldugu 6&zellikler
korunarak inert bir matrikse hapsedilerek mikrometre boyutunda partikiiller
hazirlanmaktadir (189). Piiskiirterek kurutma yontemi ile i.v. uygulama i¢in redisperse
edilebilir kat1 lipit nanopartikiiller hazirlanmsainda kullanilan yaygin bir yontemdir

(162).

9.2.4.Sterilizasyon

Parenteral amagla kullanilan nanopartikiiller steril ve apirojen olmalidir. 0.22
um filtre ile steril filtrasyon, mikroorganizma ve nanopartikiiller genellikle kiigiik
olduklarindan (0,25-1 um) nanopartikiill siispansiyonlari i¢in uygun degildir.
Mikropartikiil sistemlerin sterilizasyonu, otoklav veya y-radyasyon ile yapilmaktadir

(159).

9.3.Nanopartikiillerin Tedavide Kullanimi

Gen Tedavisi

Nanopartikiillerin gen tedavisinde kullanilmasi ile ilgili son yillarda yapilan
calismalar uzun ekspresyon siireleri ve yiiksek transfeksiyon etkinligi saglandigina
iliskindir. Okiiler tedavi i¢in gen tasiyan nanopartikiil sistemleri 6zellikle kanserli
hiicrelere hedeflenmektedir (190). Ozellikle poli (D,L laktik ko-glikolik asit) (PLGA)
nanopartikiillerinin, plazmid DNA nin uzatimis salimi i¢in kullanimiyla ilgili
aragtirmalar bildirilmistir (157). Gen terapisi i¢in kullanilan PLGA nanokiireleri ¢iplak
plazmid DNA ya nazaran iskemik bolgelerde daha genis bir yeniden damarlanma

sagladig tespit edilmistir (191).
Kanser Tedavisi

Nanoteknolojinin kanserde kullanimi, molekiiler goriintiileme, molekiiler tan1 ve
hedeflendirilmis ila¢ tedavisi i¢in bilim, miihendislik ve tiptaki incelemelerin
interdisipliner birlesimini kapsamaktadir. Yar iletken quantum dotlar ve demir oksit
kristalleri gibi nanometre boyutundaki partikiiller, diger molekiillerde mevcut olmayan
optik, manyetik ve yapisal Ozelliklere sahiptir. Monoklonal antikorlar, peptidler ve
kiiciik molekiiller gibi tiimore hedeflendirilmis ligandlarla baglandiginda,
nanopartikiiller tiimdr antijenlerine veya tiimor damarlarina yiliksek afinite ve
spesifiklikle hedeflendirilmede kullanilabilmektedir. Nanopartikiiller, multipl teshis

(optik, radyoizotopik veya manyetik) ve terapotik (antikanser) maddelerin baglanmasi
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i¢cin genis yiizey alanina ve fonksiyonel gruplara sahiptirler. Son yillarda, molekiiler ve
hiicresel goriintiileme i¢in biyoafinite gosteren nanopartikiiller, kanser tedavisi i¢in ilag
tagtyan hedeflendirilmis nanopartikiiller ve erken kanser tanisi/goriintiilenmesi igin
nanocihazlar ile ilgili ¢aligmalar yapilmaktadir (192). Nanopartikiiller, her bir hastanin
molekiiler profiline bagl olarak kanserin teshis ve tedavisinde kullanilan genetik ve

protein biyoisaretliyecileri kapsayan kisisel onkolojiyi imkan saglamaktadir.
Ast Formiilasyonlarinda Nanopartikiil Kullanimi

Biyopargalanir ve biyouyumlu polimerlerden hazirlanan nanopartikiiller,
hiimoral ve hiicresel immun cevaplari indikleyerek as1 formiilasyonlarinda
kullanilmaktadir (193). Hepatit B yiizey antijeni salimi i¢in PLGA nanopartikiilleri
kullanilmigtir. Nanopartikiiller ile adjuvan aktivitenin arttiritlmasina ve giicli immun

cevaplarin alinmasina yonelik umut vaat edici ¢alismalar yapilmistir (194).
Peptid ve Proteinlerin Oral Yolla Viicuda Verilisi Icin Nanopartikiil Kullanimi

Nanopartikiillerin peptid ve proteinlerin viicuda verilisi ile ilgili avantajlar
par¢alanmadan korumasi, absorpsiyonu arttirmasi, hedefleme ve ilaglarin kontrollii

salimini saglamasidir (195).
Tam I¢in Goriintiileme

Nanopartikiillerin teshisin hassasiyetini ve spesifikligini arttirma potansiyeli
sayesinde tan1 i¢in kullanilan biyopsi, cerrahi miidahale ve diger zor tani tekniklerinin
daha kolay hale getirilmesi saglanmaktadir (196). Erken teshisi hizlandiran ve teshisi
yonteminin hasta i¢in gii¢ bir tablo olusturan yan etkilerini ortadan kaldirmasi itibariyle

nanopartikiillerin goriintiileme ajan1 olarak kullanimlar1 umut vaat edicidir.
Akcigerlere Ila¢ Salumi

Akcigerlere yeterli miktar ilag taginabilmesi i¢in nanopartikiil gibi uygun ilag
tagiyict sistemlere ihtiyag bulunmaktadir (197). Nanotasiyict tip tasiyici sistemin
kullanilmas1 yiiksek yiikleme kapasitesi, kontrollii partikiil biytkligii ve gecisi ile
ilacin sistemden kontrollii salim kinetigi gibi Onemli avantajlar1 beraberinde
getirmektedir. Efervesan formiilasyon igine yerlestirilen polibutilsiyanoakrilat
nanopartikiilleri akcigerin derin bolgelerine siprofloksazin salimi i¢in hazirlanmistir

(198). Grenha ve ark. (199), hazirladiklar1 protein yiiklii kitozan/tripolifosfat
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nanopartikiillerini, mannitol ve laktoz yardimci maddeleriyle piiskiirterek kurutma
teknigi vasitasiyla kaplamiglar ve elde ettikleri sistemin akcigerin derin bolgelerindeki
sulu ortamla temas ettiginde sahip oldugu partikiil biiyiikligl, yilizey yiikii gibi
Ozelliklerini koruyarak terapdtik makromolekiilii  serbestledigini  bildirmislerdir.
Hiicrelerarasi siki baglanti noktalarini agmak suretiyle akcigerlere daha etkin kalsitonin
salimin1 saglamak tlizere PLGA nanopartikiilleri hazirlanmistir (200). Rifampisin,
izoniazid, pirazinamid iceren nanopartikiil formiilasyonu uygulama dozunu diisiirerek

tiiberkiiloz tedavisinde daha iyi bir hasta uyuncu saglamistir (201).

10. Polivinilasetat (PVA) 1n Farmasotik Teknolojideki Giincel Kullanim
Ultraytiksek basing teknolojisiyle hazirlanan Polivinilalkol-DNA
nanopartikiillerinin floresans mikroskobu ile hiicrelerdeki hiicre i¢i alim davranisi
incelenmistir (202). PVA partikiiler sistemlerine ait baska bir ¢alisma, mikroreaktorde
y-1sinlar1  indiiklii  dispersiyon  polimerizasyonu ile PVA  mikrokiirelerinin
hazirlanmasidir (203). Emiilsifikasyon/¢oziicii uzaklastirma ile hazirlanan teofilin iceren
PVA mikrokiirelerinden salimin difiizyon kontrolli oldugu bildirilmistir (204).
Sodyumdodesilsiilfat ve sodyum montmorillonit varli§inda, vinil asetatin emiilsiyon

polimerizasyonu polimer-kil hibritlerinin hazirlanmasi igin gergeklestirilmistir (205).

Zayif bazik bir ila¢ igeren, ekstriizyon/kiiresellestirme ile hazirlanan uzun etkili
pellet formiilasyonunun film kaplanmasinda Polivinilalkol-polivinilpirolidon karigimi
kullanilmigtir (206). Ayni karisim, suda az ¢oziiniir zayif asidik bir ilacin uzun etkili
mini matriks tabletlerinin hazirlanmasinda matriks olusturmak amaciyla formiilasyon
iceriginde yer almustir (207). PVA/polivinilpirolidon karigimi propranololun uzatilmis
salim tabletlerinde matriks olusturucu ajan olarak da rol oynamistir (208). Karigimin

uzatilmig etkili matriks tasiyicisi olarak kullanimi genistir (209).

PVA, medikal sakizlarin bilesiminde de baz madde olarak rastlanilmaktadir
(210). PVA makro baslatict (macro-initiator) olarak kullanildig1 birlesme reaksiyonunda
izobutilenin katyonik polimerizasyonu gerceklestirilmistir (211). Kontrolli salim
sistemlerinde, PVA nin hidroksiapatit tabletlerinde matriks maddesi olarak kullanildig:
bildirilmistir (212). PVA nin hidrofilik formunun mikro ve nanopartikiillerin
hazirlanmasinda yiizey etken madde olarak kullanildig: literatiirlerde kayithdir (213-
218). Gegmis calismalarda farmasoétik siispansiyonlarin fiziksel stabilitesinin arttirilmasi

amactiyla PVA polimeri kullanilmistir (219).
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GEREC VE YONTEM

I-GEREC

Kimyasal Madde ve Coziiciiler
3-[4,5-Dimetiltiazol-2yl]-2,5-difenil tetrazolyum bromid (MTT) (Sigma-Aldrich, Poole,
UK)

5(6)-Karboksifloressein (Fluka/BioChemika)

96-kuyucuklu floresans plaka (96 well plate fluorescence D/N Fischer-Nunc -Nunclon
Surface, Roskilde, Denmark)

A549 hiicre kiiltiirii (ATCC -Rockville, MD, USA)

A549 hiicre kiiltlirii besiyeri: Minimum Essential Medium (MEM) (Sigma-Aldrich,
Poole, UK)

Barrycidal 36 disinfektant ¢ozelti (Interchem Hygiene GmbH, Ziirich, Avusturya)
Calu-3 hiicre kiiltiirii (ATCC -Rockville, MD, USA)

Calu-3 hiicre kiiltiirii besiyeri: Dulbeco’s Modified Eagle’s Medium Nutrient Mixture
F-12 Ham (DMEM) (Sigma-Aldrich, Poole, UK)

DAPI (4,6-Diamidino-2-Fenilindol) (Sigma)
Diizopropil azodikarboksilat (Sigma-Aldrich, UK)
Fetal Bovine Serum (FBS)(Sigma-Aldrich, Poole, UK)

Floresansli karboksillenmemis mikrokiireler (Fluorescent Polymer Microspheres
(Aqueous) -diameter size: 0.05 pm-G50 ve 0.25 pm-G250) (DukeScientific (California,
USA)

Floresansli karboksillenmis mikrokiireler (Fluoresbrite YG Carboxylate Microspheres -
diameter size: 0.30 um ve Fluoresbrite BB Carboxylate Microspheres - diameter size:

0.05 pm) (Polysciences, UK)
FluorSave Reagent (Calbiochum, Merck, UK)

FM 4-64FX Membran Boyasi (Molecular Probes-Invitrogen)



45

Fosfat tamponlu tuz tabletleri (PBS-Phosphate Buffered Saline-Dulbecco A) (Oxoid
Limited, Hampshire, UK)

Gliserol 99% (Riedel-de Haen, Germany)

Hanks Balanced Salt Solution (HBSS) (Sigma-Aldrich, Poole, UK)
L-glutamin (Sigma-Aldrich, Poole, UK)

Metanol (Fisher Scientific, Leicestershire, UK)
N,N-dimetil formamid (DMF) (Sigma-Aldrich, Poole, UK)
N-Metil-2-Pirolidon (Biotech Qualitat Aldrich, UK)
Paraformaldehit (Sigma, UK)

Penisilin-Streptomisin (Sigma-Aldrich, Poole, UK)
Polivinilalkol % 80 hidrolize (Aldrich, USA)
Polivinilasetat % 40 hidrolize (PVA) (PolySciences, UK)
Polivinilpirolidon K15 (PVPK15) (Fluka, Switzerland)

Ready Protein'™ sivi sintilasyon kokteyli (Ready Protein'™ Liquid Scintillation

Cocktail for Protein, Peptides and Nucleic Acids (Beckman Coulter, USA)
Sephadex LH-20 (Sigma, St.Louis, USA)

Sodyum dodesil siilfat (SDS) (Sigma-Aldrich, Poole, UK)

Trifenilfosfin (Sigma-Aldrich, UK)

Tripan mavisi ¢ozeltisi (0,4%) (Sigma-Aldrich, Poole, UK)
Tripsin-EDTA ¢ozeltisi (0,25%) (Sigma-Aldrich, Poole, UK)

Tris (hidroksimetil) metillamin (BDH, AnalaR)

Aletler

Buzdolabi (Beko)

Distile su aleti (EasyPure UV/UF compact reagent grade water system)
(Barnstead/Thermolyne, Dubuque lowa, USA)

Dondurucu (Freezer -80C- Herafreeze) (Heraeus, Germany)
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Dondurucu (Kelvinator)

Eldiven (Examination Gloves VWR International Latex —Class 1, powder free, Natural

Rubber Latex)

Eppendorf tiip (Eppendorf Safe-Lock Tubes-1.5 ml - Eppendorf AG, Hamburg,

Germany)

Etiiv (Leec)

EVOM voltometre (STX-2 and Evom G, World Precision Instruments, Stevenage, UK)
Falkon tiip (Falcon Tube 15 ml, 50 ml -Becton Dickinson, NJ, USA)

Floresans okuyucu i¢in iglem goérmiis 96-kuyucuklu plaka (D/N Fischer-Nunc, Nunclon
Surface, Roskilde, Denmark)

Fluorometre (Cytofluor plate reader series 4000) (Perspective Biosystems)

Foton korelasyon spektroskopisi (PCS) (Brookhaven Instruments Corporation)
Galos (ShoeCover GenPro Critical Cover -VWR International, Zierikzee, Hollanda)
Gatan Ultrascan 2k x 2k CCD kamera (Gatan Inc., Pleasanton, CA, USA)

Gilson pipette (1 pl, 5 pl, 10 pl, 25 pl) (France)

Hemasitometre (Neubauer)

Homojenizator (Silverstone L4RT)

Hiicre kiiltiirii erleni (Cell culture flask-treated, non-pyrogenic, polystyrene, sterile - 75
cm® and 162 cm® with ventilated caps - 2 pm phenolic style vent cap ) (Corning

Incorporated, Corning, NY, USA)

Hiicre kiiltiirii i¢in islem gormiis 96-kuyucuklu plaka (Cell culture treated-sterile 96-
well plates - Corning Incorporated, Corning, NY, USA)

Isitict (Fisons, UK)
Inkubator (Heraeus Instruments, Function Line, Germany)
Inkubatdr (NuAire DH Autoflow CO, Air-Jacketed Incubator)

Inkiibatdr (Leec Compact Incubator)
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Konfokal taramali elektron mikroskobu (CLSM-Confocal Laser Scanning Microscope)

(Leica DMIR E2, Leica Microsystems, UK)

Konfokal taramali elektron mikroskobuna ait bilgisayar yazilimi (LCS Lite, Leica

Confocal Software, Leica GmbH, Germany)

Kriyojenik transmisyon elektron mikroskobu (cryo-TEM: cryo-Transmission Electron

Microscopy) (FEI Tecnai G* T20 model, (FEI Company, Hillsboro, OR, USA)

Kriyojenik transmisyon elektron mikroskobuna ait cryo-tutucu (Gatan 626 side-entry

cryo holder) (Gatan Inc., Pleasanton, CA, USA)

Kriyojenik transmisyon elektron mikroskobuna ait kamera (Gatan Ultrascan 2k x 2k

CCD Kamera) (Gatan Inc., Pleasanton, CA, USA)

Kurulama bezi (Wipers Wypall L - Kimberly-Clark Professional, UK)

Lamel (CoverGlass BDH 22*22 mm Thickness No 1 Borosilicate Glass, VMR, UK)
Manyetik karistirict (Bibby Stuart, UK)

Membran filtre (Filter GyroDisc Syr. 30 mm, 0.2 pum sterile-Orange Scientific, Braine-
I’Alleud, Belgium)

Mikroskobik gilivenlik kabini-Sinif 2 (Safety Cabinet —Class 2) [MCC/SC2/DB/12]
Safety Cabinet Room 5-168 (Howorth Airtech, UK)

Mikroskop (Hund Wetzlar-Hund Wilovert S, Germany)

Nester (Scalpel-Swann-Mortor, Sheffield, England)

Orbital inkiibator —(Stuart Scientific, Orbital Incubator SI 50, UK)
Parafilm (Pechiney Plastic Packaging, Menasha, WT)

pH-metre (pHmeter- Inolab ph level 2) (WTW)

Pipet-25 ml, 10 ml, 5 ml, 1 ml (tek kullanimlik) (Stripette Disposable Serological
Pipette, Plugged, Non-pyrogenic, Sterile, Polystyrene -Corning Incorporated, Corning
NY, USA)

Pipetboy (IBS Integra Biosciences)

Presept efervesan disinfektant tablet (Johnson&Johnson, Skipton, UK)
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Rotaevaporatér — Biichi RE 111 Rotavapor (Switzerland)
Rotaevaporatér —Biichi 461 (Switzerland)

Santrifiij (Beckman Coulter, Allerga X-22R Centriguge, USA)
Santrifiij Biofuge pico (Heraeus, Germany)

S1vi nitrojen haznesi (Liquid Nitrogen Bottle) ( Jencons 35HVC)

Sivi 1s1ma sayaci (Multi-Purpose Liquid Scintillation Counter LS 6500) (Beckman
Coulter, USA)

Sonikator (Kerry, UK)

Spektrofotometre (Spectramax 190, Molecular Devices, USA)
Su banyosu (Clifton, UK)

Siringa pompa (Model R99-E, Razel Scientific Instruments Inc.)

Transwell gegirgen hiicre kiiltiirii destek kabi (Transwell clear permeable supports)
(1.12 cm” polyester - 0.4 pm pore size, 4.67 cm” polycarbonate - 3 um pore size , tissue
culture treated) (Corning Incorporated, Corning, NY, USA) (0.33 cm? polyester - 1 pm
pore size) (Falcon Becton Dickinson, NJ, USA)

Ultrasonikator (Decon F93006)
Vorteks WhirliMixer (Fisons Scientific Equipment, UK)

Zetametre (ZetaPlus Zeta Potential Analyzer) (Brookhaven Instruments Corporation)
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II-YONTEM

1.5(6)-Karboksifloressein Miktar Tayini

Polimer isaretleme etkinliginin tespit edilmesinde, 5(6)-karboksifloressein (KF)
miktar tayini i¢in fluorometrik yontem kullanildi. Bu yontemin giivenilirligini saptamak
lizere analitik yontem validasyon c¢aligsmasi yapildi. KF 96-kuyucuklu floresans plakaya

uygulandi.

1.1.Miktar Tayini Yonteminin Validasyonu

Analitik yontem validasyonu, bir test yonteminin dogru ve kesin bir sekilde
stirekli olarak bekleneni gerceklestirildiginin kanitlanmasidir (220). KF miktar tayini
yonteminin validasyonu i¢in, dogrusallik (linearity), kesinlik (precision), dogruluk

(accuracy) ve segicilik (specifity) calismasi yapildi (221, 222).

1.1.1. Dogrusalhk

Bir analitik yontemin dogrusalligi, deney bulgularinin 6rnek ¢ozeltisi i¢indeki
madde konsantrasyonu ile belli aralikta olmasidir (221). Stok ¢6zelti icin 100 mg KF
hassas olarak tartildi, 75:25 oraninda N-metil-2-pirolidon: HBSS (pH: 8,5) icinde
¢oziindiiriilerek 100 mL ye tamamlandi. Bu stok ¢ozeltiden (1 mg/mL) 10 puL lik miktar
hassas olarak alindi, lizerine 75:25 oraninda N-metil-2-pirolidon: HBSS (pH=8.5) ilave
edildi ve balon jojede 10 mL ye tamamlandr (1 pg/mL). Seri seyreltmeler ile 5 farkl
konsantrasyonda (1 pg/mL, 0,5 pg/mL, 0,25 pg/mL, 0,125 pg/mL, 0,0625 pg/mL)
¢ozelti hazirlandi. Cozeltiler, her bir konsantrasyon 6 kez olmak {izere floresans
okuyucu igin islem gérmiis 96-kuyucuklu plakaya uygulandi ve gosterdikleri floresans
485/20 nm eksitasyon ve 530/25 nm emisyon dalga boylarinda olgiildii. Floresans
siddeti degerlerinin konsantrasyona kars1 grafigi ¢izildi, dogru denklemi ve

determinasyon katsayist hesaplandi.

1.1.2.Kesinlik

Bir analitik yontemin kesinligi, belirlenen ¢alisma kosullarinda hazirlanan aym
ornek c¢ozeltisinden birden fazla seyreltme ile elde edilen bir serinin OSlglimleri
arasindaki uyumun yakihigini ifade eder (221). Standart sapma veya degisim katsayisi
(% CV) degeri ile ifade edilir. Kesinlik tayini i¢in, KF nin {i¢ farkli konsantrasyonda
(1 pg/mL, 0,5 pg/mL, 0,25 pg/mL) ¢ozeltileri hazirlandi. Cozeltilerin floresanslari,

floresans okuyucu igin islem gérmiis 96-kuyucuklu plakada 485/20 nm eksitasyon ve
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530/25 nm emisyon dalga boylarinda okundu. Her konsantrasyon degeri i¢in deney alt1
kez tekrarlandi. 1. giin igin yapilan tiim bu c¢alismalar 2. ve 3. giinlerde de yapildi. Ug
giin boyunca elde edilen sonuglarin ortalamalari alindi, SD ve % CV degerleri

hesaplandi.

1.1.3.Dogruluk

Kullanilan analitik yontemin dogrulugunu saptamak icin, 75:25 oraninda N-
metil-2-pirolidon: HBSS (pH=8,5) ile KF nin {i¢ farkli konsantrasyonda (1 pg/mL, 0,5
ug/mL, 0,125 pg/mL) ¢ozeltileri hazirlandi. Daha sonra gerekli seyreltmeler yapilarak
485/20 nm eksitasyon ve 530/25 nm emisyon dalga boylarinda c¢ozeltilerin floresans
siddeti degerleri okundu. Her konsantrasyon i¢in deney alt1 kez tekrarlandi. Elde edilen
sonuglardan dogru denklemi yardimiyla, ¢ozeltilerdeki KF konsantrasyonu hesaplandi.

Yontemin dogrulugu, degisim katsayisi degeri (% CV) hesaplanarak saptandi.

1.1.4.Segicilik

Nanocoktliirme yOntemiyle hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarinda
kullanilan maddelerin analiz yontemini etkileyip etkilemedigini saptamak iizere, her
formiilasyon i¢in kullanilan maddeler tartildi ve KF ilave edilmeden yontem 1.1.1. deki
gibi calisilarak stok c¢ozeltiler hazirlandi ve seyreltmeler yapildi. Cozeltilerin floresans
degerleri floresans plaka okuyucuda Olgiildi. Bu islem ile, yontemin segiciligini
saptamak lizere, formiilasyonlarda kullanilan maddelerin 485/20 nm eksitasyon ve

530/25 nm emisyon dalga boylarinda floresans verip vermedigi saptandi.

2.PVA nin KF ile isaretlenmesi

PVA nin KF ile isaretlenme reaksiyonu, KF nin karboksil grubu ile PVA nin
alkol grubu arasinda gergeklestirildi. PVA nin KF ile kovalan bag ile baglanarak KF ile
isaretlenmis PVA (KF-PVA) nin elde edilmesi amaciyla yapilan 6n ¢aligmalarda
hazirlanan ilk formiilasyonda, 10 mL dimetilformamid (DMF) i¢inde ¢Oziindiiriilmiis
0,02 mmol trifenilfosfin (TPP), 0,0073 mmol PVA ile 10 mL DMF i¢inde
¢Oziindiiriilmiis 0,0188 mmol diizopropil azodikarboksilat (DIPAD) ve 0,0162 mmol
KF kullanildi. Daha sonra hazirlanan formiilasyonda optimum floresansla isaretlenme

etkinligine ulagmak i¢in KF miktar1 arttirildi.

0,16 mmol TPP ve 0,0058 mmol PVA, 10 mL DMF i¢inde ¢ozlindirilip, 0,15
mmol DIPAD ve 0,13 mmol KF nin 10 mL DMF i¢indeki ¢ozeltisine oda sicakliginda
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ilave edildi. Karisim bir gece manyetik karistirici ile oda sicakliginda karistirilarak

diisiik basingta ¢oziiciiniin uzaklastirilmasi saglandi.

Ayirma igleminden once, Sephadeks ¢oziicli karisimi i¢inde (90:10 - metanol :
distile su) siispande edilerek 1,5 x 25 cm boyutlarindaki cam kolona yerlestirildi ve
kullanilmadan oOnce dengeye gelmesi amaciyla 1 gece bekletildi. Ayrica ayirma
isleminin kolonda meydana gelme prensibinin belirlenmesi ve etkin bir sekilde
gerceklestirilmesi amaciyla on c¢alismalarda KF-PVA karisimindan o6nce, farkhi
konsantrasyonlardaki KF (0,5 mg/mL, 2 mg/mL, 4 mg/mL ve 20 mg/mL) ve PVA nin
(25 mg/mL ve 100 mg/mL) nin kolondan ge¢is zamanlari tayin edildi.

PVA nin KF ile isaretleme reaksiyonunda elde edilen {iriin, 90:10 oraninda
metanol : distile su ile hidrate edilmis Sephadeks LH-20 kolondan gegirilerek
reaksiyona girmemis KF den fraksiyonlar halinde jel filtrasyonuna dayali kolon
kromatografisi ile ayrildi. Floresansla isaretli nanopartikiilleri hazirlamak iizere bu
formiilasyonla elde edilen KF-PVA kullanildi. KF nin karboksil grubu ile PVA’nin
alkol grubu arasinda gegen konjugasyon reaksiyonu Sekil 7 de verilmistir. KF-PVA
fraksiyonlar1 toplandi ve ¢oziicii karisimini uzaklastirmak amaciyla vakumlu etiivde
80°C’de 1 gece bekletildi. Ayirma ydnteminin etkinligi, elde edilen KF-PVA nin
metanolde ¢oziindiiriiliip kolondan ikinci kez gecirilmesi suretiyle test edildi. KF-PVA
ya ait standart egri, yontem 1.1.1. kullanilarak, 90:10 metanol:distile su i¢indeki 5 farkl
konsantrasyonuna (0,0625 mg/mL, 0,125 mg/mL, 0,25 mg/mL, 0,5 mg/mL, 1 mg/mL)
karsilik floresans siddeti degerlerinin isaretlenmesiyle ¢izildi. KF-PVA i¢indeki KF
miktari, KF-PVA nin konsantrasyon-floresans standart egrisinden elde edilen floresans
siddeti degerlerinin Yontem 1.1.1. de anlatildig1 sekilde elde edilen saf KF standart
egrisine uygulanmasiyla bulundu. Fraksiyonlarin gosterdigi floresans Cytofluor plaka
okuyucuda o6l¢iildii. Floresans degerleri, floresans okuyucu igin islem gormiis 96-
kuyucuklu plakada, 485/20 nm eksitasyon ve 530/25 nm emisyon dalga boylarinda
tespit edildi. PVA nin KF ile isaretleme etkinligi asagidaki formiil (3-1) kullanilarak
tayin edildi (23).

% Agirlik ..
% AGIrlik yp pya

(3-1)

% Fluoresansla Isaretleme Etkinligi =
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Sekil 7 : PVA nin KF ile isaretlenmesine ait reaksiyon

3. Nanopartikiiller Uzerinde Yapilan Calismalar

3.1.PVA Nanopartikiilleri On Formiilasyon Calismalar
Caligmamizda PVA % 40 (polivinilasetat) polimeri ile nanopartikiil

formiilasyonlar1 nanogoktiirme yontemi ile hazirlandi.
On formiilasyon ¢aligmalarinda  degerlendirilen parametreler —asagida
belirtilmistir:

i. Yiksek verimde nanopartikiil elde etmek amaciyla i¢ fazi olusturan
polimer (PVA) c¢ozeltisinin farkli konsantrasyonlarinin (% 1, % 2, % 4

a/h) etkisi degerlendirildi.
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ii. Nanopartikiilleri hazirlamak amaciyla i¢ faz olarak farkli hacimlerde

(1 mL, 3 mL ve 5 mL) PVA nin metanoldeki ¢ozeltisi kullanildi ve i¢ faz

miktarinin nanopartikiil olusumuna etkisi saptanda.

Tablo 3 ‘de verilen PVA formiilasyonlarinin her biri 3 seri olarak hazirlandi.

Tablo 3 : On formiilasyon cahismalarinda hazirlanan PVA nanopartikiil formiilasyonlari

Formiilasyon Organik faz: sulu faz PVA
orani konsantrasyonu
PVA-UL-F1 1:30 % 1
PVA-UL-F2 1:10 % 1
PVA-UL-F3 1:10 % 2
PVA-UL-F4 1:6 %2
PVA-UL-F5 1:10 % 4
PVA-UL-F6 1:6 % 4

3.2.PVA Nanopartikiillerinin Hazirlanmasi

edilen

PVA nanopartikiilleri 6n formiilasyon c¢alismalarinda optimize

parametreler kullanilarak nanogdktiirme yontemi ile hazirlandi.

L.

1l

PVA nanopartikiillerinin hazirlanmasi: 3 mL PVA nin metanoldeki ¢ozeltisi (10
mg/mL), homojenizator ile 4000 devir/dakika hizda karistirilan 4 mL polivinil
alkol (%10 a/h) ve 26 mL polivinilpirolidon K15 (% 1,54 a/h) karisimina 25
mL/saat hizdaki siringa pompasi yardimiyla oda sicakliginda damla damla ilave
edildi. i¢ fazin ilavesinin tamamlanmasindan sonra homojenizator ile ayni hizda
2 saat daha karistirma islemine devam edildi ve metanoliin tamamen ug¢masi

saglandi.

KF-PVA nanopartikiillerinin hazirlanmasi: Calismada elde edilen isaretli
polimer (KF-PVA) kullanilarak Yontem 3.2.i. de anlatildig1 sekilde floresans
PVA (PVA-L-F2)  hazirlandi. PVA-L-F2

isaretli nanopartikiilleri

formiilasyonuna ait parametreler asagida verilmistir.

Formiilasyon Organik faz: Sulu faz orani PV A konsantrasyonu

PVA-L-F2 1:10 % 1
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3.3.Floresans iceren PVA ve PS Nanopartikiillerin Miktar Tayini

Nanopartikiil gecis c¢alismalarinda nanopartikiil miktarmin tespit edilmesi
amaciyla floresans iceren PVA ve polistiren (PS) nanopartikiillerinin miktar tayini
yapildi. PVA nanopartikiilleri ile karsilastirilmasi amaciyla floresans gosteren PS
nanopartikiil formiilasyonlar1 olarak, yilizeyi karboksillenmemis 51 nm biiyiikliigiinde
PS nanopartikiilleri (PS-NC-51), yiizeyi karboksillenmemis 250 nm biiyiikliigiinde PS
nanopartikiilleri (PS-NC-250), yiizeyi karboksillenmis 50 nm biiyiikligiinde PS
nanopartikiilleri (PS-C-50) ve yiizeyi karboksillenmis 300 nm biiyiikliigiinde PS
nanopartikiilleri (PS-C-300) kullanildi. PVA-L-F2, PS-NC-51, PS-NC-250 ve PS-C-300
formiilasyonlarinin gosterdigi floresans 485/20 nm eksitasyon ve 530/25 nm emisyon
dalga boylarinda; PS-C-50 formiilasyonunun gosterdigi floresans siddeti ise 360/40 nm
eksitasyon ve 420/50 nm emisyon dalga boylarinda Cytofluor plaka okuyucuda dlgiildii.
Konsantrasyon- floresans siddeti grafikleri en kiiciik kareler yontemi kullanilarak
cizildi. Bu yoOntemin gilivenilirligini saptamak {izere analitik yontem validasyon
calismast yapildi. PVA nanopartikiilleri ile karsilagtirilmasi amaciyla secilen PS

nanopartikiil formiilasyonlarina ait parametreler asagida verilmistir.

Formiilasyon Partikiil Biiyiikliigii Yiizey Ozelligi
PS-NC-51 51 nm Karboksillenmemis
PS-NC-250 250 nm Karboksillenmemis
PS-C-50 50 nm Karboksillenmig
PS-C-300 300 nm Karboksillenmis

3.3.1.Floresans Iceren PVA ve PS Nanopartikiillerin Miktar Tayini Yénteminin

Validasyonu

Yontem 1.1. de anlatildign sekilde floresans igceren PVA ve PS

nanopartikiillerinin miktar tayini yonteminin validasyonu ger¢eklestirildi.

3.3.1.1.Dogrusallik

PS nanopartikiil formiilasyonlarinin stok ¢dzeltisi i¢in % 2,6 (a/h) nanopartikiil
iceren formiilasyonlardan (PS-NC-51, PS-NC-250, PS-C-50, PS-C-300) 100 pL hassas
olarak alindi; 75:25 oraninda N-metil-2-pirolidon: HBSS (pH=8,5) i¢inde
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¢Oziindiiriilerek 30 dakika ultrasonik su banyosunda bekletildi ve 10 mL ye tamamlandi.
Elde edilen stok ¢ozeltiden (0,26 mg/mL), 75:25 oraninda N-metil-2-pirolidon: HBSS
(pH=8.5) ile seri seyreltmeler yapilarak 7 farkli konsantrasyonda (40 pg/mL, 20 pg/mL,
10 pg/mL, 5 pg/mL, 2,5 pg/mL, 1,25 pg/mL, 0,625 pg/mL) ¢ozelti hazirlandi. PVA-L-
F2 formiilasyonunun stok ¢dzeltisini hazirlamak i¢in ise 1 mg/mL nanopartikiil i¢ceren
PVA-L-F2 formiilasyonundan 833 pL hassas olarak alindi; 75:25 oraninda N-metil-2-
pirolidon: HBSS (pH=8,5) i¢inde ¢oziindiiriilerek 30 dakika ultrasonik su banyosunda
bekletildi ve 10 mL ye tamamlandi. Elde edilen stok c¢ozeltiden (83,3 pg/mL), 75:25
oraninda N-metil-2-pirolidon: HBSS (pH=8.5) ile seri seyreltmeler yapilarak 7 farkl
konsantrasyonda (41,65 pg/mL, 20,83 pg/mL, 10,41 pg/mL, 5,21 pg/mL, 2,6 pg/mL,
1,3 pg/mL, 0,65 pg/mL) ¢ozelti hazirlandi. Cozeltiler her bir konsantrasyon 6 kez
olmak tizere floresans okuyucu i¢in islem goérmiis 96 kuyucuklu plakaya uygulandi.
PVA-L-F2, PS-NC-51, PS-NC-250 ve PS-C-300 formiilasyonlarinin gdsterdigi
floresans siddeti 485/20 nm eksitasyon ve 530/25 nm emisyon dalga boylarinda; PS-C-
50 formiilasyonunun gosterdigi floresans siddeti ise 360/40 nm eksitasyon ve 420/50
nm emisyon dalga boylarinda 6lgiildii. Floresans siddeti degerlerinin konsantrasyona

kars1 grafigi ¢izildi, dogru denklemi ve determinasyon katsayisi hesaplandi.

3.3.1.2.Kesinlik

Kesinlik tayini i¢in, PS nanopartikiil formiilasyonlarinin (PS-NC-51, PS-NC-
250, PS-C-50, PS-C-300) ii¢ farkli konsantrasyonda (40 pg/mL, 20 pg/mL, 10 pg/mL)
cozeltileri ve PVA-L-F2 nm ii¢ farkli konsantrasyonda (41,65 pg/mL, 20,83 pg/mL,
10,41 pg/mL) ¢ozeltileri hazirlandi. Cozeltilerin floresanslari, floresans okuyucu icin
islem gormiis 96 kuyucuklu plakada PVA-L-F2, PS-NC-51, PS-NC-250 ve PS-C-300
formiilasyonlar1 i¢in 485/20 nm eksitasyon ve 530/25 nm emisyon dalga boylarinda;
PS-C-50 formiilasyonu i¢in ise 360/40 nm eksitasyon ve 420/50 nm emisyon dalga
boylarinda okundu. Her konsantrasyon degeri i¢in deney alt1 kez tekrarlandi. 1. giin igin
yapilan tiim bu caligmalar 2. ve 3. giinlerde de yapildi. Ug giin boyunca elde edilen

sonuglarin ortalamalari alindi, SD ve % CV degerleri hesaplandi.

3.3.1.3.Dogruluk

Kullanilan analitik yontemin dogrulugunu saptamak i¢in, PS nanopartikiil
formiilasyonlarimin  (PS-NC-51, PS-NC-250, PS-C-50, PS-C-300) ¢ farkh
konsantrasyonda (40 pg/mL, 20 pg/mL, 10 pg/mL) ¢ozeltileri ve PVA-L-F2 nin iig
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farkl1 konsantrasyonda (41,65 pg/mL, 20,83 pg/mL, 10,41 pg/mL) cozeltileri
hazirlandi. Cozeltilerin floresanslari, floresans okuyucu i¢in islem gormiis 96 kuyucuklu
plakada PVA-L-F2, PS-NC-51, PS-NC-250 ve PS-C-300 formiilasyonlar1 i¢in 485/20
nm eksitasyon ve 530/25 nm emisyon dalga boylarinda; PS-C-50 formiilasyonu i¢in ise
360/40 nm eksitasyon ve 420/50 nm emisyon dalga boylarinda okundu. Her
konsantrasyon i¢in deney alt1 kez tekrarlandi. Elde edilen sonuglardan dogru denklemi
yardimiyla, ¢oOzeltilerdeki nanopartikiil konsantrasyonu hesaplandi. Yontemin

dogrulugu, degisim katsayist degeri (% CV) hesaplanarak saptandi.

3.3.1.4.Secicilik
Yontem 1.1.4. de anlatildig: sekilde fluoresans icermeyen bos PV A nanopartikiil

formiilasyonunun miktar tayini yonteminin segiciligi saptandi.

3.4.Nanopartikiillerin Karakterizasyonu ile ilgili Yapilan Cahsmalar
Hazirlanan PVA nanopartikiil formiilasyonlar1 {iizerinde asagida belirtilen

karakterizasyon ¢alismalar1 yapilmistir.

3.4.1.Nanopartikiillerin Yiizey Ozelliklerinin incelenmesi
Nanog¢oktiirme yontemi ile elde edilen PVA nanopartikiillerinin ylizey
ozellikleri ve sekilleri, kriyojenik transmisyon elektron mikroskobu (cryo-TEM: cryo

Transmission Electron Microscopy) ile fotograflar ¢ekilerek incelendi.

3.4.2.Partikiil Biiyiikliigii Dagilim Analizi

Nanog¢dktiirme yontemi ile 6n ¢alismalarda hazirlanan PV A nanopartikiillerinin
(PVA-UL-F1, PVA-UL-F2, PVA-UL-F3, PVA-UL-F4, PVA-UL-F5, PVA-UL-F6,
PVA-L-F2) partikiil biiyiikliigii dagilim analizi foton korelasyon spektroskopisi (PCS:

Photon Correlation Spectrometer) kullanilarak yapildi.

PVA nanopartikiillerinin distile su (refraktif indeks: 1,33 , viskozite: 8,90 x 10
Pa.s) i¢inde farkli konsantrasyonlarda (0,05 mg/mL, 0,0625 mg/mL, 0,1 mg/mL, 0,125
mg/mL, 0,25 mg/mL) dispersiyonlar1 hazirlandi ve foton korelasyon spektroskopisi
kullanilarak nanopartikiil biytikligii ve dagilimi tayin edildi. Nanopartikiil
konsantrasyonu, foton korelasyon spektroskopisiyle okunan etkin partikiil ¢apina karsi
isaretlendi. Elde edilen egrinin regresyon katsayisi bulundu. Regresyon katsayisi

ortalama partikiil biiyiikliigii olarak hesaplandi.
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3.4.3.Nanopartikiillerin Verimi
Nanog¢dktiirme yontemi ile elde edilen PV A nanopartikiilleri tartildi ve asagidaki

formiil (3-2) yardimiyla elde edilen nanopartikiil verimleri hesaplandi.

Verim (%) = Tartilan miktar (g)

an mi x 100 (3-2)
Teorik agirlik (g)

3.4.4.Nanopartikiillerin Yiizey Yiiklerinin (Zeta Potansiyel) Tayin Edilmesi

PVA nanopartikiillerinin (PVA-UL-F2, PVA-L-F2) ve PS nanopartikiillerinin
(PS-NC-51, PS-NC-250, PS-C-50, PS-C-300) yiizey yiikleri Zetametre (Alan Giicii:
0-60 kV/m, Elektrod: akrilik destekli palladyum elektrod, Iletkenlik Araligi: 0-20 S/m)
kullanilarak 25°C de tayin edildi. Nanopartikiil formiilasyonlari, Calu-3 hiicre kiiltiiri
calisma besiyeri ve HBSS ile seyreltildi (% 0,05 a/h) ve zeta potansiyel olglimleri
yapild.

3.4.5.Nanopartikiillerin Stabilitesinin Incelenmesi
PVA-UL-F2 nanopartikiillerinin distile su i¢indeki dispersiyonlarinin (% 0,05
a/h) oda sicakligindaki stabilitesi, 1. giin, 3. giin, 7. giin, 14. giin ve 30. giinde partikiil

biiyiikliiklerinin foton korelasyon spektroskopisiyle 6l¢iilmesi suretiyle degerlendirildi.

Ayrica PVA-L-F2 ve PS nanopartikiil dipersiyonlarinin stabilitesi Calu-3 hiicre
kiiltiirii caligma besiyeri ve HBSS de incelendi. Partikiil biiytikliigii 6l¢timleri 37° C de,

0. saat, 24. saat ve 48. saat sonunda gerceklestirildi.

4.Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

4.1.Hiicre Kiiltiirii

Hiicre kiiltiirii caligmalarinda, Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu (ATCC:
American Type Culture Collection) ndan alinan insan brong epitel hiicresi Calu-3 ve
insan alveol epitel hiicresi A549 kullanildi. Her iki hiicre grubu da adezif sekilde hiicre
kiiltiirii erleninde tek tabakali olarak iireme 6zelligine sahiptir. Calu-3 hiicreleri, hiicre
kiiltiiri ¢alisma besiyeri (working media) olarak 500 mL Dulbeco’s Modified Eagle’s
Medium Nutrient Mixture F-12 Ham (1:1) (DMEM), 50 mL fetal sigir serumu (FBS:
fetal bovine serum), 5 mL esansiyel olmayan amino asit ¢ozeltisi (x100), 5 mL

L-glutamin ¢ozeltisi (200 mM) ve 5 mL penisilin-streptomisin ¢ozeltisi (10000
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tinite/mL Penisilin and 10 mg/mL Streptomisin) ile desteklendi. A549 hiicreleri calisma
besiyeri olarak 500 mL Minimum Essential Medium (MEM), 50 mL FBS, 5 mL
L-glutamin ¢ozeltisi (200 mM) ve 5 mL penisilin-streptomisin ¢ozeltisi (10000
tinite/mL  Penisilin and 10 mg/mL Streptomisin) ile desteklendi. Hiicreler,
nemlendirilmis % 5 CO,-% 95 atmosferik hava inkiibatoriinde 37°C de inkiibe edildi.
S1v1 azot iginde (-196°C de) saklanan hiicre dispersiyonlarini igeren siseler 25°C de su
banyosunda 1-2 dakika bekletildi ve pipet yardimiyla 75 cm? lik hiicre kiiltiirii erlenine
alinarak iizerine 12 mL besiyeri eklendi. % 85 doygunluga (confluency) ulastig1 zaman
alt kiiltiir (sub-culture) yapildi ve 162 cm® lik hiicre kiiltiirii erlenine ekim yapilarak
tizerine 22 mL besiyeri ilave edildi. Calu-3 ve A549 hiicreleri ¢alisma siiresince alt
kiiltiir diger ismiyle pasajlama iglemine tabi tutuldu. Kullanilan Calu-3 hiicrelerinin
pasaj numaralar1 32-54 ve A549 hiicrelerinin pasaj numaralart ise 115-119 dur. Hiicre
kiiltiiri ¢aligma besiyeri 48 saatte bir degistirildi. Hiicreler her hafta 1:3 bdliinme

oraninda 5 mL tripsin : EDTA ¢6zeltisi (% 0,25) ile pasajlandi.

4.2 Hiicrelerin Mikroskobik Sayim

Calu-3 hiicreleri ve AS549 hiicreleri, pasajlama islemi Oncesi, toksisite
caligmalarinda 96 kuyucuklu plakaya ekilmeden once, radyoaktif mannitol gecis
calismalarinda, nanopartikiil gecis calismalarinda ve hiicre i¢i alim ¢alismalarinda ise
Transwell gegirgen hiicre kiiltiirii destek kabina ekilmeden 6nce dogrudan mikroskobik
sayima tabi tutuldu; toplam canli ve &lii hiicre sayilar1 belirlendi. ilk olarak
buzdolabindan alinan fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS: phosphate buffered saline),
tripsin-EDTA ¢ozeltisi ve hiicre kiiltiirii ¢calisma besiyeri 37°C ye ulasana dek su
banyosunda bekletildi. Inkiibatdrden alinan hiicre kiiltiirii erleni mikroskop altina
yerlestirilerek kontaminasyon tagimadigi, adezifligi ve doygunlugu kontrol edildi. Sinif-
IT mikrobiyolojik giivenlik kabini altinda agilan erlenden hiicre kiiltiirli siispansiyonu
erlen tabanina degmeden dikkatlice pipet yardimiyla uzaklastirildi. Erlenin i¢i 2 kez
10 mL PBS ile yikandi ve ardindan 5 mL tripsin-EDTA c¢ozeltisi ilave edildi. Erlen
inkiibatorde 37°C de 100 devir/dakika hizda 30 dakika siireyle bekletilerek adezif
haldeki hiicrelerin erlen tabanindan ayrilmasi saglandi. 10 mL hiicre kiiltiirii ¢calisma
besiyeri ilave edildi ve tripsininin etkisi durduruldu. Hiicre siispansiyonu bir santrifiij
tiipiine aktarildi ve 1500 devir/dakika hizda 25 °C de 4250 donme hareketinde (rotor)
5 dakika boyunca santrifiij edildi. Ustte toplanan sivi ¢alisma kabini altinda
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uzaklastirildi ve dipte toplanan hiicre pelleti 10 mL besiyeri ile resiispande edilerek
dikkatlice karistirildi. Elde edilen hiicre siispansyonundan 100 pL bir ependorf tiipe
aktarildi ve lzerine 100 pL tripan mavisi ¢ozeltisi (% 0,4 a/h) eklenerek iyice
karistirildi (seyreltme faktorii =2). Neubauer tip hiicre sayici (hemasitometre) lami
tizerine lamel yerlestirildi (Sekil 8) ve olusan dairecekler kenarlarindan yaklasik
5-10 pL hiicre siispansiyonu ile kapiler etkiyle dolduruldu (Sekil 9). Isik mikroskobu
altinda, hiicre sayici lami olusturan dort karenin kenar ¢izgileri hari¢ ilizerlerindeki
hiicreler sayildi (Sekil 10) Yasayan hiicreler parlak ve renksiz goriiliirken 6li hiicreler
maviye boyandi (Sekil 10). Hiicre sayiminin dogru ve kesin bir sekilde yapilabilmesi
icin ideal olarak her islemde 200 ve iizeri hiicre sayildi. Yasayan hiicrelerin

konsantrasyonunu hesaplamak i¢in asagidaki formiil kullanildi:
Yasayan Hiicre Konsantrasyonu (hiicre/mL) =A x Bx C

A: Sayilan yasayan hiicre sayisinin ortalamasi (4 karede sayim yapildigindan toplam

say1 dorde boliinerek ortalama sayi tespit edilir)

B: Seyreltme faktorii = 2 (Hiicre siispansiyonu esit hacim tripan mavisi ¢ozeltisiyle

karistirildigindan 2 olarak alinir)
C: Diizeltme faktorii = 10?

Yasayan hiicre konsantrasyonu hesaplandiktan sonra orijinal hiicre
siispansiyonu, hiicre kiiltiirii calismalarinda istenilen konsantrasyonlara hiicre kiiltiirii

calisma besiyeri kullanilarak seyreltildi.

Sekil 8 : Hemasitometreye ait sekil



Sekil 9 : Hemasitometreye hiicre Kiiltiirii siispansiyonunun uygulanmasina ait sekil
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Sekil 10 : Neubauer tip hiicre sayiciya (hemasitometre) ait lam [A, B, C, D olarak
isaretlenmis 1 mm?2 lik dort adet kare iizerindeki parlak renksiz hiicreler sayilir. Mavi
renkteki daireler 6lii hiicreleri gostermektedir. Karelerin orta kenar ¢izgileri iizerine

diisen hiicreler de sayim islemine tabi tutulurken diger kenardakiler (0 seklinde
gosterilen daireler) sayilmaz.]
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4.3.Toksisite Calismalar:

Toksisite  calismalarinda in  vitro,  3-[4,5-Dimetiltiazol-2il]-2,5-difenil
tetrazolyum bromid (MTT) yontemi kullanildi. Bu test, yasayan hiicrelerde
mitokondriyal siiksinat dehidrojenazin, sar1 tetrazolyum tuzu MTT yi mor renkli
formazana indirgemesine dayanan kolorimetrik bir yontemdir. Hiicre yasayabilirligi,

mitokondriyal dehidrojenaz aktivitesi dlgiilerek tespit edilmektedir.

4.3.1. MTT Yonteminin Validasyonu

Dogru, kesin ve tekrar edilebilir sonuglara ulasmak amaciyla MTT ydntemi
valide edildi. Absorbans ve yasayan hiicre sayisi arasindaki dogrusal iliskiyi gostermek
tizere Calu-3 ve A549 hiicrelerine ait kalibrasyon egrileri ¢izildi. Validasyon ¢alismasi

ile absorbanstaki artisin yasayan hiicre sayisi ile orantili oldugu ispatlandi.

Hiicre kiiltiirii i¢in islem goérmiis 96 kuyucuklu plakanin, plakanin kenarlarinda
yer alan kuyucuklar i¢indeki sivinin buharlagma riskine karsi1 kenar kuyucuklar1 harig¢
kalan 60 kuyucuguna 100 pL besiyeri uyguland:. 5 x 10> hiicre/mL konsantrasyonunda
stok hiicre siispansiyonu hazirlandi ve plakanin soldan uygulama yapilacak ilk
kolonundaki kuyucuklarin her birine 200 uL hiicre slispansiyonu uygulandi. Daha sonra
plakanin ilk kolonundaki kuyucuklardaki hiicre siispansiyonundan, ¢ok uglu pipet
vasitastyla 100 pL alindi ve bir yan kolona aktarilarak mevcut besiyeri ile iyice
karistirildi. Isleme plakanin sirayla kalan kolonlarindaki besiyerinin giderek seyreltilen
hiicre siispansiyonun ilave edilmesiyle devam edildi. Cok u¢lu pipet yardimiyla yapilan
seri seyreltmelerle plakanin son kolonuna (sadece besiyeri iceren kontrol kolonu)
gelindiginde isleme son verildi. Plaka, % 5 CO, igeren inkiibatorde 37°C de 24 saat
inkiibe edildi. Bu siire sonunda, ¢aligma kabini altinda daha 6nceden 0,2 um por ¢apl
membran filtreden gegirilerek sterilize edilmis MTT ¢ozeltisinden (0,5 mg/mL) her bir
kuyucuga 50 pL ilave edildi ve 4 saat siireyle inkiibatorde bekletildi. Plaka siire
sonunda inkiibatorden ¢ikarild1 ve hiicre kaybina izin vermeden kuyucuklarin i¢indeki
hiicre stispansiyonu-MTT karisimi ¢ok hassas bir sekilde uzaklastirildi. Herbir
kuyucuga, 1:1 oranindaki dimetilformamid: distile su i¢inde ¢oziindiiriilmiis Sodyum
Dodesil Siilfat (SDS) cozeltisinden (%10 a/h) 100 pL ilave edildi. Plaka, % 5 CO;
iceren inkiibatorde 37°C de 24 saat inkiibe edildi. Siire bitiminde spektrofotometreye
(SpectraMax) yerlestirilen plakadan 570 nm dalga boyunda okuma yapildi. Referans
dalga boyu olarak 650 nm secildi. Her bir noktaya ait absorbans degerleri yazildi.
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Bulunan degerlerden arka plan (background) absorbans degerleri cikarilarak gercek
absorbans degerleri elde edildi. Grafikte hiicre sayisina kars1 gelen absorbans degerleri
isaretlenerek kalibrasyon egrisi ¢izildi. Herbir hiicre grubu i¢in deney dort farkli ve
bagimsiz plaka iizerinde, her bir konsantrasyon her plaka {izerinde alti kuyucuk

tizerinde tekrarlandi (n=4x6).

4.3.2. MTT Yontemi ile PVA ve PS Nanopartikiil Formiilasyonlarinin Akciger
Hiicreleri Yasayabilirligi Uzerindeki Etkisinin incelenmesi

PVA nanopartikiil formiilasyonlarinin (PVA-NC-UL, PVA-NC-L) ve PS
nanopartikiil formiilasyonlarinin (PS-C-50, PS-NC-51, PS-NC-250, PS-C-300), PVA
nanopartikiillerinin hazirlanmasinda kullanilan stabilite arttirict polimer karisiminin ve
toksik etkisi bilinen bakir nanopartikiillerinin Calu-3 ve A549 hiicreleri yasayabilirligi
tizerine etkileri, MTT yontemi ile incelendi. Test siispansiyonlar1 olarak PVA ve PS
nanopartikiil formiilasyonlarinin 7 farkli konsantrasyonu (0,1 mg/mL, 0,25 mg/mL, 0,5
mg/mL, 1 mg/mL, 2 mg/mL, 5 mg/mL, 10 mg/mL); PVA nanopartikiillerinin
hazirlanmasinda kullanilan stabilite arttirict polimer karisiminin  (polivinilalkol-
polivinilpirolidon K15) 8 farkli konsantrasyonu (0,001 g/mL, 0,01 g/mL, 0,05 g/mL, 0,1
g/mL, 0,15 g/mL, 0,2 g/mL, 0,25 g/mL, 0,3 g/mL) ve toksik etkisi bilinen bakir
nanopartikiillerinin 7 farkli konsantrasyonu (0,001 pg/mL, 0,01 pg/mL, 0,1 pg/mL, 0,5
ug/mL, 1 pg/mL, 10 pg/mL, 40 pg/mL) kullanilda.

1 x 10° hiicre/mL konsantrasyonunda stok hiicre siispansiyonu hazirlandi ve
hiicre kiiltiirii i¢in islem gérmiis 96 kuyucuklu plakanin, buharlasma riskine kars1 kenar
kuyucuklar1 hari¢ kalan 60 kuyucugunun her birine stok c¢ozeltiden seyreltilerek
hazirlanan 1 x 10 hiicre iceren 100 pL hiicre siispansiyonu ekildi. Plaka, % 5 CO,
iceren inkiibatorde 37°C de 24 saat inkiibe edildi. Tiim test edilecek formiilasyonlar ve
kontrol ¢ozeltileri 6nceden 37 °C’ye getirilmis %2 FBS iceren hiicre kiiltiirii calisma
besiyeri ile hazirlandi. 24 saat inkiibasyondan sonra kuyucuklarin i¢indeki besiyeri
uzaklastirildi ve plakanin kuyucuklarina, 100 pL test siispansiyonu (n=6) veya negatif
kontrol olarak 100 pL, %2 FBS iceren hiicre kiiltiirii ¢aligma besiyeri (n=6) ya da
pozitif kontrol olarak 100 pL, %2 SDS ¢ozeltisi (n=6) uygulandi. 37 °C de, %5 CO,
ortamda 24 saat siireyle inkiibe edildi. Siire sonunda her bir kuyucuga, fosfat tamponlu
tuz ¢ozeltisi (pH=7,3) i¢indeki 50 ul MTT (0.5 mg/mL) ilave edildi ve 4 saat daha

inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda olusan formazan kristallerini yerlerinden
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oynatmaksizin kuyucuklardaki ¢6zelti dikkatlice uzaklastirildi ve her bir kuyucuga , 1:1
oranindaki dimetilformamid: distile su i¢inde ¢ozilindiiriilmiis sodyum dodesil siilfat
(SDS) ¢ozeltisinden (%10 a/h) 100 pL ilave edildi. Plaka, % 5 CO, igeren inkiibatorde
37°C de 24 saat inkiibe edildi (Sekil 11). Siire bitiminde spektrofotometreye
(SpectraMax) yerlestirilen plakadan 570 nm dalga boyunda okuma yapildi. Referans
dalga boyu olarak 650 nm secildi. Her bir noktaya ait absorbans degerleri yazildi.
Bulunan degerlerden arka plan (background) absorbans degerleri ¢ikarilarak gergek
absorbans degerleri elde edildi. Hicbir test maddesi eklenmeyen kontrol kiiltiirlerinden
elde edilen absorbans degerlerinin ortalamasi alinarak bu deger % 100 kabul edildi. Test
maddesi uygulanmis olan kiiltiirlerden elde edilen absorbans degerleri ve kontrol
absorbans degerlerinden sirayla SDS ¢ozeltisinin gosterdigi absorbans ¢ikarildi.
Bulunan degerler birbirine oranlandi ve onun yiizdesi % hiicre yasayabilirligi olarak
hesaplandi. Her bir test grubu i¢in deney ti¢ farkli ve bagimsiz plaka iizerinde, her bir

konsantrasyon her plaka tizerinde alt1 kuyucuk {izerinde tekrarlandi (n=3x6).

Sekil 11 : MTT yonteminde SDS cozeltisi ilavesinden sonra 24 saat inkiibe edilmis 96
kuyucuklu plakaya ait fotograf

4.4.Transepitel Elektrik Direnci (TER: Transepithelial Electrical Resistance)
Ol¢iimii

PVA ve PS nanopartikiil formiilasyonlarinin (PVA-UL-F2, PVA-L,F2, PS-NC-
51, PS-NC-250, PS-C-50, PS-C-300) transepitel elektrik direnci (TER) 6l¢iimii ile hiicre

biitlinliigii iizerine etkileri arastirildi.
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TER oOl¢timii serit seklindeki giimiis kloriir cubuk elektrodlar ve EVOM
voltometre ile hava-sivi arayiizey kiiltiir kosullarinda (air-liquid interfaced cell culture)
9-11 giin siireyle kiiltiir edilmis Calu-3 hiicreleri tlizerinde gerceklestirildi (Sekil 12).
Calu-3 hiicreleri, 2,24 x 10° hiicre/mL konsantrasyonda Transwell gegirgen hiicre
kiiltiirti destek kabinin apikal boliimiine ekildi. Ekimden 2 giin sonra hava-sivi araylizey
kosullarim1 saglamak {izere apikal boliimdeki besiyeri uzaklastirildi ve hiicrelerin

inkiibasyon siiresi boyunca sadece bazolateral boliimdeki besiyeri degistirildi.

Test edilen nanopartikiil formiilasyonlarmin HBBS i¢inde hazirlanan 4 farkl
konsantrasyonunun (1 mg/mL, 5 mg/mL, 10 mg/mL) ve kontrol ¢ozeltisi olarak HBSS
in hiicre lizerine etkisi incelendi. Her bir konsantrasyon 12 kuyucuklu Transwell
gecirgen hiicre kiiltiirii destek kabinin 3 kuyucugunda test edildi (n=3). TER o6l¢iimiine
ge¢meden Once, hiicre kiiltiirii destek kabinin apikal ve bazolateral boliimleri sirasiyla
500 puL ve 1500 uLL HBSS ile yikandi ve denge halinin saglanmasi i¢in HBSS ile 30
dakika inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra HBSS uzaklastirild1 ve apikal boliime 510
uL test Ornegi, bazolateral boliime 1500 pL taze HBSS ilave edildi. Hiicrelerin
gosterdigi transepitel elektrik direnci takip eden 4 saat boyunca araliklarla (30. dakika,
60. dakika, 120. dakika, 180. dakika, 240. dakika) o6l¢iildii. TER o6l¢iimiinde
voltometreye bagli ¢ubuk elektrodlarin kisa bacagi apikal boliime daldirilirken, uzun
bacag1 bazolateral boliimde tutularak okuma yapildi. TER, Transwell gecirgen hiicre
kiiltiirti destek kabi ylizey alanimna gore hesaplandi. TER hesaplamasinda kullanilan

formiil asagida verildi:

A= tp aninda okunan TER degeri — hiicre ekilmemis membran filtrenin elektrik direnci
B= ¢, aninda okunan TER degeri — hiicre ekilmemis membran filtrenin elektrik direnci
C= kontrol (HBSS) TER degeri

D= t; anindaki ger¢ek TER degeri=B /A
C
% TER (Q.cm®)=D (Q) x Alan (cm®) x 100
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Sekil 12 : Transepitel elektrik direncini dl¢cen cubuk elektrodlara sahip EVOM
voltometreye ait sekil (STX-2 and Evom G, World Precision Instruments, Stevenage, UK)

4.5.insan Brons Hiicrelerinin [14C]- Mannitol Gecirgenligi

PVA ve PS nanopartikiil formiilasyonlarinin (PVA-UL-F2, PVA-L,F2, PS-NC-
51, PS-NC-250, PS-C-50, PS-C-300), ["*C]-Mannitol gecirgenlik caligmalar ile hiicre
biitiinligii tizerine etkileri arastirild. ['*C]-radyoaktif isaretlenmis mannitol konsantresi,
HBSS ile seyreltilerek 8.176 x 10~ pmol/mL (spesifik aktivitesi: 2.26 GBq / mmol)

konsantrasyonda gecirgenlik calismasinda kullanildi.

Yontem 4.4. de anlatildigr sekilde Calu-3 hiicreleri hava-sivi araylizey

kosullarinda 2,24 x 10° hiicre/mL konsantrasyonda 9-11 giin siireyle kiiltiir edildi.

Test edilen nanopartikiil formiilasyonlarinin HBBS i¢inde hazirlanan 4 farkli
konsantrasyonunun (1 mg/mL, 5 mg/mL, 10 mg/mL) ve kontrol ¢ozeltisi olarak HBSS
in hiicre iizerine etkisi incelendi. Her bir konsantrasyon 12 kuyucuklu Transwell
gecirgen hiicre kiiltiirii destek kabinin 3 kuyucugunda test edildi (n=3). [*C]- Mannitol
gecirgenlik calismasinda ilk olarak, hiicre kiiltiirii destek kabinin apikal ve bazolateral
boliimleri sirasiyla 500 pL ve 1500 puLL HBSS ile yikandi ve denge halinin saglanmasi
icin HBSS ile 30 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra HBSS uzaklastirildi.
Bazolateral boliime 1500 pL taze HBSS ve apikal boliime 510 pl test ¢dzeltisinin
t=0"da apikal bolime uygulanmasiyla gegis ¢aligmasi baslatildi. Mannitol gecisi apikal
yonden bazolateral boliime dogru 6lgiildii. ilk 1 dakika iginde herbir kuyucugun apikal
(donor) boltimiinden 10 pL test ¢ozelti 6rnegi baslangi¢ apikal konsantrasyonunu (C,)
tespit etmek iizere alindi. Gegis calismalari, 37 °C nemlendirilmis %95 hava %5 CO;
inkiibatoriinde karistirma hareketi uygulanmaksizin gergeklestirildi. 30. dakika, 60.
dakika, 120. dakika, 180. dakika sonunda 500 pL 6rnek bazolateral bdliimden alindi ve
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yerine 37 °C’deki 500 uL HBSS ilave edildi. Takiben hiicreler, 37 °C nemlendirilmis
%95 hava %5 CO; inkiibator ortamina dondiiriildii. Son 6rnek alma zamani olan 240.
dakikada, Transwell gecirgen hiicre kiiltlirii destek kabimnin apikal ve bazolateral
boliimlerinden sirasiyla 10 uL ve 500 puL 6rnek alindi. Alinan 10 pL 6rnek son apikal
konsantrasyonunu hesaplamada kullanildi. Hiicrelerin TER degeri, serit seklindeki
glimiis kloriir cubuk elektrodlar ve EVOM voltometre ile her 6rnek alma zamaninda ve

gecirgenlik caligmasi bitiminde 6l¢iildii.

Toplanan radyoaktif isaretli 6rneklere (500 pL), 5 mL Ready Protein™ 1g1ma
(sintilant) kokteyli ilave edildi ve sivi 1s1ma (sintilasyon) sayaci (Sekil 13) ile analiz
edildi.

P,,p degerine ulasmak amaciyla bazolateral boliimdeki kiimiilatif mannitol

miktari, nanopartikiil konsantrasyonunun bir fonksiyonu olarak hesaplandi.

Calu-3 hiicrelerinin mannitol gecirgenligi asagidaki formiil (3-3) kullanilarak

bulundu:

dQ/dt
AC,

F app =
(3-3)

dO/dt (mol.s™) gecis hizidir ve her bir 6rnek alma zamaninda bazolateral
boliimdeki ila¢ (radyoaktif mannitol ile isaretlenmis nanopartikiil) artisinin bir
gostergesidir. 4 (cm?) Transwell gegirgen hiicre kiiltiirii destek kabimimn yiizey alanini,

C, (mol.cm™) ise apikal boliimdeki baslangi¢ konsantrasyonunu ifade eder.
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LS 5500 o s ittt e

Sekil 13 : Sivi 1Is1ma sayacina ait sekil (Multi-Purpose Liquid Scintillation Counter LS
6500) (Beckman Coulter, USA)

4.6.Nanopartikiillerin Insan Brons Epitel Hiicrelerinden (Calu-3) Gegis
Calismalar:

On nanopartikiil gecis ¢alismalarinda, Transwell gecirgen hiicre kiiltiirii destek
kab1 filtresinin olusturabilecegi bariyer etkisinin kaldirilmasi amaciyla farkli por
biiytikliklerine (0,4 pm, 1 pm, 3 pm) sahip filtreler kullanilarak, aralarindan
nanopartikiil gecisine etki etmeyen filtre se¢ildi. Bu sekilde gecise etki eden diger
faktorler elimine edilerek, hiicrenin nanopartikiil gegisine etkisi tek basina
degerlendildi. Transwell gecirgen hiicre kiiltlirii destek kabinin apikal-bazolateral
boliimlerine uygulanan hacimler, 0,4 um, 1 pm, 3 pm por biiyiikliigiine sahip filtrelerle
calisirken sirasiyla, 500 pL-1500 pL, 100 pL-600 pL, 1500 pL-2600 pL olarak
belirlendi. On ¢aligmalar neticesinde, 1 um por biiyiikliigiine sahip Transwell gegirgen

hiicre kiiltiirii destek kab filtresi nanopartikiil gecis caligsmalari i¢in segildi.

Yontem 4.4. de anlatildigi sekilde Calu-3 hiicreleri hava-sivi  arayiizey

kosullarinda 2,24 x 10° hiicre/mL konsantrasyonda 9-11 giin siireyle kiiltiir edildi.

Nanopartikiillerin Calu-3 hiicrelerinden gecis calismasinda, PVA ve PS
nanopartikiillerinin (PVA-UL-F2, PVA-L,F2, PS-NC-51, PS-NC-250, PS-C-50, PS-C-
300), HBBS icinde hazirlanan 5 mg/mL konsantrasyondaki silispansiyonlarinin ve
kontrol ¢ozeltisi olarak HBSS in hiicre {izerine etkisi incelendi. Her bir test 6rnegi 12

kuyucuklu 1 um por capina sahip Transwell gecirgen hiicre kiiltiirii destek kabinin 3
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kuyucugunda test edildi (n=3). Hiicre kiiltiirii destek kabinin apikal ve bazolateral
boliimleri sirasiyla 100 uL ve 600 uLL HBSS ile yikandi ve denge halinin saglanmasi
icin HBSS ile 30 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra HBSS uzaklastirildi.
Bazolateral boliime 600 pL taze HBSS ve apikal boliime 110 pl test ¢ozeltisinin =0 da
apikal bolime uygulanmasiyla nanopartikiil gecis c¢alismasi baglatildi (Sekil 14).
Nanopartikiil gegisi apikal ydnden bazolateral béliime dogru olgiildii. ilk 1 dakika
icinde herbir kuyucugun apikal (donor) boliimiinden 10 pl test ¢ozelti 6rnegi baslangic
apikal konsantrasyonunu (C,) tespit etmek tiizere alindi. Gegis g¢aligmalari, 37 °C
nemlendirilmis %95 hava %5 CO, inkiibatoriinde 100 devir/dakika hizda karistirma
hareketi uygulanarak gerceklestirildi. 4. saat ve 8. saat sonunda 100 pL Ornek
bazolateral boliimden alindi ve yerine 37 °C’deki 100 uL. HBSS ilave edildi. Takiben
hiicreler, 37 °C nemlendirilmis %95 hava %5 CO; inkiibator ortamina dondiiriildii. Son
ornek alma zamani olan 24. saatte, Transwell gegirgen hiicre kiiltiirii destek kabinin
apikal ve bazolateral boliimlerinden sirasiyla 10 pLL ve 100 pL 6rnek alindi. Alinan
10 pL 6rnek son apikal konsantrasyonunu hesaplamada kullanildi. Hiicrelerin TER
degeri, serit seklindeki giimiis kloriir cubuk elektrodlar ve EVOM voltometre ile her
ornek alma zamaninda ve gegirgenlik caligmasi bitiminde dlgiildii. Apikal ve bazolateral
boliimden alinan 6rneklerin konsantrasyonunu saptamak amaciyla, 6rneklerin floresans
siddeti Cytofluor plaka okuyucuda o6l¢iildii. PVA-L-F2, PS-NC-51, PS-NC-250 ve PS-
C-300 formiilasyonlarin gosterdigi floresans 485/20 nm eksitasyon ve 530/25 nm
emisyon dalga boylarinda; PS-C-50 formiilasyonunun gosterdigi floresans siddeti ise
360/40 nm eksitasyon ve 420/50 nm emisyon dalga boylarinda okundu. PVA ve PS
nanopartikiil formiilasyonlarina ait Yontem 3.3.1.1. de anlatildig1 sekilde elde edilen
konsantrasyon- floresans siddeti grafikleri kullanildi. % Geri kazanim ve %

nanopartikiil gecisi asagidaki formiiller kullanilarak hesaplandi.

A= t; aninda apikal nanopartikiil konsantrasyonu + #; aninda bazolateral nanopartikiil

konsantrasyonu

B= 1, aninda apikal nanopartikiil konsantrasyonu

C= t; aninda bazolateral nanopartikiil konsantrasyonu
% Geri kazanim = A/B x100

% Nanopartikiil gegisi=C/A x 100
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Sekil 14 : Floresansh nanopartikiil nanopartikiil gecis calismalarinda kullanilan herbir
kuyucugu 12 mm capinda 1,12 cm* membran biiyiime alanina sahip hiicre Kiiltiirii
calismalari i¢in islem gormiis 12 kuyucuklu Transwell gec¢irgen hiicre kiiltiirii destek
kabina ait fotograf

4.7.Nanopartikiil Akciger Hiicreleri Icine Alim Cahsmalar
PVA ve PS nanopartikiil formiilasyonlarinin (PVA-UL-F2, PVA-L,F2, PS-NC-

51, PS-NC-250, PS-C-50, PS-C-300), Calu-3 hiicreleri ve A549 hiicreleri nanopartikiil
hiicre i¢i alim g¢aligmalar1 konfokal lazer taramali mikroskop (Sekil 15) kullanilarak

gerceklestirildi .

Yontem 4.4. de anlatildig1 sekilde Calu-3 hiicreleri hava-sivi arayiizey kiiltiir
kosullarinda 2,24 x 10> hiicre/mL konsantrasyonda kiiltiir edildi. Ayrica, Calu-3 ve
A549 hiicreleri, hiicre kiiltiirii calisma besiyerine daldirilmis (submerged) kiiltiir
kosullarinda lamel iizerine 2,24 x 10° hiicre/mL konsantrasyonda ekildi. Bu kiiltiir
kosulunda hiicrelerin i¢inde bulundugu besiyeri 2 giinde bir degistirildi. Hiicre
slispansiyonu, hava-sivi arayiizey kosullarinda Transwell geg¢irgen hiicre kiiltiirii destek
kabinin apikal boliimiine 500 pL ve hiicre kiiltiirii ¢alisma besiyerine daldirilmis kiiltiir
kosullarinda lamel iizerine 2000 pL olarak uygulandi. Her iki hiicre grubu da 9 giin

stireyle 37°C’de 5% CO; ortaminda inkiibe edildi.

Hiicreler, HBSS ile 3 kez yikand1 ve 37°C’de 2 saat siireyle 5 mg/mL
nanopartikiil formiilasyonu ile inkiibe edildi. 2 saat inkiibasyondan sonra serbest haldeki
nanopartikiiller HBSS ile 3 kez yikanarak uzaklastirildi. Hiicreler, 100 pL formaldehit
cozeltisiyle (% 3,7 h/h) 10 dakika 37 °C’de inkiibasyonla sabitlendi . Hiicreler HBSS ile



70

tekrar 3 kez yikandi ve 100 pL Triton X-100 (% 0.01 h/h) ile 10 dakika siireyle
muamele edildi. Calu-3 hiicreleri ile g¢alisildiginda, Calu-3 hiicrelerinin yiizeyinden
mukus tabakasini uzaklastirmak icin hiicreler 37 °C’de 500 uLL HBSS ile 1 gece siireyle
inkiibe edildi. Hiicreler bir kez daha HBSS ile yikandiktan sonra, hiicre ¢ekirdegini
boyamak tizere 10 dakika 100 pL 4°, 6-Diamidino-2-phenylindole (DAPI) (1 pg/mL) ya
maruz birakildi. Takiben, hiicre membranim boyamak iizere hiicreler, 100 uL FM® 4-64
FX boyasiyla (kirmiz1 fluoresenash sabit lipofilik stiril boyasi) (5 pg/mL) 10 dakika
siireyle muamele edildi. HBSS ile son bir yikamanin ardindan hiicre tabakasini igeren
Transwell gegirgen hiicre kiiltiirii destek kabi filtresi, plastik tutucu kisimdan bir nester
yardimiyla kesilerek ayrildi ve 2 damla FluorSave ajani damlatilarak lamel {izerine
yerlestirildi. Hiicreler, besiyeri i¢ine daldirilimis kosullarda ekildikleri ortam olan

lamdan ise direk olarak FluorSave ajan1 damlatilmis lamel {izere yerlestirildi.

Hiicreler, 205 nm, 488 nm and 543 nm lazer eksitasyon dalga boylan
kullanilarak konfokal lazer taramali mikroskop ile goriintiilendi. DAPI (emisyon dalga
boyu A= 430-480 nm), KF (emisyon dalga boyu A= 517 nm) ve FM® 4-64FX (emisyon
dalga boyu A= 565-744 nm) floresans emisyonlar1 farkli kanallarda toplandi ve
goriintiiler 63x biiylitme faktorii kullanilarak elde edildi. Her bir taramadan elde edilen
goriintii, yazilimda (LCS Lite, Leica Confocal Software, Leica GmbH, Germany) mavi
(DAPI), yesil (KF) ve kirmizi (FM® 4-64FX) renkler iist iiste yerlestirilerek ¢ok renkli

goriintii elde etmek iizere renklendirildi.



Sekil 15 :

Konfokal lazer taramal mikroskoba ait fotograf
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BULGULAR

1. 5(6)-Karboksifloressein Miktar Tayinine Ait Bulgular

1.1.Miktar Tayini Yonteminin Validasyonu

1.1.1.Dogrusallik
KF Yontem 1.1.1. de anlatildig1 sekilde caligilarak elde edilen standart egrisi

(Sekil 16) ve bu egriye ait dogru denklemi ile determinasyon katsayisi asagida
verilmigtir. Tablo 4 de ise elde edilen ortalama floresans siddeti degerleri (y), standart

sapma (SD) ve % degisim katsayisi (%CV) sonuglar1 6zetlenmistir.

8000 -

7000 -

R® =0,9954
4000 -|

3000 -

Foresans Siddeti

2000

1000 -

0 T T T T T 1
0 0,2 04 0,6 0,8 1 1,2

KF Konsantrasyonu (ug/ml)

Sekil 16 : KF nin florometrik yontemine ait standart egrisi

y=64179 x + 299,99 x: Konsantrasyon y: Floresans Siddeti
R’=0,9954 R?: Determinasyon katsayist



Tablo 4 : KF standart e@risine ait bulgular

Konsantrasyon SD Ccv
Floresans

(ng/mL) ) (%)

1 6742,73 159,29 2,36

0,5 3344,37 57,89 1,73

0,25 2156,18 27,98 1,30

0,125 1125,93 50,6 4,49

0,0625 565,37 16,58 2,93

1.1.2.Kesinlik

73

Yontem 1.1.2. de agiklandig1 gibi calisilarak 3 farkli konsantrasyonda hazirlanan
cozeltilerin 3 giin siiresince yapilan Ol¢limleri sonucu elde edilen degerlere ait giin ici

degisim katsayisinin (%CV) % 0,68 ve giinler arast %CV nin % 1,57 oldugu saptandi.

1.1.3.Dogruluk
Farkli konsantrasyondaki KF miktar tayini ic¢in, yontem 1.1.3. de anlatildig1
sekilde caligilarak yontemin dogrulugu saptandi. Her konsantrasyon i¢in geri kazanma

degeri (%), standart sapma (SD) ve degisim katsayisi (%CV) degerleri Tablo 5 de

verilmistir.

Tablo 5 : KF nin miktar tayininde kullanilan yontemin dogruluguna ait bulgular

Konsantrasyon Geri Kazanma SD Cv
(ng/mL) (%) S (%)

1 100,64 23,51 0,35

0,5 95,95 30,16 0,89

0,125 106,43 16,89 1,46
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1.1.4.Segicilik

Yontem 1.1.4. de belirtildigi gibi c¢alisitlarak PVA  nanopartikiil
formiilasyonlarinda kullanilan maddelerin, KF nin, N-metil-2-pirolidon: HBSS ile
485/20 nm eksitasyon ve 530/25 nm emisyon dalga boylarinda verdigi bir deger

gostermedikleri saptandi.
1.2.PVA nin KF ile Isaretlenmesine Ait Bulgular

KF ile kovalan bagla baglanmis PVA nin etkin bir sekilde ayrilmasini saglamak
tizere ilk olarak ayirma kolonu Sephadex LH-20 den saf haldeki KF gegirilerek kolonda
gosterdigi davranis arastirildi. Bu incelemede, ayirma isleminde kullanilan ¢oéziici
karisimi1 olan 90:10 oranindaki metanol:su bir sonraki asama ile ayn1 ¢aligma kosullarini
saglamak {izere sabit tutuldu. 90:10 metanol: su karisimu ile sisirilmis Sephadex LH-20
kolondan gegirilen 0,5 mg/mL, 2 mg/mL, 4 mg/mL, 20 mg/mL saf KF, toplanan ilk 120
mL lik fraksiyonda anlamli floresans gostermezken; 120 mL den sonraki fraksiyonlarin
floresans degerleri artis gosterdi. Bu artis, saf haldeki KF nin, isaretlenmis polimerden
ilk 120 mL den sonra wuzaklagtirilacagimi ortaya ¢ikardi. Ayrica farkli
konsantrasyonlardaki ~KF  nin  kolondan  gecirilmesi ile elde edilen
grafiklerden,konsantrasyonun KF nin Sephadex LH-20 den ayrilmasi iizerinde etkili bir
faktor olmadig: tespit edildi. Kolonda isaretli polimerin ayrilma islemine ge¢meden
once saf haldeki PVA da kolondan gegirildi. 90:10 metanol: su karisimda
¢coziindiiriilmiis 25 mg/mL ve 100 mg/mL PVA sirayla Sephadex LH-20 den gegirildi
ve fraksiyon hacimlerine karsi elde edilen floresans degerlerini gosteren grafikteki pik
dagilimlarindaki diizensizliklerden hareketle kolondan gecen miktarin arttirilmasiyla
ayirma kalitesinin azaldig1 kararina varildi. Bu baglamda, kolonu doygunluga
ulagtirmayacak sekilde her bir ayirmada yaklasik 60 mg PVA nin uygulanmasinin
uygun olacagi sonucuna varildi. Bu iki 6n aragtirma sayesinde isaretli polimer olan KF-
PVA nim kolondan elde edilen ilk 80 mL lik fraksiyonda toplanacag: tespit edildi. Saf
KF nin farkli konsantrasyonlardaki (0,5 mg/mL, 2 mg/mL, 4 mg/mL, 20 mg/mL)
cozeltileri (Sekil 17-20) ve PVA nin farkli konsantrasyonlardaki (25 mg/mL, 100
mg/mL) ¢ozeltilerinin  (Sekil 21- 22) kolonda ayrildiktan sonra elde edilen
fraksiyonlarinin hacmine kars1 okunan floresans siddeti degerlerini gosteren grafikler

Sekil 17- 23 de verilmistir.
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KF-PVA nin Sephadex LH-20 kolona uygulama isleminin etkinligini tayin
etmek tizere kolondan gecirilmis isaretli polimerin ikinci kez ayirmaya tabi
tutulmasindan sonra elde edilen fraksiyon hacmine karsi 6l¢iilen floresans siddetini
gosteren grafik Sekil 24 de verilmistir. Kovalan bagli KF-PVA nin kolondan ikinci kez
gecirilmesinin ardindan serbest KF nin tesbit edilmemesi isaretli polimerden saf KF nin

uzaklastirildigini ve etkin sekilde PVA nin KF ye baglandigini gosterdi.

2000 -
1800 -
1600 -
1400 -
1200 -

Floresans Siddeti
®
3

O T T T T T 1
(0] 50 100 150 200 250 300

Fraksiyon Hacmi (iml)

Sekil 17 : 0,5 mg/mL KF c¢ozeltisinin gosterdigi floresans siddeti
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Sekil 18 : 2 mg/mL KF c¢ozeltisinin gosterdigi floresans siddeti
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Sekil 19 : 4 mg/mL KF c¢ozeltisinin gosterdigi floresans siddeti
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Sekil 20 : 20 mg/mL KF ¢ozeltisinin gosterdigi floresans siddeti
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Sekil 21 : 25 mg/mL PVA cozeltisinin gosterdigi floresans siddeti
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Sekil 22 : 100 mg/mL PVA ¢ozeltisinin gosterdigi floresans siddeti
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Sekil 23 : KF-PVA nin Sephadex LH-20 kolonda ayrildiktan sonra elde edilen fraksiyon
hacimlerine karsi élciilen agirhk farki ve floresans siddeti degerlerini gosteren grafik
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Floresans Siddeti

2.006.

0 VPN NG0000:

T Y T T Ag et 1
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Fraksiyon Hacmi (ml)

Sekil 24 : 2 mg/mL KF-PVA cozeltisinin ikinci kez Sephadex LH-20 kolona
uygulanmasindan sonra gosterdigi floresans siddeti

KF-PVA nin Yontem 2 de anlatildigi sekilde calisilarak elde edilen standart
egrisi ve bu egriye ait dogru denklemi ile determinasyon katsayist Sekil 25 de
verilmigtir. Tablo 6 da ise elde edilen ortalama floresans siddeti degerleri (y), standart

sapma (SD) ve % degisim katsayisi (%CV) sonuglar1 6zetlenmistir.

Floresans Siddeti

0] 0,2 04 0,6 0,8 1 1,2
KF-PVA Konsantrasyonu (mg/ml)

Sekil 25 : KF-PVA nin florometrik yontemine ait standart egrisi

y=423029x - 2406,8 x: Konsantrasyon y: Floresans
R?=0,9922 R*: Determinasyon katsayisi



80

Tablo 6 : KF-PVA nin standart egrisine ait bulgular

Konsantrasyon KF Floresans SD Cv
(mg/mL) Agirhg: (ng) Siddeti (€3] (%)

1 100 40995,33 79,57 1,17

0,5 50 16681,67 30,63 0,91

0,25 25 7269,33 28,59 1,33
0,125 12,50 3531,33 15,20 1,32
0,0625 6,25 1450 17,92 3,14

Isaretleme etkinliginin (labeling efficiency) belirlenmesi igin literatiirde kayitl
konsantrasyon-agirlik doniistiirme prensibi kullanilmistir (221). Isaretleme yiizdesi KF
agirlik ylizdesinin KF-PVA agirlik yiizdesine bdliinmesi suretiyle hesaplanmistir.
Isaretleme etkinligi hesaplanirken agirlik/agirlik prensibine gore ¢alisildigindan kolaylik
saglamas1 bakimindan kalibrasyon egrileri x degerleri konsantrasyondan (mg/mL)
agirhga (mg) cevrilmistir. Bu c¢evirmede, floremetrede okunan plakanin her bir
kuyucuguna 100 pL uygulandigindan hesaplanan konsantrasyon degerleri (1 mg/1 mL=

1 mg/1000 pL) 1/10 a béliinmek suretiyle mg cinsinden agirlik degerlerine gecilmistir.

On c¢alismalarda, 1:10 (a/a) KF:PVA orani kullanilarak hazirlanan ilk
formiilasyonun diisiik floresansla isaretlenme etkinligi (Floresansla Isaretlenme
Etkinligi= % 0,07 + 0,02) gostermesi sebebiyle PVA nin daha yiiksek miktarda
kullanildig:r 1:1 oranindaki (a/a) KF-PVA formiilasyonu secildi. 1:1 oranindaki KF-
PVA, 1:10 oranindaki KF:PVA ya gore anlamli derecede daha yliksl isaretleme
etkinligine sahip oldugu bulundu (p<0,05).

Tablo 7 de, KF-PVA nin isaretlenme etkinligine ait hesaplama 6zetlenmistir.
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Tablo 7 : KF-PVA nin floresansla isaretlenme etkinligi

Ortalama
Floresansla Floresansla
KF-PVA Agirhgi| KF Agirhig ) )
KF Agirhg: / Isaretlenme Isaretlenme
he) o) KF-PVA Agirh@ Etkinligi Etkinligi
(ng/ng) (%) (%)
50 0,2552 0,005104 0,5104
25 0,1086 0,004344 0,4344 0,45 + 0,06
12,5 0,0503 0,004024 0,4024

2.Nanopartikiiller Uzerinde Yapilan Calismalara Ait Bulgular

2.1.PVA Nanopartikiilleri On Formiilasyon Calismalarina Ait Bulgular
On formiilasyon c¢alismalari sonucunda, i¢ fazi olusturan PVA ¢dzelti
konsantrasyonu olarak % 1 ve dis faza eklenen PVA c¢o6zelti hacmi olarak 3 mL en

uygun parametreler (PVA-UL-F2 ) olarak tespit edildi.

2.2.Floresans Iceren PVA ve PS Nanopartikiillerinin Miktar Tayininin Ait
Bulgular

2.2.1.Floresans iceren PVA ve PS Nanopartikiillerinin Miktar Tayini Yonteminin
Validasyonu

2.2.1.1.Dogrusallik

PS nanopartikiil formiilasyonlarinin (PS-NC-51, PS-NC-250, PS-C-50, PS-C-
300) Yontem 3.3.1.1. de anlatildig: sekilde calisilarak elde edilen standart egrileri (Sekil
26-30) ve bu egrilere ait dogru denklemleri ile determinasyon katsayilar1 asagida
verilmistir. Tablo 8-12 de ise elde edilen ortalama floresans siddeti degerleri (y),

standart sapma (SD) ve % degisim katsayis1 (%CV) sonuglar1 6zetlenmistir.
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Sekil 26 : PS-NC-51 nanopartikiillerinin fluorometrik yontemine ait standart egrisi

y=1308,9x — 556,98
R?=0,9975

x: Konsantrasyon

R”: Determinasyon katsayisi

y: Floresans Siddeti

Tablo 8 : PS-NC-51 nanopartikiillerinin standart egrisine ait bulgular

Konsantrasyon| Floresans SD Ccv
(ng/mL) Siddeti ) (%)

40 52806,30 1013,27 1,92

20 23779,70 315,59 1,33

10 11943,40 293,21 2,46

5 6100,87 227,42 3,73

2,5 3057,33 71,76 2,35

1,25 1545,47 34,95 2,26
0,625 758,07 12,67 1,67
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Sekil 27 : PS-NC-250 nanopartikiillerinin florometrik yontemine ait standart egrisi

y=535,66x + 22,384
R?=0,9999

x: Konsantrasyon y: Floresans Siddeti

R?: Determinasyon katsayis

Tablo 9 : PS-NC-250 nanopartikiillerinin standart egrisine ait bulgular

Konsantrasyon| Floresans SD Cv
(ng/mL) Siddeti @) (%)

40 21524,77 226,68 1,05

20 10566,07 394,55 3,73

10 5412,80 246,64 4,56

5 2674,83 111,14 4,15

2,5 1391,57 26,24 1,89

1,25 750,73 17,39 2,32
0,625 354,10 9,30 2,63
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Sekil 28 : PS-C-50 nanopartikiillerinin florometrik yontemine ait standart egrisi

y=81,429x + 96,643
R*=0,9999

x: Konsantrasyon

y: Floresans Siddeti

R?: Determinasyon katsayist

Tablo 10 : PS-C-50 nanopartikiillerinin standart e@risine ait bulgular

Konsantrasyon| Floresans SD Cv
(ng/mL) Siddeti (€3] (%)

40 3342,50 38,85 1,16

20 1745,40 34,21 1,96

10 917,97 17,54 1,91

5 506,53 22,26 4,40

2,5 286,80 5,79 2,01

1,25 202,13 8,84 3,70
0,625 138,63 4,34 3,13
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Sekil 29 : PS-C-300 nanopartikiillerinin florometrik yontemine ait standart egrisi

y=796,42x — 186,69
R*=0,9977

x: Konsantrasyon

y: Floresans Siddeti

R?: Determinasyon katsayist

Tablo 11 : PS-C-300 nanopartikiillerinin standart egrisine ait bulgular

Konsantrasyon| Floresans SD Ccv
(ng/mL) Siddeti (€3] (%)

40 3224420 307,86 0,95

20 14634,73 624,37 4,27

10 7507,57 369,60 4,92

5 4042,83 44,07 1,09

2,5 1898,17 10,19 0,54

1,25 1003,10 4,39 0,44
0,625 578,63 9,52 1,64
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Sekil 30 : PVA-L-F2 nanopartikiillerinin florometrik yontemine ait standart egrisi

y=27,931x + 69,768 x: Konsantrasyon y: Floresans Siddeti
R’=0,9974 R?: Determinasyon katsayis

Tablo 12 : PVA-L-F2 nanopartikiillerinin standart egrisine ait bulgular

Konsantrasyon| Floresans SD Cv
(ng/mL) Siddeti @) (%)
41,65 1254,87 20,87 1,66
20,83 619,07 14,94 2,41
10,41 336,37 7,79 2,32
5,21 208,77 8,22 3,94

2,6 150,70 4,15 2,76

1,3 122,17 5,78 4,73

0,65 104,93 2,43 2,32
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2.2.1.2.Kesinlik

Yontem 3.3.1.2. de aciklandigi gibi c¢alisilarak 3 farkli konsantrasyonda
hazirlanan PS-NC-51, PS-NC-250, PS-C-50, PS-C-300, PS-L-F2 nanopartikiillerinin 3
giin siiresince yapilan Ol¢limleri sonucu elde edilen degerlere ait giin i¢i degisim
katsayisinin sirastyla (%CV) % 0,86, % 2,08, % 1,9, % 0,95, % 2,31 ve giinler arasi
%CV nin % 2,62, % 3,1, % 2,62, % 2,18, % 3,06 oldugu saptandi.

2.2.1.3.Dogruluk
Farkli konsantrasyondaki KF miktar tayini i¢in, yontem 3.3.1.3. de anlatildig1

sekilde calisilarak yontemin dogrulugu saptandi. Her konsantrasyon i¢in geri kazanma
degeri (%), standart sapma (SD) ve degisim katsayist (%CV) degerleri Tablo 13-17 de
verilmistir.

Tablo 13 : PS-NC-51 nanopartikiillerinin miktar tayininde kullanilan yontemin
dogruluguna ait bulgular

Konsantrasyon Geri Kazanma SD Cv
(ng/mL) (“o) &) (“o)

40 98,15 42,93 0,08

20 94,49 295,98 1,22

10 99,61 154,88 1,24

Tablo 14 : PS-NC-250 nanopartikiillerinin miktar tayininde kullanilan yontemin

dogruluguna ait bulgular

Konsantrasyon Geri Kazanma SD Ccv
(ng/mL) (“o) &) (“o)

40 99.3 95,67 0,45

20 94,31 59,36 0,59

10 94,19 106,13 2,09
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Tablo 15 : PS-C-50 nanopartikiillerinin miktar tayininde kullanilan yéntemin
dogruluguna ait bulgular

Konsantrasyon Geri Kazanma SD Cv
(ng/mL) (%) &) (“o0)

40 98,66 11,15 0,34

20 98,41 6,38 0,38

10 98 9,37 1,05

Tablo 16 : PS-C-300 nanopartikiillerinin miktar tayininde kullanilan yontemin

dogruluguna ait bulgular

Konsantrasyon Geri Kazanma SD Ccv
(ng/mL) (“o) &) (%)
40 101,32 256,68 0,8
20 100,16 136,26 0,86
10 87,59 56,36 0,83

Tablo 17 : PVA-L-F2 nanopartikiillerinin miktar tayininde kullanilan yontemin

dogruluguna ait bulgular

Konsantrasyon Geri Kazanma SD Ccv

(ng/mL) (%) &) (“o)

41,65 102,61 11,88 0,94

20,83 95,43 12,93 2,07

10,41 92,88 7,28 2,14
2.2.1.4.Secicilik

Yontem 3.3.1.4. de  belirtildigi gibi c¢alisilarak PVA  nanopartikiil
formiilasyonlarinin, KF nin N-metil-2-pirolidon: HBSS ile 485/20 nm eksitasyon ve
530/25 nm emisyon dalga boylarinda verdigi bir deger gostermedikleri saptandi.

2.3.Nanopartikiillerin Karakterizasyonu ile ilgili Yapilan Cahsmalar

2.3.1.Nanopartikiillerin Yiizey Ozelliklerinin Incelenmesine Ait Bulgular
KF ile isaretlenmemis PVA-UL-F2 nin kriyojenik transmisyon elektron
mikroskobu (cryo-TEM) ile ¢ekilen fotograflar1 Sekil 31 — 36 de verilmistir.



Hpacima ;| Irsaga Narwa: 11

Ciperasar ; Mine Nesmheion ; FHE x 2048 picels
Vaknge : I EV Acrpisiion Data - S0
Microezops Harmae - TG Acrriziion T : 13752 Pl
Mamw : Llroasn Calbeciam bhmber: |

Tedad Mugsilication | A5 Esgegare Tuse 1 30 2

Tindigaied Mg Fwalon - X506

Sekil 31: PVA-UL-F2 nin kriyojenik transmisyon elektron mikroskobu fotografi-I

Hpaciman ;| Imsaga Marem : |2

Ciperasar : Mins Mg ion ; 3K x 20408 pinels
Valkags : DRV Acruisition Dt - HE5100
Mizreazopa Harmae - TG0 Acrprirition Tires : 1:195 Pl
Mame : Ulrosan Calkeciam bumbar: 3

Total Mugeilication . XA5G30 Espimure Tune 140 %

Indicaied Mag i walnn - X500

Sekil 32: PVA-UL-F2 nin kriyojenik transmisyon elektron mikroskobu fotografi-11

&9



Hpcinan : P Irsiga Sarvs: | 4

Ciperasar ; Mine Ipsihiion ; SHK 2048 picels
Vaknge : I EV Acrpisiion Data - S0
Microezops Harmae - TG Acrpriziion T : 1:55-50 Pl
Mame : Ukresn Calkedam bumber - 4

Total Mugsilication | X21830 Evgisere Tkt : 30 %

Tindigated Mg walon - X300

Sekil 33: PVA-UL-F2 nin kriyojenik transmisyon elektron mikroskobu fotografi-I11

tpacimam : P Imasga Sarw : |_K

Ciperasar : Mins Mg ion ; 3K x 20408 pinels
Valkags : DRV Acruisition Dt - HE5100
Micreaopa Farna - T Acrpirivion T : 23419 PN
Mamue : Ulrosn Calkedam bumbar &

Total Mugsilication | XSETE0 Excpiere Tisse : 503

Indicaied Magfwalnn - X630k

Sekil 34: PVA-UL-F2 nin kriyojenik transmisyon elektron mikroskobu fotografi-IV
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Hpcinan : P Irsiga Sarww: |17

Ciperasar ; Mine asrhiion ; K x 2040 pivels
Volkags : THEV Acruisition Diata - $E80I00G
Microezops Harmae - TG Acririion Tiea : 21545 P
Mamw : Llroasn Calkeciam bumber: 7

Tedad Mugsilication | XSETE0 Esgegare Tuse 1 30 2

Tindigated Mg fwalon X300

Sekil 35: PVA-UL-F2 nin kriyojenik transmisyon elektron mikroskobu fotografi-v

Hpacimas ;1 Irmage Warvw 2 4

Operasar ; Mins Teshrion ; FHE x 2048 pizels
Vakuge : 200 EY Aciprimtim Duta - 325710
Microazops Harma - T2 Acrpizician T - 48443 P
Mame : Ulroaan Calkectim bumbar: 4

Todal Mugeilication | X21830 Expesere Tuse 1 30 %

Iindigaled Mag Fwatsn - X1200

Sekil 36: PVA-UL-F2 nin kriyojenik transmisyon elektron mikroskobu fotografi-VI
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2.3.2.Partikiil Bityiikliigii Dagilim Analizi ve Nanopartikiil Verimine Ait Bulgular

Yontem 3.1. de anlatildig1 sekilde hazirlanan PV A nanopartikiil formiilasyonlar
(PVA-UL-F1, PVA-UL-F2, PVA-UL-F3, PVA-UL-F4, PVA-UL-F5, PVA-UL-F6,
PVA-L-F2) i¢in foton korelasyon spektroskopisi (PCS) kullanilarak yapilan partikiil
bliyiikliigli 6l¢timlerine ait bulgular Tablo 18 de gosterilmistir. PV A nanopartikiillerinin
hazirlanmasinda kullanilan organik faz: sulu faz orani 1:10 dan (PVA-UL-F3) 1:6 ya
(PVA-UL-F4) degistirildiginde partikiil biiytlikliigli bulgular1 arasinda anlamli bir
farkliik  bulunmamistir  (p>0,05). KF-PVA polimeri kullanilarak hazirlanan
nanopartikiil  formiilasyonu (PVA-L-F2), saf PVA kullamilarak hazirlanan
formiilasyonla (PVA-UL-F2) karsilastirildiginda partikiil biiylikligii olarak anlamli bir
farklilik gostermemistir (p>0,05).PVA nanopartikiil konsantrasyonuna karsilik gelen
efektif partikiil cap1 grafikleri ise Sekil 37-57 de verilmistir.
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Sekil 37: PVA-UL-F1 formiilasyonun 1. serisinin partikiil bilyiikliigii 6lciimiine ait grafik

1. 6l¢im = 254,34 nm
2. 6l¢tim = 264,99 nm

3. 6l¢iim = 264,13 nm
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Sekil 38 : PVA-UL-F1 formiilasyonun 2. serisinin partikiil biiyiikliigii l¢ciimiine ait grafik

1. 6l¢tim = 270,79 nm
2. 6l¢tim = 253,07 nm

3. 6l¢iim = 269,52 nm
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Sekil 39 : PVA-UL-F1 formiilasyonun 3. serisinin partikiil biiyiikliigii l¢ciimiine ait grafik

1. 6lglim = 266,39 nm
2. 6l¢tim = 268,55 nm

3. ol¢iim = 267,94 nm
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Sekil 40 : PVA-UL-F2 formiilasyonun 1. serisinin partikiil biiyiikliigii 6l¢iimiine ait grafik

1. 6l¢iim = 271,81 nm
2. 0lciim = 284,1 nm

3. 6l¢iim = 279,44 nm
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Sekil 41 : PVA-UL-F2 formiilasyonun 2. serisinin partikiil biiyiikliigii l¢iimiine ait grafik

1. 6l¢iim = 285,44 nm
2. 6l¢tim = 290,65 nm

3. 6l¢iim = 283,26 nm
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Sekil 42 : PVA-UL-F2 formiilasyonun 3. serisinin partikiil biiyiikliigii l¢ciimiine ait grafik

1. 6lglim = 288,22 nm
2. 6l¢ltim = 282,26 nm

3. 6l¢iim = 287,68 nm
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Sekil 43 : PVA-UL-F3 formiilasyonun 1. serisinin partikiil biiyiikliigii l¢iimiine ait grafik

1. 6l¢tim = 286,87 nm
2. Ol¢tim = 288,28 nm

3. 6l¢iim = 286,18 nm
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Sekil 44 : PVA-UL-F3 formiilasyonun 2. serisinin partikiil biiyiikliigii l¢iimiine ait grafik

1. 6l¢lim = 284,58 nm
2. 6l¢tim = 287,23 nm

3. 6l¢iim = 288,4 nm
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Sekil 45 : PVA-UL-F3 formiilasyonun 3. serisinin partikiil biiyiikliigii l¢iimiine ait grafik

1. 6l¢iim = 304,13 nm
2. 6lgtim = 301,49 nm

3. 6l¢iim = 298,12 nm
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Sekil 46 : PVA-UL-F4 formiilasyonun 1. serisinin partikiil biiyiikliigii 6l¢iimiine ait grafik

1. 6l¢tim = 305,68 nm
2. 6l¢tim = 335,33 nm

3. Olglim = 308,48 nm
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Sekil 47 : PVA-UL-F4 formiilasyonun 2. serisinin partikiil biiyiikliigii l¢iimiine ait grafik

1. 6l¢iim = 326,77 nm
2. 6lgtim = 334,12 nm

3. 6l¢iim = 332,89 nm
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Sekil 48 : PVA-UL-F4 formiilasyonun 3. serisinin partikiil biiyiikliigii l¢iimiine ait grafik

1. 6lgiim = 334,09 nm
2. O0lgtim = 335,2 nm

3. 6l¢iim = 330,82 nm
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Sekil 49 : PVA-UL-FS formiilasyonun 1. serisinin partikiil biiyiikliigii l¢iimiine ait grafik

1. 6l¢iim = 343,55 nm
2. 6l¢tim = 344,01 nm

3. 6l¢iim = 330,24 nm
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Sekil 50 : PVA-UL-FS formiilasyonun 2. serisinin partikiil biiyiikliigii l¢iimiine ait grafik

1. 6l¢iim = 321,18 nm
2. Olgtim = 325,02 nm

3. 6l¢iim = 327,91 nm
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Sekil 51 : PVA-UL-FS formiilasyonun 3. serisinin partikiil biiyiikliigii 6l¢ciimiine ait grafik

1. 6lglim = 343,94 nm
2. 6l¢tim = 320,12 nm

3. 6l¢iim = 336,48 nm
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Sekil 52 : PVA-UL-F6 formiilasyonun 1. serisinin partikiil biiyiikliigii l¢iimiine ait grafik

1. 6l¢lim = 388,67 nm
2. 6l¢lim = 396,69nm

3. 6lglim = 361,42 nm
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Sekil 53 : PVA-UL-F6 formiilasyonun 2. serisinin partikiil biiyiikliigii 6l¢iimiine ait grafik

1. 6l¢iim = 386,25 nm
2. 0lciim = 404,65 nm

3. 6lgtim = 391,64 nm
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Sekil 54 : PVA-UL-F6 formiilasyonun 3. serisinin partikiil biiyiikliigii 6l¢iimiine ait grafik

1. 6l¢iim = 385,57 nm
2. 0lciim = 385,95 nm

3. 0lgim = 382,3 nm
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Sekil 55 : PVA-L-F2 formiilasyonun 1. serisinin partikiil biiyiikliigii 6l¢ciimiine ait grafik

l. 6l¢im = 298,93 nm

2. 0lcim = 283,07 nm

3. 0lgim = 289,69 nm
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Sekil 56 : PVA-L-F2 formiilasyonun 2. serisinin partikiil biiyiikliigii 6l¢ciimiine ait grafik

1. 6l¢iim = 295,21 nm
2. 0lcim = 292,94 nm

3. 6lglim = 311,94 nm
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Sekil 57 : PVA-L-F2 formiilasyonun 3. serisinin partikiil biiyiikliigii l¢ciimiine ait grafik

1. 6lgim= 311,71 nm
2. 0lciim = 298,44 nm

3. 6l¢im= 294,01 nm



Tablo 18 : Hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlariin partikiil biiyiikliigiine ait
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bulgular
Ortalama
Formiilasyon Seri Partikiil
Kodu Numaras1 | Biiyiikliigii (nm) Folidispersite Verim
+SD

1 261,15+5,92 0,14 %98,40
PVA-UL-F1 2 264,46 + 9,88 0,15 %98,50
3 267,63+ 1,11 0,13 %97,80

1 278,45 + 6,20 0,15 % 96
PVA-UL-F2 2 286,45 + 3,80 0,13 % 98,51
3 286,05 + 3,30 0,13 % 97,70
1 287,11 + 1,07 0,11 %97,70
PVA-UL-F3 2 286,74 + 1,96 0,15 %97,60
3 301,25 + 3,01 0,14 %96,40
1 316,5+ 16,37 0,17 %97,50

PVA-UL-F4 2 331,26 + 3,94 0,15 % 97
3 333,37 £2,28 0,15 % 97,50

1 339,27 + 7,82 0,12 %99
PVA-UL-F5 2 333,51+ 12,18 0,12 %98,10
3 324,7 + 3,38 0,11 %97,80
1 382,26 + 18,49 0,12 % 98,20

PVA-UL-F6 2 394,18 + 9,46 0,11 % 98
3 384,61 + 2,01 0,12 %97,90
1 290,56 + 7,97 0,14 %97,20
PVA-L-F2 2 300,03 + 10,38 0,10 % 98,20
3 301,39 +9,21 0,12 %98,40
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2.3.3.Nanopartikiillerin Yiizey Yiiklerinin (Zeta Potansiyel) Tayin Edilmesine Ait
Bulgular

PVA nanopartikiil formiilasyonlarina (PVA-UL-F2, PVA-L-F2) ait zeta
potansiyel degerleri Tablo 19 ve PS nanopartikiil formiilasyonlarina (PS-NC-51, PS-C-

250, PS-C-50, PS-C-300) ait zeta potansiyel degerleri Tablo 20 de verilmistir.

Tablo 19 : PVA ile hazirlanan nanopartikiillerin zeta potansiyel degerlerine ait bulgular

Hiicre Kiiltiirii Calisma
Formiilasyon Kodu HBSS
Besiyeri
PVA-UL-F2 1,89 + 0,95 -0,47 £ 0,53
PVA-L-F2 1,92 £3,76 0,23 + 0,40

Tablo 20 : PS ile hazirlanan nanopartikiillerin zeta potansiyel degerlerine ait bulgular

Hiicre Kiiltiirii Calisma
Formiilasyon Kodu HBSS
Besiyeri
PS-NC-51 -12,01 £5,78 4,14 +£5,00
PS-NC-250 -13,3+1,83 1,83 +£2,05
PS-C-50 -17,96 £ 5,76 -1,87+2,24
PS-C-300 -18,94+ 7,19 7,45+ 6,17

2.3.4.Nanopartikiillerinin Stabilitesinin Incelenmesine Ait Bulgular
PVA-UL-F2 nanopartikiillerinin distile su i¢indeki dispersiyonlarinin (% 0,05
a/h) oda sicakligindaki stabilite testine ait partikiil biiylikliigii 6l¢timleri Sekil 58-62 de

ve Tablo 21 de verilmistir.

PVA-L-F2 ve PS nanopartikiil dipersiyonlarinin (PS-NC-51, PS-NC-250, PS-C-
50, PS-C-300) Calu-3 hiicre kiiltiirii ¢alisma besiyeri ve HBSS i¢indeki stabilitesiyle
ilgili bulgular Tablo 22 ve 23 de gdsterilmistir. PVA nanopartikiil formiilasyonlarinin
stabilite degerleri 48 saat siireyle hiicre kiiltiirii ¢alisma besiyeri ve HBSS i¢inde anlamli
farklilik gostermezken (p>0,05), PS nanopartikiil formiilasyonlar1 i¢in bu farklilik

anlamli bulunmustur (p<0,05).
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Sekil 58 : PVA-UL-F2 formiilasyonun 1. giin biiyiikliigii dl¢ciimiine ait grafik

1. 6l¢iim = 271,81 nm
2. 0lglim =284,1 nm

3. 6l¢iim = 279,44 nm
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Sekil 59 : PVA-UL-F2 formiilasyonun 3. giin biiyiikliigii 6lciimiine ait grafik

1. 6l¢lim = 274,88 nm
2. 6lciim = 274,79 nm

3. 6l¢iim = 265,21 nm
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Sekil 60 : PVA-UL-F2 formiilasyonun 7. giin biiyiikliigii dl¢ciimiine ait grafik

1. 6lciim =274,9 nm
2. 6l¢tim = 275,67 nm

3. 6l¢iim = 270,66 nm
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Sekil 61 : PVA-UL-F2 formiilasyonun 14. giin biiyiikliigii 6l¢iimiine ait grafik

1. 6lglim = 273,52 nm
2. 6l¢tim = 275,53 nm

3. 6l¢iim = 276,62 nm
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Sekil 62 : PVA-UL-F2 formiilasyonun 30. giin biiyiikliigii 6l¢iimiine ait grafik

1. 6lglim = 277,82 nm

2. 6l¢lim = 283,69 nm

3. 6l¢iim = 288,77 nm

Tablo 21 : PVA-UL-F2 nin distile sudaki stabilite degerleri

1.giin 3.giin 7.giin 14.giin 30.giin
Partikiil Partikiil Partikiil Partikiil Partikiil
Formiilasyon
Kod Biiyiikliigii | Biyiikligii | Biiyiikliigii | Biiyiikliigii | Biyiikliigii
odu
+SD +SD +SD +SD +SD
PVA-UL-F2 278,45+ 6,2 |271,63+5,56 |273,74+2,7 |275,22+1,57 |283,43+5,48




Tablo 22 : PVA-L-F2 ve PS nanopartikiil formiilasyonlarina ait hiicre Kiiltiirii calisma
besiyerindeki stabilite degerleri

121

Hiicre Kiiltiirii Calisma Besiyeri (%2 FBS iceren DMEM)

Formiilasyon Kodu Oh 24 h 48 h
PVA-UL-F2 238,30 £ 6,90 224,90 + 5,60 233,30 + 8,30
PVA-L-F2 213,10+ 7,80 249,30 +5,0 230,80 + 14,70
PS-NC-51 494,50 = 31,80 787,40 + 76,90 >1 um
PS-NC-250 383,10 +24,10 394,70 £ 21,40 694,50 + 100,0
PS-C-50 209,70 + 15,20 600,20 + 21,90 768,40 + 11,70

PS-C-300

468,20 + 42,60

479,10 £ 15,10

697,30 £ 53,70
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Tablo 23 : PVA ve PS nanopartikiil formiilasyonlarina ait HBSS deki stabilite degerleri

HBSS
Formiilasyon Kodu Oh 24 h 48 h
PVA-UL-F2 255,20 + 6,20 230,60 + 19,70 221,40 £22,60
PVA-L-F2 237,80 £ 2,60 214,30 £21,90 215,40 £ 16,10
PS-NC-51 63,20 + 0,30 80,70 £ 3,10 123,60 £ 15,40
PS-NC-250 293,20 £29,00 305,50 £ 18,20 323,10 £ 14,70
PS-C-50 374,90 + 9,40 >1um > 1 um
PS-C-300 > 1 pum > 1 um >1 pum
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3.Hiicre Kiiltiirii Calismalarina Ait Bulgular
3.1.Toksisite Calismalarina Ait Bulgular

2.1.1.MTT Yonteminin Validasyonuna Ait Bulgular

Yontem 4.3.1. de anlatildig1 sekilde, %2 FBS iceren DMEM hiicre kiiltiirii
calisma besiyeri ile inkiibasyona birakilan Calu-3 hiicrelerinin yasayabilirligi ile ilgili
deney sonuglarina ait bulgular Sekil 63-68 de ve %2 FBS iceren MEM hiicre kiiltiirii
calisma besiyeri ile inkiibasyona birakilan A549 hiicrelerinin yasayabilirligi ile ilgili
deney sonuglarina ait bulgular Sekil 69-74 da gosterilmistir. Calu-3 hiicrelerinin MTT
testi ile elde edilen kalibrasyon egrilerine ait absorbans degerleri Tablo 24 de, A549
hiicrelerinin MTT testi ile elde edilen kalibrasyon egrilerine ait absorbans degerleri

Tablo da 25 de verilmistir.
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Huiicre Sayisi

Sekil 63 : %2 FBS iceren DMEM hiicre Kkiiltiirii calisma besiyeri ile inkiibasyona birakilan
Calu-3 hiicrelerinin MTT yontemi ile elde edilen 1. kalibrasyon egrisi
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Sekil 64 : %2 FBS iceren DMEM hiicre Kkiiltiirii calisma besiyeri ile inkiibasyona birakilan
Calu-3 hiicrelerinin MTT yontemi ile elde edilen 2. kalibrasyon egrisi
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Sekil 65 : %2 FBS iceren DMEM hiicre Kkiiltiirii calisma besiyeri ile inkiibasyona birakilan
Calu-3 hiicrelerinin MTT yontemi ile elde edilen 3. kalibrasyon egrisi
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Sekil 66 : %2 FBS iceren DMEM hiicre Kkiiltiirii calisma besiyeri ile inkiibasyona birakilan
Calu-3 hiicrelerinin MTT yontemi ile elde edilen 4. kalibrasyon egrisi
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0,1 - —x— Kalibrasyon 4
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o 2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000
Hiicre Sayisi

Sekil 67 %2 FBS iceren DMEM hiicre kiiltiirii calisma besiyeri ile inkiibasyona birakilan
Calu-3 hiicrelerinin MTT yontemi ile elde edilen genel kalibrasyon egrileri
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Sekil 68 : %2 FBS iceren DMEM hiicre Kkiiltiirii calisma besiyeri ile inkiibasyona birakilan
Calu-3 hiicrelerinin MTT yontemi ile elde edilen genel kalibrasyon egrisi

Tablo 24 : Calu-3 hiicrelerinin MTT yontemi ile elde edilen kalibrasyon egrilerine ait
absorbans degerlerine ait bulgular

Hiicre Sayisi | Kalibrasyon 1 | Kalibrasyon 2 | Kalibrasyon 3 | Kalibrasyon 4 | Ortalama Absorbans | SD

50000 0,50 0,59 0,57 0,57 0,56 0,04
25000 0,38 0,45 0,42 0,41 0,41 0,03
12500 0,26 0,28 0,27 0,27 0,27 0,01
6250 0,15 0,16 0,17 0,17 0,16 0,01
3125 0,08 0,08 0,09 0,09 0,09 0,01
1562,50 0,04 0,04 0,05 0,05 0,04 0,01
781,25 0,02 0,02 0,03 0,03 0,02 0,00
390,625 0,01 0,01 0,02 0,02 0,01 0,00
195,3125 |0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,00
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Sekil 69 : %2 FBS iceren MEM hiicre Kkiiltiirii calisma besiyeri ile inkiibasyona birakilan
A549 hiicrelerinin MTT yontemi ile elde edilen 1. kalibrasyon egrisi
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Sekil 70 : %2 FBS iceren MEM hiicre Kkiiltiirii calisma besiyeri ile inkiibasyona birakilan
A549 hiicrelerinin MTT yontemi ile elde edilen 2. kalibrasyon egrisi
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Sekil 71 : %2 FBS iceren MEM hiicre Kkiiltiirii calisma besiyeri ile inkiibasyona birakilan
A549 hiicrelerinin MTT yontemi ile elde edilen 3. kalibrasyon egrisi
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Sekil 72 : %2 FBS iceren MEM hiicre Kkiiltiirii calisma besiyeri ile inkiibasyona birakilan
A549 hiicrelerinin MTT yontemi ile elde edilen 4. kalibrasyon egrisi



129

0,18 -
0,16 -
0,14
0,12 4 —e— Kalibrasyon 1

01 - —a— Kalibrasyon 2
0,08 - —a— Kalibrasyon 3
0,06 - —x— Kalibrasyon 4
0,04 -
0,02

O\ T T T T
O 2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000

Hiicre Sayisi
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Sekil 73 : %2 FBS iceren MEM hiicre Kkiiltiirii calisma besiyeri ile inkiibasyona birakilan
A549 hiicrelerinin MTT yontemi ile elde edilen genel kalibrasyon egrileri
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Sekil 74 : %2 FBS iceren MEM hiicre kiiltiirii calisma besiyeri ile inkiibasyona birakilan
A549 hiicrelerinin MTT yontemi ile elde edilen genel kalibrasyon egrisi



Tablo 25 : A549 hiicrelerinin MTT yontemi ile elde edilen kalibrasyon egrilerine ait
absorbans degerlerine ait bulgular

Hiicre Sayisi | Kalibrasyon 1 | Kalibrasyon 2 | Kalibrasyon 3 | Kalibrasyon 4 | Ortalama Absorbans SD

50000 0,45 0,45 0,46 0,45 0,45 0,00
25000 0,26 0,26 0,26 0,26 0,26 0,00
12500 0,16 0,16 0,16 0,16 0,16 0,00
6250 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,00
3125 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,00
1562,5 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,00
781,25 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,00
390,625 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,00
195,3125 |0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,00

2.12.MTT Yontemi ile PVA ve PS Nanopartikiil Formiilasyonlarimin Akciger
Hiicreleri Yasayabilirligi Uzerindeki Etkisinin Incelenmesine Ait Bulgular

Yontem 4.3.2. de anlatildig1 lizere PVA-UL-F2 ve PVA-L-F2 ile inkiibasyona

birakilan Calu-3 ve A549 hiicrelerinin yasayabilirligi ile ilgili deney sonuglarina ait

bulgular Sekil 75,76 da verilmistir. 0,1 mg/mL - 10 mg/mL konsantrasyon araligindaki

nanopartikiillerin MTT testi ile gosterdikleri Calu-3 hiicrelerindeki absorbanslar ve

A549 hiicrelerindeki absorbanslar Tablo 26, 27 de gdsterilmistir.
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Sekil 75 : PVA-UL-F2 formiilasyonu ile inkiibe edilmis Calu-3 ve A549 hiicrelerinin
yasayabilirligine ait grafik
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Sekil 76 : PVA-L-F2 formiilasyonu ile inkiibe edilmis Calu-3 ve A549 hiicrelerinin
yasayabilirligine ait grafik

Tablo 26 : PVA-UL-F2 formiilasyonu ile inkiibe edilmis Calu-3 ve A549 hiicrelerinin
yasayabilirlik degerlerine ait bulgular

Calu-3 A549
Nanopartikiil
(%) Hiicre SD (%) Hiicre SD
Konsantrasyonu
Yasayabilirligi + Yasayabilirligi +
(mg/mL)
10 62,85 2,96 71,63 23,03
5 64,31 2,92 89,31 24,98
2 87,18 1,58 103,37 15,06
1 98,01 0,64 110,65 11,69
0,5 104,89 0,31 111,36 8,00
0,25 110,75 3,24 105,35 8,52
0,1 112,36 1,41 114,36 3,04
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Tablo 27 :PVA-L-F2 formiilasyonu ile inkiibe edilmis Calu-3 ve A549 hiicrelerinin
yasayabilirlik degerlerine ait bulgular

Calu-3 A549
Nanopartikiil
% Hiicre SD % Hiicre SD
Konsantrasyonu
Yasayabilirligi + Yasayabilirligi +
(mg/mL)

10 68,11 15,86 53,78 6,88

5 68,40 15,15 65,59 3,52
2 96,36 8,75 116,67 26,00
1 96,45 3,44 119,23 19,00
0,5 98,24 6,46 130,30 22,64
0,25 103,72 5,30 129,44 19,19
0,1 114,03 9,57 130,35 20,26

PS-NC-250 ve PS-C-50 formiilasyonlar1 ilk olarak saflagtirllmadan hiicreler
lizerine uygulanmistir. Ancak silispansiyonlarin bilesimindeki SDS in toksik etki
gostermesi sebebiyle distile su ile 40000 devir dakika hizda distile su ile 3 kez
ultrasantrifiij edildikten sonra hiicrelerin yasayabilirligi lizerine etkileri arastirilmistir.
Saflastirilmamis PS-NC-250 ve PS-C-50 ile inkiibasyona birakilan Calu-3 hiicrelerinin
yasayabilirligi ile ilgili deney sonuglarina ait bulgular Sekil 77 de ve Tablo 28,29 da

verilmistir.

Yontem 4.3.2. de anlatildigr tizere saflastirilmig PS-NC-250 ve PS-C-50 ile
inkiibasyona birakilan Calu-3 ve A549 hiicrelerinin yasayabilirligi ile ilgili deney
sonuglarma ait bulgular Sekil 78,79 de verilmistir. 0,1 mg/mL - 10 mg/mL
konsantrasyon araligindaki nanopartikiillerin MTT testi ile gdsterdikleri Calu-3 ve A549

hiicrelerindeki absorbanslar ise Tablo 30-31 de gdsterilmistir.
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Sekil 77 : Saflastirllmamis PS-NC-250 karisimi ile inkiibe edilmis Calu-3 hiicrelerinin

yasayabilirligine ait grafik

Tablo 28 : Saflastirilmamis PS-NC-250 formiilasyonu ile inkiibe edilmis Calu-3 ve

hiicrelerinin yasayabilirlik degerlerine ait bulgular

Calu-3
Nanopartikiil
Konsantrasyonu %, Hiicre SD
(mg/mL) Yasayabilirligi +
1 25,79 2,63
0,5 26,04 5,63
0,25 133,52 7,79
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Tablo 29: SDS %0,05 ile inkiibe edilmis Calu-3 hiicrelerinin yasayabilirlik degerlerine ait

bulgular
Calu-3
% Hiicre SD
Yasayabilirligi +
SDS %0,05 0,20 0,05
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Sekil 78 : Saflastirllmis PS-NC-250 karisimi ile inkiibe edilmis Calu-3 ve A549

hiicrelerinin yasayabilirligine ait grafik

Tablo 30 : Saflastirilmis PS-NC-250 formiilasyonu ile inkiibe edilmis Calu-3 ve A549

hiicrelerinin yasayabilirlik degerlerine ait bulgular

Calu-3 A549
Nanopartikiil
Konsantrasyonu % Hiicre SD % Hiicre SD
(mg/mL) Yasayabilirligi + Yasayabilirligi +
10 102,65 5,61 90,17 1,45
5 108,82 4,35 93,78 1,94
2 108,95 5,03 95,37 2,55
1 119,54 4,17 106,24 2,57
0,5 112,14 3,87 104,62 2,09
0,25 107,27 3,96 103,42 1,84
0,1 105,94 3,35 105,63 1,92
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Sekil 79 : Saflastirllmis PS-C-50 karisimi ile inkiibe edilmis Calu-3 ve A549 hiicrelerinin
yasayabilirligine ait grafik

Tablo 31 : Saflastirilmig PS-C-50 formiilasyonu ile inkiibe edilmis Calu-3 ve A549

hiicrelerinin yasayabilirlik degerlerine ait bulgular

Calu-3 A549
Nanopartikiil
Konsantrasyonu % Hiicre SD % Hiicre SD
(mg/mL) Yasayabilirligi + Yasayabilirligi +
10 92,64 10,42 78,09 2,31
5 87,97 9,57 82,88 2,92
2 79,35 0,08 85,72 1,80
1 96,22 2,54 87,87 1,53
0,5 103,40 2,34 87,91 0,12
0,25 87,55 5,72 74,80 11,42
0,1 98,05 8,65 88,81 4,00
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Yontem 4.3.2. de anlatildig1 tizere PVA-UL-F2 ve PVA-L-F2 hazirlanmasinda
kullanilan Polivinilalkol ve Polivinilpirolidon K15 karisimi ile inkiibasyona birakilan
Calu-3 ve A549 hiicrelerinin yasayabilirligi ile ilgili deney sonuglarina ait bulgular
Sekil 80 de verilmigtir. 0,001 g/mL - 0,3 g/mL konsantrasyon araligindaki
nanopartikiillerin MTT testi ile gosterdikleri Calu-3 hiicrelerinde absorbanslar ise Tablo

32 de gosterilmistir.

% Hiicre Yasayabilidigi

o 0,05 01 0,15 0,2 0,25 03

Nanopartikiul Konsantrasyonu (g/mL)

Sekil 80 : Polivinilalkol ve Polivinilpirolidon K15 karisimi ile inkiibe edilmis Calu-3 ve
A549 hiicrelerinin yasayabilirligine ait grafik
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Tablo 32 : Polivinilalkol ve Polivinilpirolidon K15 karisimi ile inkiibe edilmis Calu-3 ve
A549 hiicrelerinin yasayabilirlik degerlerine ait bulgular

Calu-3 A549
Polivinilalkol ve
Polivinilpirolidon
% Hiicre SD % Hiicre SD
K15 Karisim
Yasayabilirligi + Yasayabilirligi +
Konsantrasyonu
(g/mL)
0,001 135,56 1,05 103,84 1,39
0,01 113,34 0,25 102,13 0,45
0,05 67,72 0,27 78,43 0,34
0,1 65,03 0,75 65,17 0,77
0,15 35,75 0,09 38,76 0,21
0,2 3,96 0,27 5,03 1,48
0,25 2,39 0,07 4,88 0,18
0,3 0,82 0,20 0,84 0,07

Yontem 4.3.2 de anlatildigi iizere bakir nanopartikiilleri ile inkiibasyona
birakilan Calu-3 ve A549 hiicrelerinin yasayabilirligi ile ilgili deney sonuglarina ait
bulgular Sekil 81 de verilmistir.0,001 pg/mL — 40 pg/mL konsantrasyon araligindaki
nanopartikiillerin MTT testi ile gosterdikleri Calu-3 hiicrelerinde absorbanslar ise Tablo

33 de gosterilmistir.
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Sekil 81 : Bakir nanopartikiilleri ile inkiibe edilmis Calu-3 ve A549 hiicrelerinin
yasayabilirligine ait grafik

Tablo 33 Bakir nanopartikiilleri ile inkiibe edilmis Calu-3 ve A549 hiicrelerinin
yasayabilirlik degerlerine ait bulgular

Calu-3 A549
Nanopartikiil
% Hiicre SD % Hiicre SD
Konsantrasyonu
Yasayabilirligi + Yasayabilirligi +
(ng/mL)
40 0,45 0,07 1,81 0,60
10 5,50 2,11 18,49 2,16
1 87,95 0,91 73,94 1,31
0,5 89,80 2,22 72,21 3,25
0,1 102,21 7,86 79,65 0,95
0,01 110,56 6,30 81,38 0,11
0,001 115,83 7,53 95,60 1,66
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2.2.Transepitel Elektrik Direnci Olciimiine Ait Bulgular

Yontem 4.4 de anlatildig: sekilde Calu-3 hiicrelerinin TER 6l¢iim degerlerine ait
profil Sekil 82-87 de verilmistir. 9. giinden sonra hiicre farklilagmasi gerceklestigi ve
hiicrelerin Transwell membranlarin yiizeyini tamamen kaplamasi nedeniyle TER

Olctimlerine 9.-11. giinde gegilmistir.

Nanopartikiil formiilasyonlarmin uygulanmasimni takiben Calu-3 hiicrelerin
transepitel elektrik direncleri Olgiilerek nanopartikiillerin hiicre biitiinliigii {izerine
herhangi bir olumsuz etkisinin olup olmadigi incelenmistir. PVA-UL-F2, PVA-L-F2
formiilasyonlarinin Calu-3 hiicrelerine uygulanmasinin ardindan hesaplanan %TER
degerleri Sekil 82, 83 de ve PS-NC-51, PS-NC-250, PS-C-50, PS-C-300
formiilasyonlarinin Calu-3 hiicrelerine uygulanmasmin ardindan hesaplanan %TER
degerleri ise Sekil 84-87 de verilmistir. Herbir formiilasyonun uygulanmasinin ardindan

Calu-3 hiicrelerinin % TER degerleri ise Tablo 34-39 da gosterilmistir.

Transwell membran filtrenin gosterdigi elektriksel direng, Calu-3 hiicrelerinin
gosterdigi elektriksel direncten ¢ikartilmak suretiyle % TER hesaplanmaktadir. Bu
nedenle, Calu-3 hiicreleri ekilmeden, nanopartikiil formiilasyonu uygulandiginda
membran filtrenin elektriksel direnci Olglilmiistiir. PS-NC-250 formiilasyonu
uygulandiginda Calu-3 hiicreleri ekilmemis Transwell membran filtrenin elektriksel

direnci Tablo 40,41 de gosterilmistir.
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Sekil 82 : PVA-UL-F2 formiilasyonun uygulanmasindan sonra olciilen Calu-3 hiicrelerinin
% TER degerlerine ait zamana bagh profil

Tablo 34 : PVA-UL-F2 formiilasyonun uygulanmasindan sonra oél¢iilen Calu-3
hiicrelerinin TER degerleri

TER (Q.cm?)
Nanopartikiil
Zaman Zaman Zaman Zaman Zaman Zaman
Konsantrasyonu
(0.dak) (30.dak) (60.dak) | (120.dak) | (180.dak) | (240.dak)
(mg/mL)
10 760 703 699 695 634 633
5 719 661 652 655 622 645
1 753 670 668 674 645 653
Kontrol (HBSS) 765 687 688 677 662 662
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Sekil 83 : PVA-L-F2 formiilasyonun uygulanmasindan sonra élciilen Calu-3 hiicrelerinin

% TER degerlerine ait zamana bagh profil

Tablo 35 : PVA-L-F2 formiilasyonun uygulanmasindan sonra dl¢iilen Calu-3 hiicrelerinin

TER degerleri
TER (Q.cm?)
Nanopartikiil
Zaman Zaman Zaman Zaman Zaman Zaman
Konsantrasyonu
(0.dak) (30.dak) (60.dak) | (120.dak) | (180.dak) | (240.dak)
(mg/mL)
10 828 631 626 608 624
5 845 690 643 621 614
1 866 642 632 622 627
Kontrol (HBSS) 861 668 667 617 640
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Sekil 84 : PS-NC-51 formiilasyonun uygulanmasindan sonra odl¢iilen Calu-3 hiicrelerinin

% TER degerlerine ait zamana bagh profil

Tablo 36 : PS-NC-51 formiilasyonun uygulanmasindan sonra 6lciilen Calu-3 hiicrelerinin

TER degerleri
TER (Q.cm?)
Nanopartikiil
Zaman Zaman Zaman Zaman Zaman Zaman
Konsantrasyonu
(0.dak) (30.dak) (60.dak) | (120.dak) | (180.dak) | (240.dak)
(mg/mL)
10 1248 1163 1143 988 952 914
5 1317 1260 1241 1038 955 953
1 1326 1301 1241 1068 1009 1005
Kontrol (HBSS) 1315 1274 1263 1075 1037 1045
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Sekil 85 : PS-NC-250 formiilasyonun uygulanmasindan sonra 6lciilen Calu-3 hiicrelerinin
% TER degerlerine ait zamana bagh profil

Tablo 37 : PS-NC-250 formiilasyonun uygulanmasindan sonra él¢iilen Calu-3 hiicrelerinin
TER degerleri

TER (Q.cm?)
Nanopartikiil
Zaman Zaman Zaman Zaman Zaman Zaman
Konsantrasyonu
(0.dak) (30.dak) (60.dak) | (120.dak) | (180.dak) | (240.dak)
(mg/mL)
10 752 615 643 567 589 614
5 775 687 663 578 608 630
1 741 695 631 546 573 606
Kontrol (HBSS) 784 615 592 482 542 591
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Sekil 86 : PS-C-50 formiilasyonun uygulanmasindan sonra dl¢iilen Calu-3 hiicrelerinin %

TER degerlerine ait zamana bagh profil

Tablo 38 : PS-C-50 formiilasyonun uygulanmasindan sonra él¢iilen Calu-3 hiicrelerinin

TER degerleri
TER (Q.cm?)
Nanopartikiil
Zaman Zaman Zaman Zaman Zaman Zaman
Konsantrasyonu
(0.dak) (30.dak) (60.dak) | (120.dak) | (180.dak) | (240.dak)
(mg/mL)
10 888 553 603 560 506 491
5 846 669 677 590 563 577
1 875 674 685 580 569 605
Kontrol (HBSS) 871 689 709 611 607 642
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Sekil 87 : PS-C-300 formiilasyonun uygulanmasindan sonra 6lciilen Calu-3 hiicrelerinin
% TER degerlerine ait zamana bagh profil

Tablo 39 : PS-C-300 formiilasyonun uygulanmasindan sonra él¢iilen Calu-3 hiicrelerinin
TER degerleri

TER (Q.cm?)
Nanopartikiil
Zaman Zaman Zaman Zaman Zaman Zaman
Konsantrasyonu
(0.dak) (30.dak) (60.dak) | (120.dak) | (180.dak) | (240.dak)
(mg/mL)
10 1542 1300 1308 1308 1316 1419
5 1519 1323 1291 1324 1335 1391
1 1524 1309 1324 1340 1359 1228
Kontrol (HBSS) 1522 1346 1341 1290 1299 1212




Tablo 40 : Transwell hiicre membraninin TER degerleri
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TER (Q.cm?)
Nanopartikiil
Zaman Zaman Zaman Zaman Zaman Zaman
Konsantrasyonu
(0.dak) (30.dak) (60.dak) | (120.dak) | (180.dak) | (240.dak)
(mg/mL)
10 130 117 108 97 98 104
5 118 100 99 108 97 113
1 118 103 109 97 97 100
Kontrol (HBSS) 122 111 104 96 98 1051

Tablo 41 : 240 dakikalik gecis calismasi siiresince Transwell hiicre membraninin TER
degerindeki genel degisim

TER (%)
10 mg/mL | 5 mg/mL | 1 mg/mL

PS-C-50 81,46 95,5 100,24
PS-NC-51 120,82 113,66 115,52
PS-NC-250 109,73 109,42 110,13
PS-C-300 116,63 115,21 101,77
PVA-NC-UL 107,64 109,54 100,31
PVA-NC-L 92,34 91,82 93,16

2.3.["*C]- Mannitol Gegirgenligi Olciimiine Ait Bulgular
Yontem 4.5 de anlatildigr sekilde gergeklestirilen PVA-UL-F2 (Sekil 88), PVA-
L-F2 (Sekil 89) ve PS-NC-51 (Sekil 90), PS-NC-250 (Sekil 91), PS-C-50 (Sekil 92),

PS-C-300 (Sekil 93) nanopartikiil formiilasyonlarinin insan brons epitel hiicrelerine

uygulanmasindan sonra nanopartikiil konsantrasyonuna karsi hesaplanan goriinen

mannitol gecirgenlik katsay1 degerlerine ait bulgular Sekil 88-93 de verilmistir. Herbir

formiilasyonun uygulanmasinin ardindan Calu-3 hiicrelerinin Py, degerleri Tablo 42-48

de gosterilmigtir.
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Sekil 88 : PVA-UL-F2 formiilasyonun uygulanmasindan sonra él¢iilen Calu-3 hiicrelerinin

P,,, degerlerine ait nanopartikiil konsantrasyonuna bagh profili

Tablo 42 : PVA-UL-F2 formiilasyonun uygulanmasindan sonra él¢iilen Calu-3

hiicrelerinin P,,, degerleri ve kiitle dengesi bulgular:

Nanopartikiil
Ortalama P, SD
Konsantrasyonu
(cm/sn) +
(mg/mL)

10 3,44 x 107 9,94 x 107
5 3,01 x 107 1,33 x 107
1 2,60 x 107 6,25x 10"
Kontrol (HBSS) 1,91 x 107 1,39x 10°
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Sekil 89 : PVA-L-F2 formiilasyonun uygulanmasindan sonra 6l¢iilen Calu-3 hiicrelerinin
P,,, degerlerine ait nanopartikiil konsantrasyonuna bagh profili

Tablo 43 : PVA-L-F2 formiilasyonun uygulanmasindan sonra dl¢iilen Calu-3 hiicrelerinin
P, degerleri ve kiitle dengesi bulgulari

Nanopartikiil
Ortalama P, SD
Konsantrasyonu
(cm/sn) +
(mg/mL)

10 2,47x 107 5,36 x 107

5 2,25x 107 7,28 x 107

1 2,61x 107 5,06 x 107
Kontrol (HBSS) 2,34x 107 5,53 x 107
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Sekil 90 : PS-NC-51 formiilasyonun uygulanmasindan sonra odl¢iilen Calu-3 hiicrelerinin
P, degerlerine ait nanopartikiil konsantrasyonuna bagh profili

Tablo 44 : PS-NC-51 formiilasyonun uygulanmasindan sonra él¢iillen Calu-3 hiicrelerinin
P, degerleri ve kiitle dengesi bulgulari

Nanopartikiil
Ortalama P, SD
Konsantrasyonu
(cm/sn) +
(mg/mL)

10 2,34x 107 553x 10
5 2,25x 107 7,28x 107
1 2,61x 107 5,07x 107
Kontrol (HBSS) 2,47x 107 536x 107
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Sekil 91 : PS-NC-250 formiilasyonun uygulanmasindan sonra 6lciilen Calu-3 hiicrelerinin
P, degerlerine ait nanopartikiil konsantrasyonuna bagh profili

Tablo 45 : PS-NC-250 formiilasyonun uygulanmasindan sonra él¢iilen Calu-3 hiicrelerinin
P, degerleri ve kiitle dengesi bulgulari

Nanopartikiil
Ortalama P, SD
Konsantrasyonu
(cm/sn) +
(mg/mL)

10 3,58x 107 8,41 x10”
5 2,58 x 107 1,32 x 107
1 3,92x 107 1,84 x 10
Kontrol (HBSS) 3,83x 107 5,13x10°
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Sekil 92 : PS-C-50 formiilasyonun uygulanmasindan sonra odl¢iilen Calu-3 hiicrelerinin
P,,, degerlerine ait nanopartikiil konsantrasyonuna bagh profili

Tablo 46 : PS-C-50 formiilasyonun uygulanmasindan sonra 6l¢iilen Calu-3 hiicrelerinin

P,,, degerleri ve kiitle dengesi bulgular:

Nanopartikiil
Ortalama P,,, SD
Konsantrasyonu
(cm/sn) +
(mg/mL)

10 3,74 x 107 1,51x 10°
5 3,73 x 107 5,44x 108
1 3,07 x 107 6,57 x 10
Kontrol (HBSS) 3,86 x 107 2,66x 10°
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Sekil 93 : PS-C-300 formiilasyonun uygulanmasindan sonra olciilen Calu-3 hiicrelerinin

P,,, degerlerine ait nanopartikiil konsantrasyonuna bagh profili

Tablo 47 : PS-C-300 formiilasyonun uygulanmasindan sonra él¢iilen Calu-3 hiicrelerinin

P, degerleri ve kiitle dengesi bulgulari

Nanopartikiil
Ortalama P, SD
Konsantrasyonu
(cm/sn) +
(mg/mL)

10 2,08 x 107 2,01x 10

5 2,70 x 107 2,15x 107

1 2,14x 107 1,85x 107
Kontrol (HBSS) 3,05x 107 7,68 x 107
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Tablo 48 : PVA ve PS nanopartikiil formiilasyonlarinin uygulanmasindan sonra odlgiilen
Calu-3 hiicrelerinin P,;, deki degisime ait bulgular

Papp deki Degisim (%)
1 mg/mL 5 mg/mL 10 mg/mL
PS-C-50
79.5+16.9 96.6 + 14.1 96.9£4.0
PS-NC-51
105.6 +20.4 91.1£29.5 94.7+22.3
PS-NC-250
102.3+£4.9 67.4+3.7 93.5+2.1
PS-C-300
70.2+6.1 88.5+7.0 68.2+6.5
PVA-L-F2
111.5+21.5 96.2 +31.1 105.6 £22.9

2.4.Nanopartikiillerin Insan Brons Epitel Hiicrelerinden (Calu-3) Gegis
Calhismalarina Ait Bulgular

Nanopartikiil formiilasyonlar1 uygulanmadan Once nanopartikiil gegis
calismasinda kullanilmak {izere optimum por ¢apina sahip Transwell membran filtrenin
tespit edilmesi amaciyla Calu-3 hiicreleri ekilmemis Transwell membranlarda
nanopartikiil gegis ¢aligmasi gergeklestirilmistir. Nanopartikiillerin, 0.4 um Transwell
membran filtreye uygulanmasinin ardindan o6lciilen % nanopartikiil gecisi ve geri
kazanim degerleri Tablo 49 da, 1 pm Transwell membran filtreye uygulanmasinin
ardindan olgiilen % nanopartikiil gecisi ve geri kazanim degerleri Tablo 50 de ve 3 um
Transwell membran filtreye uygulanmasinin ardindan 6lgiilen % nanopartikiil gegisi ve
geri kazanim degerleri Tablo 51 de verilmistir. PS nanopartikiil formiilasyonlarinin 0,4
pum, 1 pm ve 3 pum Transwell membran filtreye uygulanmasindan sonra dlgiilen

nanopartikiil ge¢is degerlerinin zamana bagli profili sirasiyla Sekil 94-96 de verilmistir.

Yontem 4.6 da anlatildigi sekilde gergeklestirilen PVA-L-F2 ve PS-NC-51, PS-
NC-250, PS-C-50, PS-C-300 nanopartikiil formiilasyonlarinin insan brons epitel
hiicrelerine uygulanmasindan sonra hiicrelerdeki nanopartikiil gec¢is degerlerine ait
bulgular Sekil 97 de verilmistir. Herbir formiilasyonun uygulanmasinin ardindan Calu-3
hiicrelerinin yiizde nanopartikiil gegisi ve geri kazanim degerleri ise Tablo 52 de

gosterilmistir. PVA-L-F2 ve PS-NC-51 formiilasyonlarinin Calu-3 hiicre tabakalarindan
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gecisleri, diger PS nanopartikiil formiilasyonlari ile karsilagtirildiginda anlamli derecede

farklilik gostermistir (p<0,05).

Tablo 49 : PS nanopartikiil formiilasyonlarinin 0.4 pm Transwell membran filtreye
uygulanmasindan sonra olciilen yiizde gecis ve geri kazanim degerlerine ait bulgular

Nanopartikiill | Deney % Gegis Geri
%Gecis (4.saat)| % Gecis (8.saat)
Formiilasyonu (24.saat) Kazanim
1 % 13,39 % 26,88 % 40,24 % 89
PS-NC-51
2 % 13,25 % 26,63 % 39,92 % 82
1 % 0,65 % 1,52 % 1,95 % 86
PS-NC-250
2 % 0,64 % 1,30 % 1,55 % 77
1 % 0,48 % 2,09 % 2,19 % 88
PS-C-50
2 % 0,65 % 1,49 % 1,75 % 78
1 % 5,12 % 10,28 % 15,08 % 87
PS-C-300
2 % 4,54 % 9,23 % 13,62 % 86
1 % 1,98 % 2,72 % 5,67 % 92
PVA-L-F2
2 % 2,79 % 3,18 % 4,45 % 87
45 .
40 -
Z 351
3 30 | —— PS-C50
:g o5 | —— PS-NC-51
.8. —=— PSNC-250
2 207 —a— PS-C-300
5 15 - —a— PVAL-F2
X 10
5 /W
O k\/‘;‘; T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30
Zammn (saat)

Sekil 94 : PS nanopartikiil formiilasyonlarinin 0,4 pm Transwell membran filtreye
uygulanmasindan sonra olciilen nanopartikiil gecis degerlerinin zamana bagh profili
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Tablo 50 : PS nanopartikiil formiilasyonlarmin 1 pm Transwell membran filtreye
uygulanmasindan sonra élciilen yiizde nanopartikiil gecisi ve geri kazanim degerlerine ait

bulgular
Nanopartikiil | Deney % Gecis % Gecis % Gecis Geri
Formiilasyonu (4.saat) (8.saat) (24.saat) Kazanim
1 % 23 % 42 % 58 % 93
PS-NC-51
2 % 28 % 46 % 65 % 93
1 %5 % 6 % 8 % 89
PS-NC-250
2 %9 % 10 % 11 % 81
1 % 11 % 11 % 12 % 92
PS-C-50
2 % 10 % 11 % 13 % 97
1 % 6 % 11 % 17 % 88
PS-C-300
2 % 6 % 11 % 17 % 91
1 % 17,5 % 37,8 % 43,1 % 92
PVA-L-F2
2 % 21 % 35 % 44 % 89
70 -
60 |
Z 50
8 —— PS-C-50
3 404 —— PSNC-51
) —=— PS-NC-250
g 304 —— PS-C-300
§ —=— PVA-L-F2
£ 0
e /
10 - % =3
O T T T 1
0] 5 10 20 30

Zammn (saat)

Sekil 95 : PS nanopartikiil formiilasyonlarinin 1 pm Transwell membran filtreye
uygulanmasindan sonra olciilen nanopartikiil gecis degerlerinin zamana bagh profili
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Tablo 51 : PS nanopartikiil formiilasyonlariin 3 pm Transwell membran filtreye
uygulanmasindan sonra olciilen yiizde nanopartikiil gecisi ve geri kazanim degerlerine ait
bulgular

Nanopartikiil | Deney % Gegis % Gecis % Gegis Geri
Formiilasyonu (4.saat) (8.saat) (24.saat) Kazanim
1 % 35,90 % 56,87 % 72,41 % 87
PS-NC-51
2 % 36,25 % 58,10 % 74,04 % 88
1 % 28,08 % 68,89 % 73,91 % 98
PS-NC-250
2 % 28,85 % 70,06 % 74,46 % 98
1 % 10,88 % 63,17 % 64,81 % 79
PS-C-50
2 % 11,39 % 67,11 % 70,25 % 83
1 % 28,26 % 66,22 % 78,85 % 96
PS-C-300
2 % 29,71 % 68,14 % 80,50 % 97
1 % 11 % 65 % 68 % 88
PVA-L-F2
2 % 12,7 % 68,2 % 72,2 % 90
% =
&) -
w107
z T
3 60 - —*— PS-C-50
% 50 —— PSNC-51
: —=— PSNC-250
8" 40 - —— PS-C-300
5 30 - —— PVAL-F2
X
e
20 -
10
0 T T T T T 1
0] 5 10 15 20 25 30
Zamn (saat)

Sekil 96 : PS nanopartikiil formiilasyonlarinin 3 pm Transwell membran filtreye
uygulanmasindan sonra dl¢iilen nanopartikiil gecis degerlerinin zamana bagh profili
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Tablo 52 : PS nanopartikiil formiilasyonlariin 1 pm Transwell membran filtreye
uygulanmasindan sonra olciilen Calu-3 hiicrelerinin yiizde nanopartikiil gecisi ve geri
kazanim degerlerine ait bulgular

Nanopartikiil | Deney % Gegcis % Gegis % Gecis Geri
Formiilasyonu (4.saat) (8.saat) (24.saat) Kazanim

1 15 29,96 47,59 % 91

PS-NC-51 2 16,54 32,77 52,45 % 87

3 16,35 32,67 52,53 % 87

1 0,57 1,20 7,62 % 97

PS-NC-250 2 0,62 1,30 10,85 % 91

3 0,62 1,24 9,52 % 87

1 0,35 1,49 10,18 % 77

PS-C-50 2 0,07 0,79 7,04 % 78

3 0,07 0,69 8,25 % 79

1 5,26 10,56 18,42 % 84

PS-C-300 2 5,12 10,24 17,56 % 84

3 5,08 10,15 17,92 % 80

1 4,06 13,06 33,95 % 83

PVA-L-F2A 2 5,75 15,28 34,23 % 79

3 4,90 13,65 30,08 % 72
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Sekil 97 : PVA ve PS nanopartikiil formiilasyonlarinin 1 pm Transwell membran filtreye
uygulanmasindan sonra olciilen nanopartikiil gecis degerlerinin zamana bagh profili

2.5.Nanopartikiil Akciger Hiicreleri Icine Allm Cahsmalarina Ait Bulgular

PV A nanopartikiil formiilasyonu ile inkubasyona birakilmamis, mukus tasiyan,
yasayan Calu-3 hiicreleri konfokal mikroskop goriintiisii Sekil 98 de ve mukus
tagimayan, yasayan Calu-3 hiicreleri konfokal mikroskop goriintiisii Sekil 99 de

verilmigtir.

A549 hiicrelerinin PVA ve PS nanopartikiil formiilasyonlariyla hiicre kiiltiirii
calisma besiyeri i¢ine daldirilmis kosulda 2 saat siireyle inkiibe edilmesini takiben elde

edilen konfokal goriintiileri Sekil 100-112 de verilmistir.

Calu-3 hiicrelerinin PVA ve PS nanopartikiil formiilasyonlariyla hiicre kiiltiirii
calisma besiyeri i¢ine daldirilmis kosulda (Sekil 113-130) ve hava-sivi araylizey
kosullarinda (Sekil 131-142) 2 saat siireyle inkiibe edilmesini takiben elde edilen
konfokal goriintiileri Sekil 113-142 de gosterilmistir.
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Sekil 98 : Nanopartikiil formiilasyonu ile inkubasyona birakilmamis, mukus tasiyan,
yasayan Calu-3 hiicreleri konfokal mikroskop goriintiisii

Sekil 99 : Nanopartikiil formiilasyonu ile inkubasyona birakilmamis, mukus tabakasi
uzaklastirilmig, yasayan Calu-3 hiicreleri konfokal mikroskop goriintiisii



2381 pum

2381 um

Sekil 100 : PS-C-50 formiilasyonunun hiicre Kiiltiirii calisma besiyerine daldirilarak
kiiltiir edilen A549 hiicreleriyle inkiibasyona birakilma kosullarindaki konfokal
mikroskop goriintiisii-I

Sekil 101 : PS-C-50 formiilasyonunun hiicre Kiiltiirii calisma besiyerine daldirilarak
kiiltiir edilen A549 hiicreleriyle inkiibasyona birakilma kosullarindaki konfokal
mikroskop goriintiisii-1I

160
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Sekil 102 : PS-C-50 formiilasyonunun hiicre Kiiltiirii calisma besiyerine daldirilarak
kiiltiir edilen A549 hiicreleriyle inkiibasyona birakilma kosullarindaki konfokal
mikroskop goriintiisii-111

Sekil 103 : PS-NC-51 formiilasyonunun hiicre Kkiiltiirii calisma besiyerine daldirilarak
kiiltiir edilen A549 hiicreleriyle inkiibasyona birakilma kosullarindaki konfokal
mikroskop goriintiisii-I
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Sekil 104 : PS-NC-51 formiilasyonunun hiicre Kkiiltiirii calisma besiyerine daldirilarak
kiiltiir edilen A549 hiicreleriyle inkiibasyona birakilma kosullarindaki konfokal
mikroskop goriintiisii-1I

Sekil 105 : PS-NC-250 formiilasyonunun hiicre kiiltiirii calisma besiyerine daldirilarak
kiiltiir edilen A549 hiicreleriyle inkiibasyona birakilma kosullarindaki konfokal
mikroskop goriintiisii
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Sekil 106 : PS-C-300 formiilasyonunun hiicre kiiltiirii calisma besiyerine daldirilarak
kiiltiir edilen A549 hiicreleriyle inkiibasyona birakilma kosullarindaki konfokal
mikroskop goriintiisii-1

Sekil 107 : PS-C-300 formiilasyonunun hiicre kiiltiirii besiyerine daldirilarak kiiltiir edilen
A549 hiicreleriyle inkiibasyona birakilma kosullarindaki konfokal mikroskop goriintiisii-
11
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2381 ym

Sekil 108 : PS-C-300 formiilasyonunun hiicre Kkiiltiirii besiyerine daldirilarak kiiltiir edilen
A549 hiicreleriyle inkiibasyona birakilma kosullarindaki konfokal mikroskop goriintiisii-
11

Sekil 109 : PS-C-300 formiilasyonunun hiicre kiiltiirii calisma besiyerine daldirilarak
kiiltiir edilen A549 hiicreleriyle inkiibasyona birakilma kosullarindaki konfokal
mikroskop goriintiisii-IV
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Sekil 110 : PVA-L-F2A formiilasyonunun hiicre Kiiltiirii ¢caliyma besiyerine daldirilarak
kiiltiir edilen A549 hiicreleriyle inkiibasyona birakilma kosullarindaki konfokal
mikroskop goriintiisii-I

Sekil 111 : PVA-L-F2A formiilasyonunun hiicre kiiltiirii ¢caliyma besiyerine daldirilarak
kiiltiir edilen A549 hiicreleriyle inkiibasyona birakilma kosullarindaki konfokal
mikroskop goriintiisii-1I
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Sekil 112 : PVA-L-F2A formiilasyonunun hiicre kiiltiirii calisma besiyerine daldirilarak
kiiltiir edilen A549 hiicreleriyle inkiibasyona birakilma kosullarindaki konfokal
mikroskop goriintiisii-II1

Sekil 113 : PS-C-50 formiilasyonunun hiicre Kiiltiirii calisma besiyerine daldirilarak
kiiltiir edilen Calu-3 hiicreleriyle inkiibasyona birakilma kosullarindaki konfokal
mikroskop goriintiisii-I
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e
2381 um 2381 pym

23.81 pm

Sekil 114 : PS-C-50 formiilasyonunun hiicre Kiiltiirii calisma besiyerine daldirilarak
kiiltiir edilen Calu-3 hiicreleriyle inkiibasyona birakilma kosullarindaki konfokal
mikroskop goriintiisii-1I

17.3 um

Sekil 115 : PS-C-50 formiilasyonunun hiicre Kiiltiirii calisma besiyerine daldirilarak
kiiltiir edilen Calu-3 hiicreleriyle inkiibasyona birakilma kosullarindaki konfokal
mikroskop goriintiisii-I1T
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17.3 pm

Sekil 116 : PS-C-50 formiilasyonunun hiicre Kiiltiirii calisma besiyerine daldirilarak
kiiltiir edilen Calu-3 hiicreleriyle inkiibasyona birakilma kosullarindaki konfokal
mikroskop goriintiisii-1V

Sekil 117 : PS-NC-250 formiilasyonunun hiicre kiiltiirii calisma besiyerine daldirilarak
kiiltiir edilen Calu-3 hiicreleriyle inkiibasyona birakilma kosullarindaki konfokal
mikroskop goriintiisii-I



Sekil 118 : PS-NC-250 formiilasyonunun hiicre kiiltiirii calisma besiyerine daldirilarak
kiiltiir edilen Calu-3 hiicreleriyle inkiibasyona birakilma kosullarindaki konfokal
mikroskop goriintiisii-1I

Sekil 119 : PS-NC-250 formiilasyonunun hiicre Kkiiltiirii calisma besiyerine daldirilarak
kiiltiir edilen Calu-3 hiicreleriyle inkiibasyona birakilma kosullarindaki konfokal
mikroskop goriintiisii-II1
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Sekil 120 : PS-NC-250 formiilasyonunun hiicre kiiltiirii calisma besiyerine daldirilarak
kiiltiir edilen Calu-3 hiicreleriyle inkiibasyona birakilma kosullarindaki konfokal
mikroskop goriintiisii-1V

Sekil 121 : PS-NC-250 formiilasyonunun hiicre kiiltiirii caliyma besiyerine daldirilarak
kiiltiir edilen Calu-3 hiicreleriyle inkiibasyona birakilma kosullarindaki konfokal
mikroskop goriintiisii-V

170



Sekil 122 : PS-C-300 formiilasyonunun hiicre kiiltiirii calisma besiyerine daldirilarak
kiiltiir edilen Calu-3 hiicreleriyle inkiibasyona birakilma kosullarindaki konfokal
mikroskop goriintiisii-1

Sekil 123 : PS-C-300 formiilasyonunun hiicre kiiltiirii calisma besiyerine daldirilarak
kiiltiir edilen Calu-3 hiicreleriyle inkiibasyona birakilma kosullarindaki konfokal
mikroskop goriintiisii-1I
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Sekil 124 : PS-C-300 formiilasyonunun hiicre kiiltiirii calisma besiyerine daldirilarak
kiiltiir edilen Calu-3 hiicreleriyle inkiibasyona birakilma kosullarindaki konfokal
mikroskop goriintiisii-1I1

Sekil 125 : PS-C-300 formiilasyonunun hiicre kiiltiirii calisma besiyerine daldirilarak
kiiltiir edilen Calu-3 hiicreleriyle inkiibasyona birakilma kosullarindaki konfokal
mikroskop goriintiisi-1V
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Sekil 126 : PS-C-300 formiilasyonunun hiicre kiiltiirii calisma besiyerine daldirilarak
kiiltiir edilen Calu-3 hiicreleriyle inkiibasyona birakilma kosullarindaki konfokal
mikroskop goriintiisii-V

Sekil 127 : PS-C-300 formiilasyonunun hiicre kiiltiirii calisma besiyerine daldirilarak
kiiltiir edilen Calu-3 hiicreleriyle inkiibasyona birakilma kosullarindaki konfokal
mikroskop goriintiisii-VI
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Sekil 128 : PVA-L-F2A formiilasyonunun hiicre Kiiltiirii ¢caliyma besiyerine daldirilarak
kiiltiir edilen Calu-3 hiicreleriyle inkiibasyona birakilma kosullarindaki konfokal
mikroskop goriintiisii-I

12.24 ym

12.24 pym

Sekil 129 : PVA-L-F2A formiilasyonunun hiicre kiiltiirii ¢calisma besiyerine daldirilarak
kiiltiir edilen Calu-3 hiicreleriyle inkiibasyona birakilma kosullarindaki konfokal
mikroskop goriintiisii-II
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Sekil 130 : PVA-L-F2A formiilasyonunun hiicre Kiiltiirii ¢caliysma besiyerine daldirilarak
kiiltiir edilen Calu-3 hiicreleriyle inkiibasyona birakilma kosullarindaki konfokal
mikroskop goriintiisii-ITT

Sekil 131 : PS-NC-51 formiilasyonunun hava-sivi arayiizeyinde kiiltiir edilen Calu-3
hiicreleriyle inkiibasyona birakilma kosullarindaki konfokal mikroskop goriintiisii-I
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23.81um

Sekil 132 : PS-NC-51 formiilasyonunun hava-sivi arayiizeyinde kiiltiir edilen Calu-3
hiicreleriyle inkiibasyona birakilma kosullarindaki konfokal mikroskop goriintiisii-1I

Sekil 133 : PS-NC-51 formiilasyonunun hava-sivi arayiizeyinde kiiltiir edilen Calu-3
hiicreleriyle inkiibasyona birakilma kosullarindaki konfokal mikroskop goriintiisii-1I1
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Sekil 134 : PS-C-300 formiilasyonunun hava-sivi arayiizeyinde kiiltiir edilen Calu-3
hiicreleriyle inkiibasyona birakilma kosullarindaki konfokal mikroskop goriintiisii-I

Sekil 135 : PS-C-300 formiilasyonunun hava-sivi arayiizeyinde kiiltiir edilen Calu-3
hiicreleriyle inkiibasyona birakilma kosullarindaki konfokal mikroskop goriintiisii-1I
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Sekil 136 : PS-NC-51 formiilasyonunun hava-sivi arayiizeyinde Kkiiltiir edilen Calu-3
hiicreleriyle inkiibasyona birakilma kosullarindaki konfokal mikroskop goriintiisii-I

Sekil 137 : PS-NC-51 formiilasyonunun hava-sivi arayiizeyinde Kkiiltiir edilen Calu-3
hiicreleriyle inkiibasyona birakilma kosullarindaki konfokal mikroskop goriintiisii-II
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2381 pm

2381 pm

Sekil 138 : PS-C-300 formiilasyonunun hava-sivi arayiizeyinde kiiltiir edilen Calu-3
hiicreleriyle inkiibasyona birakilma kosullarindaki konfokal mikroskop goriintiisii-1I1

Sekil 139 : PS-C-300 formiilasyonunun hava-sivi arayiizeyinde kiiltiir edilen Calu-3
hiicreleriyle inkiibasyona birakilma kosullarindaki konfokal mikroskop goriintiisii-IV



Sekil 140 : PVA-L-F2A formiilasyonunun hava-sivi arayiizeyinde Kkiiltiir edilen Calu-3
hiicreleriyle inkiibasyona birakilma kosullarindaki konfokal mikroskop goriintiisii-I

Sekil 141 : PVA-L-F2A formiilasyonunun hava-sivi arayiizeyinde Kkiiltiir edilen Calu-3
hiicreleriyle inkiibasyona birakilma kosullarindaki konfokal mikroskop goriintiisii-1I
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—
3843 uym

Sekil 142 : PVA-L-F2A formiilasyonunun hava-sivi arayiizeyinde Kkiiltiir edilen Calu-3
hiicreleriyle inkiibasyona birakilma kosullarindaki konfokal mikroskop goriintiisii-I11
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TARTISMA

Nanopartikiiller, biiytiklikleri 10-1000 nm arasinda degisen, ¢Oziinmiis,
hapsedilmis veya adsorbe olan etkin maddeyi kontrollii olarak salan kati kolloidal
partikiillerdir. Bu tip tasiyici sistemler ilaglarin istenilen organda yogunlasmalarini ve
salimlarinin  kontroliinii saglar, transdermal uygulamalarda mikrorezervuar gorevi
yaparak ilaci kan dolasimina ulastirir, peptid, protein ve niikleik asitler i¢in iyi bir
tastyict gorevi goriir, antikor olusumunu uzun siire devam ettirerek asilarin etkinligini
arttirir, akcigerlere hedeflemeye olanak tanir ve yapilarina floresans veya radyoaktif
maddeler yiiklenerek akciger, karaciger, dalak, kemik iligi gibi organlarin hiicresel
bazda incelenmesine yardimci olur. Pulmoner yolla uygulanan nanopartikiiller ile daha
diisiik dozda, daha az yan etkiye sahip ilag tasiyici sistemler gelistirilebilir ve boylece
terapotik etki azalmaksizin yiiksek lokal veya sistemik etki saglanir. Optimum terapdtik
etkinligin saglanmasi amaciyla kullanilan tasiyict sistemlerin (polielektrolit kompleks,
viral vektor, lipozom, mikro-/nanopartikiil) hiicre i¢i davramis mekanizmalari
cOoziimlenmeye c¢alisilmaktadir. Ancak partikiiler sistemlerin akciger hiicreleri
tizerindeki etki mekanizmasinin aydinlatilabilmesi i¢in hiicre ortaminda teshis edilebilir
olmas1 gereklidir. Bu amagla floresans ile isaretlenmis 6zel maddeler (FITC-Dextran,
FITC-BSA vb) partikiillerin i¢ine yiiklenir veya partikiillerin hazirlanmasinda kullanilan
polimer floresans gosteren bir boya (KF, rodamin izotiyosiyanat, floressein
izotiyosiyanat) ile kovalan yolla isaretlenir (23, 223-227). Ancak floresans igeren
madde enkapsiile edilmis partikiiller, hiicre ortaminda floresansi salmaya baslar ve
mikroskobik incelemede sadece partikiiller degil ortama yayilan tiim floresans gozlenir
(228). Floresans baglanmis polimerin ise ortamdaki stabilitesinden dolay1 partikiiler
sistemden ayrilmasi engellenmekte ve partikiillerin hiicre ortaminda lokalizasyonu daha
iyl goriintiillenmektedir (23). Partikiillerin hiicre i¢ine alimin1 incelemek tizere
radyoaktiviteyle isaretlenmeleri de diger yaygin deneysel yaklasimlardan biridir (229,
230). Ancak radyoaktif maddeye maruz kalmay1 engellemek icin floresansla isaretleme

daha fazla tercih edilmektedir (23, 154, 231-233).

Partikiiler sistemler ile hiicre etkilesiminin incelenmesini saglayan en ideal
yontem in vitro hiicre kiiltiiriidiir. /n vitro hiicre kiiltiirii ¢aligmalar ile in vivo hayvan

deneylerinde karsilasilan, insan viicudunu taklit etme, yiiksek maliyet, etik kurallara
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uyma gibi bir takim giigliikler bertaraf edilerek saglikli ve tekrarlanabilir sonuclar elde
edilebilmektedir. Bu ¢alismada, floresans 6zellik gosteren 5(6)-karboksifloressein (KF)
ile nanopartikiillerin hazirlanmasinda kullanilan polivinilasetat (PVA) kovalan yolla
baglanmistir. KF, sulu ortamda yiiksek floresans etkinligine sahip olmasi ve hem
eksitasyon hem de emisyon dalga boylarinin goriiniir alanda olmasi nedeniyle tercih
edilmistir. Sentezlenen floresans isaretli polimer (KF-PVA) kullanilarak hazirlanan

nanopartikiillerin akciger epitel hiicreleriyle biyolojik etkilesimleri incelenmistir.

Polivinilasetat (PVA), vinil asetat monomerinin serbest radikal vinil
polimerizasyonu sonucunda meydana gelen amfifilik o6zellikte ve biyouyumlu bir
polimerdir. Yapisindaki alkol gruplar1 polimere hidrofilik 6zellik kazandirirken, asetat
gruplar ise hidrofobik 6zellik vermektedir. Calismamizda kullandigimiz PVA (%40)
nin yapisinda % 40 oraninda hidrofilik alkol gruplar1 bulunmaktadir.

Floresans isaretli PVA (KF-PVA) ilk kez bu ¢alismada sentezlenmistir. PVA nin
KF ile isaretlenme reaksiyonu, KF nin karboksil grubu ile PVA nin alkol grubu arasinda
gerceklestirilmistir (Sekil 7). Sentezlenen KF-PVA kolon kromatografisi yardimi ile
Sephadex LH-20 kullanilarak saflagtirilmistir. Sephadex LH-20 06ncelikle yiiksek
molekiil agirlikli bilesiklerin kolondan ayrilmasimi saglar. Molekiil agirligi azaldikca
maddelerin ayrilma siireleri de uzar. Diizgiin bir ayirma iseminin yapilabilmesi igin
sentezde kullanilan her bir madde Sephadex LH-20 kolonda farkli ¢6ziicii karigimlar
kullanilarak fraksiyonlandirilmis ve ¢oziicii olarak metanol:su (90:10 h/h) karigimi
kullanildiginda en iyi ayirmanin gerceklestigi gortiilmistiir. Kolona uygulanan polimer
miktarinin da ayirma islemini etkiledigi goriilmiistiir ve herbir islemde en fazla 60 mg
polimer uygulanmasinin uygun olacagi sonucuna varilmistir. Ayrica KF-PVA kolondan
ikinci kez geg¢irildiginde elde edilen fraksiyonlarda serbest KF nin tesbit edilememesi

ayirma isleminin etkinligi kanitlamaktadir.

PVA ya baglanan KF miktarim1 tayin etmek amaciyla literatiirde kayith olan
konsantrasyon-agirlik doniistiirme yontemi kullanilmistir (23). Bu amagla ilk olarak saf
KF nin ve KF-PVA nin florometrik yontemle miktar tayini gelistirilmistir. Saf KF
miktar tayini i¢in, KF nin N-metil-2-pirolidon:HBSS (75:25 h/h) karisimindaki
¢oOzeltisinin (pH 8.5) 485/20 nm eksitasyon ve 530/25 nm emisyon dalga boylarinda
gosterdigi floresans siddeti Olgiilmiistiir. Validasyon ¢alismalar1 ile yontemin

dogrusalligi, kesinligi, dogrulugu ve segiciligi arastirilmistir. Kullanilan yontemin
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dogrusalliginin yiiksek oldugu determinasyon katsayisinin 0,99 dan yiiksek olmasi ile
tespit edilmistir. Kesinlik i¢in yapilan caligmalarda elde edilen giin i¢i ve giinler arasi
degisim katsayis1 % 2 den kii¢iik bulunarak yontemin kesinligi ispat edilmistir.
Yontemin dogrulugu i¢in geri kazanma degerinin istenen siirlar (95,95-106,42) icinde
oldugu belirlenmistir (Tablo 5). Yontemin segiciligi i¢in yapilan ¢aligmalarda
nanopartikiil formiilasyonlarina giren yardimci maddelerin, KF nin maksimum floresans
gosterdigi 485/20 nm eksitasyon ve 530/25 nm emisyon dalga boylarinda floresans
vermedigi ve miktar tayinini etkilemeyecekleri saptanmistir. KF-PVA nin miktar

tayininde ise yukarida saf KF icin belirtilen yontem kullanilmistir.

Sentezde kullanilan KF miktarinin arttirilmasi: ile KF-PVA nin isarctleme
etkinligi anlamli derecede artmistir (p<0,05). 1:10 (a/a) KF:PVA oran1 kullanilarak
sentezlenen polimerin isaretlenme etkinligi % 0,07+£0,02 a/a olarak bulunurken,
KF:PVA oran1 10 kat artirildiginda (1:1 a/a) isaretleme etkinligi de % 0,45+0,06 a/a ya
yukselmistir. KF-PVA nin floresans isaretleme etkinligi, diger arastirmacilarin farkli
polimerler kullanarak elde ettikleri floresansla isaretleme etkinligine ait bulgular ile
uyumludur (23). Bulgular 1s18inda hiicre kiiltlirii  ¢aligmalarinda  kullanilacak
nanopartikiillerin floresans siddetini en iist seviyeye getirmek icin, partikiillerin
hazirlanmasinda 1:1 (a/a) KF:PVA oran1 kullanilarak sentezlenen floresans isaretli PVA

kullanilmustir.

Calismamizda kullanilan nanopartikiiller, nano¢dktiirme yontemi kullanilarak
hazirlanmistir (234). Nanogoktiirme, tek asamali nanopartikiil hazirlama yontemi olup,
hizli ve uygulamasi kolay bir tekniktir. Bu yontemde karsit ¢oziicli olarak stabilite
arttirict madde igeren sulu ¢ozeltiler kullanilmis ve nanopartikiiller ¢oktiirme suretiyle
hazirlanmistir. Hazirlanan partikiillerin boyutu polimerin fizikokimyasal 6zelliklerine,
¢Oziicli yer degistirme hizina ve formiilasyonda kullanilan stabilite arttirict maddelerin
Ozelliklerine bagli olarak degisir. Nanopartikiillerin karakterizasyonuna ait bulgular
Sekil 31-62 ve Tablo 18-23 de verilmistir. Formiilasyonlarin verimi % 96-99 arasinda
bulunmustur (Tablo 18). Nanopartikiillerin ylizey 6zellikleri kriyojenik transmisyon
elektron mikroskobunda incelenmis ve partikiillerin diizgiin, kiiresel yiizeye sahip
olduklar tespit edilmistir (Sekil 31-36).

On formiilasyon ¢alismalarinda, ¢dzeltideki polimer konsantrasyonunun

yiikseltilmesine bagli olarak partikiil biiytlikliiglinlin ve agregasyonunun artig gosterdigi
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saptanmistir. Polimer konsantrasyonu %2 den %4 e cikarildiginda nanopartikiillerin
boyutu yaklasik %20 artis gostermistir (Tablo 18). Polimer konsantrasyonu %4 {iin
tizerine ¢ikarildiginda, c¢ozeltinin yiiksek viskozitesine bagli olarak homojen
partikiillerin hazirlanabilmesi miimkiin olmamistir. Yiiksek polimer konsantrasyonunun
nanopartikiil olusumunu engelledigi literatiirde de kayitlidir (235). Organik faz:sulu faz
orant 1:10 dan 1:6 ya cikarildiginda nanopartikiill boyutunda anlamli bir artis
gorlilmemistir (p>0,05) (Tablo 18). Hazirlanan nanopartikiillerin ortalama partikiil
buytkligi 261,15 - 394,18 nm araliginda bulunmustur (Tablo 18). Tim
formiilasyonlarin homojen partikiil boyutu dagilimina (polidispersite: 0.10-0.17) sahip
olmas1 nanopartikiil hazirlama yonteminin etkinligini ispatlamaktadir (Tablo 18). Elde
edilen bulgular 15181nda, % 1 oraninda PVA iceren PVA-UL-F2 formiilasyonu en ideal
formiilasyon olarak secilmis ve ayni formiilasyon floresans isaretli PVA ile hazirlanarak
partikiill  boyutu ve dagilimi incelenmistir. PVA-UL-F2 ve PVA-L-F2
formiilasyonlarinin ortalama partikiil boyutu sirasiyla 283,65+4,51 nm ve 297,33+£5,9
nm olarak bulunmustur. KF-PVA ile hazirlanan nanopartikiillerin (PVA-L-F2)
boyutunda artis gdzlenmesine ragmen bu artigin anlamli olmadig1 saptanmistir (p>0,05)

(Tablo 18).

DLVO (Derjaguin, Landau, Verwey, Overbeek) teorisi, bir dispersiyondaki
partikiiller {izerindeki kuvvetin, elektrostatik itme ve van der Waals c¢ekme
kuvvetlerinden ileri geldigini 6ne siirmektedir (236, 237). Bu prensibe gore partikiil
ylizeyindeki yiliksek elektrostatik yiik, partikiillerin birbirinden ayrilmasini  ve
dispersiyonun fiziksel stabilitesini arttiritken, van der Walls c¢ekme kuvvetleri
agregasyona neden olmaktadir (236). Calismamizda kullanilan nanopartikiillerin
yiizeyindeki bu elektriksel tabakanin degerlendirilmesi zeta potansiyel Ol¢limiiyle
yapilmistir. Nanopartikiil formiilasyonlarinin yiizey yiikii 6l¢iimiine ait bulgular (Tablo
19 ve 20) de verilmistir. PVA-UL-F2 ve PVA-L-F2 formiilasyonlarinin HBSS i¢indeki
yiizey ylikleri sirasiyla 1,89+0,95 mV ve 1,92+3,76 mV bulunmugtur. Floresans isaretli

polimerin kullanilmasinin nanopartikiillerin yiizey yiiklerini etkilemedigi gorilmustiir.

Hiicre kiiltirti ¢calismalarinda PVA-L-F2 formiilasyonu ile bu formiilasyonun
mukayesesini yapabilmek amaciyla farkli partikiil boyutlarina sahip karboksil grubu
iceren (PS-C-50 ve PS-C-300) ve igermeyen (PS-NC-51 ve PS-NC-250) polistiren

nanopartikiilleri kullanilmigtir.
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Nanopartikiiler sistemlerin en biiylik dezavantajlarindan biri fizyolojik sivilar
icindeki diisiik stabilitelerine bagli olarak degisime ugramalaridir (238-240) Partikiil
boyutundaki azalmanin ¢oziinmenin bir sonucu oldugu, artisin ise sismeye veya
agregasyona bagli oldugu kabul edilmektedir (241). Hiicrelerden nanopartikiil gegiginin
incelenebilmesi i¢in partikiillerin hiicre kiiltiirii ¢alisma besiyerinden etkilenmemesi,
partikiil boyutu ve dagilimmi koruyabilmesi 6nem tagimaktadir. Ancak hiicre kiiltiirti
calisma besiyerleri hiicre tipine ve partikiil-hiicre etkilesimini incelemek i¢in kullanilan
yonteme bagli olarak degisiklik gosterir. Partikiillerin stabilitesine hiicre kiiltiirli calisma
besiyerinin etkisini incelemeksizin hiicre i¢ine alim, gecis ve toksisite calismalarinin
yapildig1 bir ¢ok makale bulunmaktadir (17, 242, 243) ve bu durum elde edilen
bulgularin saglikli bir sekilde karsilagtirllmasini engellemektedir. Yapilan farkli
arastirmalarda karboksillenmis veya aminlenmis polistiren partikiillerinin alveol epitel
hiicreleri tarafindan alimi arasindaki farklilik bulunmazken (17), diger bir ¢alismada
benzer aminlenmis polistiren nanopartikiillerinin primer sigan alveol epitel
hiicrelerinden 30 kat fazla gectigi bildirilmistir (244). Bu farkli sonuclar hiicre kiiltiirii
besiyerinde ve tamponunda gergek partikiil biiytlikliigii ve yiikiiniin incelenmemesinden
kaynaklanmaktadir. Calismamizda hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 i¢in segilen PVA-L-F2
formiilasyonunun ve polistiren nanopartikiillerinin HBSS ve hiicre kiiltiirii calisma
besiyerindeki (%2 FBS i¢ceren DMEM) 48 saat boyunca stabiliteleri incelenmistir. Bu
stire sonunda PVA-L-F2 nanopartikiillerinin partikiil boyutu her iki ¢6zelti icinde de
anlamli bir degisiklik gostermezken (p>0,05), polistiren iceren formiilasyonlarin

partikiil boyutlarinda biiyiik artislar gdzlenmistir (p<0,05) (Tablo 22 ve 23).

Normal polistiren partikiileri ile karsilagtirildiginda, karboksillenmis polistiren
partikiilleri ylizeylerindeki negatif yiiklii karboksil gruplar1 nedeniyle HBSS ¢ozeltisi
icinde daha diisiik yiizey yiikiine sahiptir (Tablo 20). Ancak hiicre kiiltiirii ¢alisma
besiyeri ic¢inde tiim polistiren partikiillerin zeta potansiyelleri anlamli derecede
yiikselmistir (Tablo 20). Notral tuzlardan olusan HBSS ¢6zeltisi polisitren partikiillerin
yiizey yiiklerini etkilemezken, hiicre kiiltiirii ¢alisma besiyerinde bulunan pozitif yiiklii
amino asitler ve L- glutaminin negatif yiiklii polistiren partikiilleri ile kompleks

olusturdugu ve boylece partikiillerin ylizey yliklerini diigiirdiigli varsayilmaktadir.

Ancak, ortamda bulunan elektrolitler nanopartikiillerin zeta potansiyellerini

degistirmemekle birlikte partikiil agregasyonuna neden olabilmektedirler (236, 237).
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Ortamda bulunan Na', K gibi tek degerlikli elektrolitlerin, partikiiller tarafindan kritik
elektrolit konsantrasyonunun {izerinde adsorpsiyonu, partikiillerin hidrasyonunu arttirir
ve bu da adezif kuvvetleri gii¢lendirir (245). Negatif yiiklii polisitiren nanopartikiillerin
HBSS c¢ozeltisi i¢indeki agregasyonun nedeni de bu sekilde agiklanabilir. Calismamizda
hazirladigimiz ¢ok diisiik yiiklii PVA nanopartikiilleri ise hem HBSS hem de hiicre

kiltiirii besiyeri i¢inde miikemmel fiziksel stabilite gostermistir.

Nanopartikiil gecis c¢alismalarinda nanopartikiil miktarmin tespit edilmesi
amaciyla floresans iceren PVA ve PS nanopartikiillerinin miktar tayini fluorometrik
yontem kullanilarak yapilmistir. Bu yontemin validasyonu yapilarak, yontemin
dogrusalligi, kesinligi, dogrulugu ve seciciligi kanmitlanmistir. Kullanilan yontemin
dogrusalliginin yiiksek oldugu korelasyon katsayisinin 0,99 dan yiiksek olmasi ile tespit
edilmistir. Kesinlik i¢in yapilan c¢aligmalarda elde edilen degisim katsayisi degerinin
%2-3 arasinda bulunmasina dayanarak, yontemin kesinligi ispatlanmistir. Yontemin

dogrulugu i¢in, geri kazanma degeri 92,88 - 102,61 sinirlar1 i¢inde bulunmustur.

Pulmoner yolla uygulanacak partikiillerin boyutu ve dagilimi, hidrofobisitesi,
ylizey yiikii, inkiibasyon siiresi gibi faktorler partikiillerin hedeflendirilmesini, hiicre
icine alimini, degradasyonunu ve viicuttan atilimini etkileyen onemli faktorlerdendir
(216, 246-250). 3 um den Kkiigiik partikiiller alveolar boélgede derin kisimlarda
toplanirken, daha biiylik partikiiller {ist havayollarinda birikir (251). 500 nm den biiyiik
partikiiller makrofajlar tarafindan fagositoz ile hiicre i¢ine alinirken, daha kiigiik
partikiiller endositoza ugramaktadir. Ancak makrofajlar tarafindan fagositoz genellikle
partikiillerin viicuttan atilmasina sebep olur ve tercih edilmeyen bir durumdur (252,
253). Akcigerlerde terapétik etkinligin saglanabilmesi i¢in, uygulanan ilacin fagositik
olmayan akciger hiicreleri tarafindan alimi Onem tagimaktadir. Pulmoner ilag
uygulamasi ile ilgili son yillarda yapilan arastirmalar, ilacin etkinligini arttiran ve yan
etkilerini azaltan yeni tasiyici sistemler ile bu tasiyici sistemlerin akciger epiteline
yerlesmelerini takiben organizmada neye maruz kalacagini gosteren in vitro hiicre

kiltird modelleri Uizerinedir.

Glinlimiizde solunum sistemi in vitro hiicre kiiltiirii modeli olarak A549 (insan
alveol epitel hiicresi) ve Calu-3 (insan brons epitel hiicresi) modelleri kullanilmaktadir
(65). A549 hiicre dizini, fosfolipidlerin sentezi, lamellar yapilarin ve mikrovillilerin

varlig1 gibi alveol tip II hiicrelerine benzerlikler tasimaktadir (254, 255). A549 hiicre
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kiltiirii modeli, alveol epitelinin aksine, zonula occludins (ZO)-1 gibi siki1 baglanti
noktas1 proteinlerini diisiik oranda tasimasi nedeniyle bir bariyer olusturamamasi, diistik
transepitel elektrik dirence sahip olmasi ve bunlara bagli olarak hiicreler arasi
bosluklardan hidrofilik maddelerin yiiksek oranda gegirmesi gibi dezavatajlarindan
dolay1 partikiil gegis ¢aligsmalart i¢in uygun Ozelliklere sahip degildir. Bu nedenle

hiicreden geg¢is calismalari i¢in Calu-3 hiicre modeli tercih edilmektedir (256).

Calismamizda hiicreler kiiltiir erleninde 37°C de ve %95 hava-%5 CO;
ortaminda Uretilmistir. Hiicreler erlenin tabaninda % 85-90 doygunluga ulastiginda
Calu-3 hiicreleri 30 dakika, A549 hiicreleri i¢in ise 20 dakika % 0,25 tripsin-EDTA
karisimi ile muamele edilerek tabandan ayrilmistir. Tripan mavisi hiicrelerin canlilig
kontrol edildikten sonra Neubauer Hemositometre ile yasayan hiicre sayisi tespit
edilmistir. Hiicre kiiltiirii caligsma besiyeri igeriginin ve bilesimine konulan serum (FBS)
miktarinin hiicre farklilasmasi iizerinde anlamli etkiye sahip oldugu bildirilmistir (138,
257). Bu nedenle, daha onceki ¢alismalarin bulgularina dayanarak Calu-3 kiiltiirii i¢in
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium Nutrient Mixture F-12 Ham (DMEM) ve A549
kiiltiirli i¢in Minimum Essential Medium (MEM) tercih edilmis ve her iki besiyerine de

%10 oraninda FBS ilave edilmistir.

Calismamizda kullanilan nanopartikiil formiilasyonlarinin akciger hiicrelerinin
(Calu-3 ve A549) yasayabilirligine etkisini arastirmak i¢in in vitro toksisite testi (MTT)
yapilmistir. Bu yontemde hiicre yasayabilirligi, mitokondriyal dehidrojenaz aktivitesinin
Ol¢iilmesiyle hesaplanmaktadir. Hiicre yasayabilirliginin tayininde 0.1 — 10 mg/mL
konsantrasyonlarda  nanopartikiil ~ kullamilmistir. PVA-L-F2 ve PVA-UL-F2
formiilasyonlar1 2 mg/mL (Tablo 26 ve 27), icerigindeki SDS in uzaklastirilmasinin
ardindan PS-C-50 ve PS-NC-250 polistiren partikiilleri ise 5 mg/mL konsantrasyona
kadar her iki hiicre grubunun yasayabilirligine etki etmemistir (Tablo 30 ve 31). Hiicre
ici alim ve gecis calismalarinda uygulanan konsantrasyona esdeger miktarda
nanopartikiil (5 mg/mL) kullanildiginda ise, PVA-L-F2 formiilasyonu ile inkiibe edilen
Calu-3 ve A549 hiicrelerinin yasayabilirligi sirasiyla %68,40 ve %65,59 a diigmiistiir.
Ancak bu deger hiicrelerin LDsy degerinin altindadir. MTT testi sonucunda, PVA
nanopartikiillerinin ~ hazirlanmasinda  kullanilan  stabilite  arttirict  maddelerin
(polivilpirolidon ve polivinilalkol), formiilasyona eklendikleri konsantrasyonda (0,001

mg/mL) her iki hiicre grubunun yasayabilirliine etkisinin bulunmadig1 kanitlanmigtir
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(Tablo 32). Yontemin etkinligini kanitlamak amaciyla, toksisitesi bilinen bakir
nanopartikiillerinin diger formiilasyonlarin test edildigi her iki hiicre grubuna etkileri
incelenmis ve ¢ok diisiik konsantrasyonlarda (40 pg/mL) bile hiicre yasayabilirliginde
belirgin azalmaya sebep olmustur (Calu-3 i¢in %0,45, A549 i¢in %1,81) (Tablo 33).

In vivo kosullar1 miimkiin oldugu kadar yakin bir sekilde yansitabilmek icin in
vitro kiiltiir edilmis hiicre tabakalarinin biitiinliigiinii en yiiksek seviyede tutmak biiytik
Oonem tagimaktadir. Partikiillerin hiicre gecisinin test edilebilmesi i¢in yasayan ve
biitiinliiglinii koruyan hiicre tabakalarinin kullanilmas: gereklidir (17, 257). Aym
zamanda hiicrelerin aktif ve pasif transport mekanizmalart in vivo kosullara yakin
fonksiyonellik gostermelidir (14, 258, 259). Nanopartikiill gecis caligmalarina
baslamadan once Calu-3 hiicre tabakasinin transepitel elektrik direnci ve bu hiicre
tabakasindan radyoaktif mannitol gegisi test edilerek hiicre biitiinliigii saptanmistir.
Calu-3 hiicreleri havayolu epitelinden gecis ¢aligmalar i¢in ¢ok uygun bir modeldir
(260). Calu-3 hiicre kiiltlirii modeli, sik1 baglant1 bolgesi, yiiksek TER ve mukus salimi

gibi normal havayolu epitelinin tiim 6zelliklerini gostermektedir (14).

Hiicre ici ya da hiicreler arasi permeabiliteyi 6lgmek i¢in kullanilan en uygun
metodlardan biri transepitel elektrik direncin (TER) 6l¢iilmesidir. Hiicrelerarasi siki
baglantilar1 bolgelerinin iyon akisina gosterdigi direng, hiicre tabakasinin direncini
belirler ve hiicre kiiltiirii modelinin biitiinliigiinii gostergesidir (147). Hiicre tabakasinin
biitiinliigli hakkindaki kapsamli bilgi, radyoaktif isaretli mannitol (18) sodyum
floressein (17, 242) veya FITC-dekstran (261) gibi hidrofilik isaretleyicilerin hiicre
tabakalarinin bir tarafindan diger tarafina gegisinin Olgiilmesiyle elde edilmektedir.
Calu-3 hiicrelerinde tipik Py, degeri 107 ecm.sn™ civarmdadir (9, 147). Son yillarda
Calu-3 hiicreleri ile yapilan calismalarda, hava-sivi arayiizeyinde kiiltlirii yapilan
hiicrelerin diger hiicre kiiltiirii yontemleri ile iiretilenlere gore in vivo kosullar1 daha iyi
taklit ettigi bildirilmistir (113, 262). Lee ve arkadaslar1 (152), hava-sivi arayiizeyinde
kiiltiir edilen insan nazal epitel hiicrelerinin iki hafta sonra olusumunu tamamlamis silli
bir yap1 kazanirken, sivi vasata daldirilan kosulda kiiltiir edilen hiicrelerin sagliksiz diiz
bir yap1 olusturduklarini bildirmislerdir. Hava-siv1 arayiizey kiiltiir kosulunda, in vivo
kosullara benzer sekilde yiiksek oksijen tiiketimi imkanina bagh olarak silli hiicreler ile
bazal ve goblet hiicreleri ayni oranda olusurken, siviya daldirilmis kiiltiir kosullarinda

silli hiicreler baskindir (263). Hava-s1v1 arayiizey, mukus iireten glikoproteinlerin baskin
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sekilde bulundugu farklilasmis bir hiicre dizini elde edilmesini saglayan bir kiiltiir
kosuludur (134). Hava-siv1 araylizey kosulunda kiiltiir ile olusan yari-kuru akciger
epitel hiicreleri, partikiil yerlesme ve gecis calismalar i¢in en ideal se¢enektir (11). Bu
iistlinliikler nedeniyle, ¢alismamizda Calu-3 hiicreleri hava-sivi ara yiizeyinde kiiltiir

edilmisgtir.

Hiicre ekim yogunlugu da hiicre biitiinliigiinii etkileyen onemli faktdrlerden
biridir. Yiiksek ekim yogunlugu hiicrelerin c¢oklu tabakalar olusturmasina neden
olurken, diisiik yogunlukta ise hiicreler aras1 siki baglant1 bolgelerinin olusumu yetersiz
kalmaktadir. Bu nedenle kiiltiirii yapilan hiicrelerin ekim yogunlunun optimize edilmesi

Onem tasimaktadir.

Havayolu epitel hiicre dizinleri 10°-10° hiicre/mL yogunlugunda ekildiklerinde
ideal morfolojik 6zellikler gostermektedir (136, 138, 139). Calismamizda da 10° dan
yiiksek yogunlukta ekim yapildiginda hiicrelerin ¢oklu tabaka olusturma egiliminde

oldugu gozlenmis ve hiicre kiiltiirii 2.24x10> hiicre/mL yogunlugunda yapilmustir.

Hiicre tabakas1 morfolojisinin ve tasiyici protein ekspresyonunun hiicre kiiltiirii
stiresi tarafindan etkilendigi bilinmektedir (135, 264, 265). Bu baglamda, hiicrelerin tam
olarak farklilasma siirecini tamamlamasi i¢in, radyoaktif mannitol gecis ve nanopartikiil
gecis calismalart Calu-3 hiicrelerinin ekimini takiben 9-11 giin sonrasinda yapilmistir.
Hiicreler, bu siirenini altinda inkiibe edildiginde hiicre dizini istenen doygunluga

ulagmazken, bu siirenini iistiinde ¢ok tabakali bir olusum goézlenmistir.

Hiicre epitelinin elektrik direncinin geriye doniistimlii olmasi hiicrenin tek bir
tabaka olarak tiim yapisim1 korudugunu kanitlamaktadir. Bu nedenle, hiicrelerin
nanopartikiillerle ilk temasta gosterdigi TER degerlerinin deney sonunda da elde
edilmesi 6nem tagimaktadir. Caligmamizda, nanopartikiil uygulanmasindan 240 dakika
sonra Ol¢tlilen Calu-3 TER degerleri, ilk uygulama esnasinda alinan TER degerlerinin
% 90 -100 tiine ulagsmistir (Tablo 41). Tim nanopartikiill formiilasyonlarinin
uygulanmasini takiben Calu-3 TER degerlerinde belirgin bir degisiklik gézlenmemesi,

partikiillerin hiicre biitlinliiglinii bozmadigini ispatlamistir (Sekil 82-87; Tablo 34-38).

Hiicre biitiinliiglinlin tayini i¢in ayrica hiicreler arasindan radyoaktif isaretli
mannitol gecisi incelenmistir. Calismamizda Olgiilen ortalama goriinen gecis degeri

(Papp) 2,08 x 107 (cm/sn) — 3,92 x 107 cm/sn arasinda bulunmustur (Sekil 88-93 ve
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Tablo 42-47). Sadece PS-C-300 formiilasyonunun mannitol gegisi lizerine etkisi tespit
edilmistir. Formiilasyon uygulandiginda Calu-3 hiicreleri mannitol P,,, degerini % 68,2
ye dislirmiistiir (Tablo 48). Formiilasyonun, mannitol geg¢isini etkilerken TER degerini
degistirmemesi, PS-C-300 partikiillerinin hiicre gelisimini etkilemedigini gostermistir.
Mannitol gecis ¢alismalarinda kullanilan HBSS icinde yapilan partikiil boyutu tayinleri
sonucunda, PS-C-300 formiilasyonunun yiiksek oranda agregasyona ugradigi tespit
edilmistir (Tablo 23). Olusan agregatlarin mannitolle etkilesime girerek hiicre tabakalar:

boyunca mannitol akigini azalttig1 sonucuna varilmstir.

PVA ve PS iceren nanopartikiil formiilasyonlar1 hiicre yasayabilirligini dnemli
oranda etkilememistir. Hiicrelerin TER degerlerinin yiiksek olmasi ve yiiksek oranda
radyoaktif mannitol gecisine izin vermesi ise nanopartikiillerin muamele edildikleri
hiicrelerin biitiinliglinti degistirmedigini ispatlamistir. Bu sonuglar Calu-3 hiicrelerinin

nanopartikiil gecis caligmalari i¢in uygun oldugunu gostermistir.

Nanopartikiil gecis c¢alismalar1 i¢in kullanilan Transwell hiicre kiiltiirti destek
membraninin partikiillerin gegisi i¢in bir bariyer olusturup olusturmadigini test etmek
amaciyla 0,4 pm, 1 pm ve 3 pm goézenek boyutuna sahip, lizerine hiicre ekilmemis
Transwell lerden gegis ¢alismalari yapilmistir. 3 um goézenek boyutuna sahip Transwell
lerden tiim formiilasyonlarin gegisi ylksek bulunurken, 1 pum den sadece PS-NC-51
(% 61,5 = 4,95) ve PVA-L-F2A (%43,55 £+ 0,64) formiilasyonlar yiiksek oranda gecis
yapmustir. 0.4 pm Transwell membrandan partikiillerin gegislerinin diisiik olmasi,
biiylik porlara sahip 3 pm lik membranin ise hiicre sizmasina yol agmasi (17) nedeniyle
I um lik membran, hiicre kiiltiirii destek membrani olarak secilmistir. Duff ve ark. (266)
da, por biiyiikliigi 3 um ve daha biiyiik olan Transwell membranlarin iizerine ekilmis
Calu-3 hiicrelerinin bazolateral kompartmana gegerek bu bolimde biriktigini

bildirmislerdir.

Calu-3 hiicrelerinden 4, 8 ve 24 saat sonunda nanopartikiillerin gegisleri
incelenmis ve 24 saat sonunda 51 nm partikiil boyutuna sahip PS-NC-51 (%50,86 +
2,83) ve bu caligmada hazirlanan ve 297,30 nm partikiil boyutuna sahip PVA-L-F2A
(%32,75 £ 2,32) formiilasyonlar1 Calu-3 hiicre tabakasindan en yliksek gegis gosteren
formiilasyonlar olmustur. PVA-L-F2A ile benzer partikiil boyutuna sahip
karboksillenmis  (PS-C-300) ve karboksillenmemis (PS-NC-250) polistiren
nanopartikiillerinin gegisleri ise sirasiyla %17,97 = 0,43 ve %9,33 + 1,62 olarak
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bulunmustur ve bu degerler PVA-L-F2A formiilasyonuna gore anlamli derecede
diisiiktiir (p<0,05). In vitro hiicre ortamindan nanopartikiil gecis calismalari, PVA ile
hazirlanan partikiillerin pulmoner yolla ilag tastyici olarak kullanilmasinin ayni boyuta

sahip polistiren partikiillere gére daha elverisli oldugunu goéstermistir.

Nanopartikiillerin akciger hiicrelerine alim ¢alismalart konfokal lazer taramali
mikroskop ile yapildi. Odak dis1 sinyalleri red ederek yliksek c¢oziiniirliikkte goriinti
almmasini, kalin tabakalarin optik olarak dilimlenmesini ve 1ii¢ boyutlu
yapilandirilmasin1 saglamasi konfokal lazer mikroskobunun en 6nemli avantajlaridir
(232, 233). Konfokal numunelerini hazirlamak tiizere hiicrelerin iki farkli kosulda
kiltlirii yapilmistir. Calu-3 hiicreleri hem hava-sivi arayiizey hem de daldirilmis kiiltiir
kosullarinda iretilirken, A549 hiicrelerinin iiretimi sadece daldirilmis  kiiltiir

kosullarinda yapilmustir.

Hava-sivi ara ylizeyi kiltir kosullar1 kullanildiginda hiicreler Transwell
membranlar {izerinde iiretilmistir. Ancak bu yontem hiicre i¢i alim ¢aligmalarinda bazi
dezavantajlar getirmistir. Konfokal hiicre membran boyasmin lipofilik karakterde
olmas1 nedeniyle ayn1 6zellikteki Transwell membranini boyanmasi, mikroskop ile iyi
goriintli alinmasimi engellemistir. Ayrica hava-sivi ara ylizeyinde ¢ok fazla mukus
iiretimi nedeniyle floresans iceren nanopartikiillerin hiicre ile temasini kesen bir bariyer
olugsmus ve mukusun giderilmesi i¢in ek islemler uygulanmistir. Bu nedenle yukaridaki
olumsuzluklar1 gidermek i¢in daldirilmis kiiltiir kosullarinda hiicre iiretiminin daha
uygun olacagi diisiiniilmiistiir. Bu yontemde hiicreler lipofilik boya ile etkilesmeyen
cam lameller iizerinde iiretilirken mukus iiretimi de daha az goriilmiistiir. Daldirilmis
kiiltiir kosullar1 kullanilarak tiretilen hiicreler ile yapilan hiicre i¢i alim caligsmalari

sonucunda konfokal goriintiilerinin ¢ok daha anlasilabilir oldugu goriilmiistiir.

Hava-sivi ara yiizeyinde kiiltiirii yapilan Calu-3 hiicrelerinin iirettigi mukusun
uzaklastirilmasi i¢in hiicrelerin HBSS ile yikanmis ancak basarili olunamamistir. Bunun
tizerine hiicrelerin iiretildigi Transwell hiicre destek membranin bir tarafindan yikama
stvist olarak HBSS gonderilirken, kars: tarafta toplanan sivi vakum yardimu ile hiicre
ylizeyine dokunmaksizin uzaklastirilmistir. Boylece hem mukus hem de membrana
tutunamamis hiicreler ortamdan uzaklastirilmistir. Daha sonra hiicreler formaldehitle
sabitlendikten sonra % 0,01 (h/h) Triton X-100 ile muamele edilmis ve yikama ile

uzaklastirlamayan tiim mukus kalintis1 giderilmistir.
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Nanopartikiillerin fluoresans gdsteren boyalar ile isaretlenerek hiicre i¢ine alimi,
hiicre i¢i davraniginin incelenmesi miimkiindiir. Calismamizda, hiicre i¢i bolgeyi, hiicre
dis1 bolgeden ayirmak iizere membran boyasi olarak kirmizi floresans gdsteren
FM® 4-64FX kullamlmistir. FM boyalar1 hiicreler iizerine toksik olmayan, sulu fazda
floresans yaymadan hiicre yiizey membraninda floresans 6zellik gosteren maddelerdir.
Hiicre icinde gozlenen yesil kiimeler partikiillerin hiicre i¢ine alindiklarina isaret
etmektedir. Hiicre ylizeyinde biriken partikiiller ise kirmizi boyali hiicre membrani ile

yesil renkli partikiillerin iist {iste gelmesi nedeniyle sar1 noktalar halinde goriiliir.

PVA nanopartikiillerinin floresansla isaretlenmis olduklari konfokal mikroskop
goriintiileri ile kanitlanmistir (Sekil 110, 112, 128, 140, 142). Konfokal mikroskop
goriintiilerinin ~ incelenmesinde, 50 nm biyiiklikte negatif yiikli PS-C-50
nanopartikiillerin kiigiik bir kisminin hiicre i¢ine alindig1 goriilmiistiir (Sekil 100-102 ve
Sekil 113-116). Her iki hiicre grubu ile yapilan ¢aligsmalarda 250 nm boyutundaki
polistiren nanopartikiilleri biiyiik oranda hiicre membraninda birikirken, 300 nm
biiylikliigiindeki  polistiren partikiillerin  yiiksek oranda agregasyona ugradigi
gbzlenmistir. Floresans isaretli PVA nanopartikiillerinin A549 hiicreleri {izerindeki
birikimi Calu-3 hiicrelerine gore daha fazladir. Ancak nanopartikiillerin hiicre igine

alimi ise ¢ok diisiik oranda gerceklesmistir (Sekil 112, 140, 142).

Calismamiz, PVA dan farkli baska polimerler kullanilarak hazirlanan partikiiler
sistemlerin floresansla isaretleme suretiyle hiicre kiiltiiri ortamiyla biyolojik
etkilesimlerinin degerlendirildigi diger ¢calismalarla karsilastirildiginda benzer bulgulara
rastlanilmistir. Kitozan nanopartikiillerinin, FITC ile % 2,7 (a/a) etkinlikte isaretlendigi
bir ¢alismada, partikiillerin serbest kitozan molekiillerine kiyasla A549 hiicreleri igine
daha yiiksek oranda alindiklari1 bildirilmistir (23). Grenha ve arkadaslar (242), FITC-
BSA ile yiiklenmis, biyouyumlu, partikiil biyiikligi 300-380 nm olan kitozan
nanopartikiillerinin, konfokal mikroskop incelemeleri sonucunda Calu-3 ve A549 hiicre
ylizey membranlarinda yogun olarak izlenmelerine bagli olarak hiicre membrani ile
etkilestikleri ancak hiicre i¢ine alinmadiklari sonucuna varmiglardir. Floresan isaretli
ylizeyinde katyonik fonksiyonel gruplar tasiyan nanopartikiillerin konfokal lazer
taramali mikroskop ve transmisyon elektron mikroskop ile incelendigi diger bir
calismada, hiicre i¢ine alimi etkileyen en Onemli faktoriin ylizey yiikii oldugu

bildirilmistir (154).



194

Floresansla isaretli PVA polimerinin basariyla sentezlenmesi, bu polimer
kullanilarak nanopartikiillerin hazirlanmasi ve polistiren nanopartikiilleri ile mukayeseli
olarak akciger hiicrelerindeki davraniglarinin arastirilmasina dayali olan c¢alismamiz,
ilag yiiklii PVA nanopartikiillerinin yaygin akciger hastaliklarindaki (kronik obstriiktif
akciger hastaligi, sistik fibrozis, tiiberkiiloz vb.) tedavi etkinliginin incelenmesi igin

uygun bir zemin olusturmaktadir.
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