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Polimerlerin Toksisitesinin incelenmesinde Yeni Kiiltiir Modelinin Gelistirilmesi

OZET

Tibbin ¢esitli alanlarinda kullanilan polimerlerin klinik 6ncesi, toksisite ve biyouyumlulugu in
vivo ve in vitro kiiltiir modellerinde tayin edilmektedir. Mevcut hiicre kiiltiirleri polimerlerin
bu o6zelliklerinin tayin edilmesinde her zaman yiiksek duyarlilik gostermedigi gibi, pahali,
yapilmast zor ve zaman alicidir.

Bu sebeple bu calismanin amaci, polimerlerin toksisitesi, biyouyumlulugu ve ayrica
organizmada bulunmasi muhtemel enfeksiyon ajanlart ile (protozoan) etkilesimi hakkinda
bilgi verebilecek daha duyarli, hizli, ekonomik ve yapilmasi daha kolay yeni bir kiiltiir modeli
gelistirmek olmustur.

Deneyler, insan meme kanser hiicresi (MCF7), fare fibroblast hiicresi (L-929) ve yeni
onerilen Leishmania promastigot kiiltirii (Ep39) {iizerinde yapildi. Farkli molekiil
agirliklarindaki ve konsantrasyonlardaki poliakrilik asit (PAA) ve polietilen glikol (PEG)
kullanildi. Hiicrelerin morfolojik 6zellikleri mikroskopik olarak, canliliklar1 ise 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) yontemi ile incelendi.
Sonuglarin istatistiki degerlendirilmesi SPSS programa ile (student’s t-test) yapildi.

Sonuglar PAA’nin toksik ve PEG’in non-toksik etkisinin yeni kiiltiir modelinde, klasik kiiltiir
modelleri olan MCF7 ve L929°dan istatistiki olarak farkli olmadigimi gosterdi. Farkli
polimerlerin degisik konsantrasyonlarinin kiiltiirde promastigot hareketliligine olan etkisinin
incelenmesi, polimerlerin toksisitesinin ¢ok kisa siirede (bir kag saat) tayinine olanak sagladi.

Ayn1 zamanda bu yeni kiiltiir modelinde, viicutta bulunmasi muhtemel protozoa
enfeksiyonlar ile polimer etkilesimi sonrasi, enfeksiyoz ajanlarda olusabilecek degisimlerin
incelenmesi gosterdi ki; PAA ile 48 saat inkiibasyon Ep39 hiicrelerinde MCF7 ve L-929 gibi
toksik etki olusurken, inkiibasyon siiresi artirildiginda, Ep39 hiicrelerinin canliligini oldukga
arttirdig tespit edildi (p<0,05).

Bu calismada ilk kez olarak; tek hiicreli, hareketli, okaryotik ve kiiltiirii olduk¢a kolay yapilan
Leishmania protozoanlarinin, toksik ve non-toksik gruptan olan polimerlerin toksisitesinin
incelenmesinde kullaniminin uygun oldugu, Onerilen yeni kiiltiir modelinin polimerlerin
toksisitesininin birka¢ saatte incelenmesine imkan sagladigi, ayrica polimer toksisitesinin
tayin edilmesinde kullanilan klasik kiiltiir modellerinden farkli olarak yeni kiiltiir modeli
kullanilarak viicutta polimerler ile enfeksiyon ajanlarinin (protozoa) etkilesiminin 6nceden
tayin edebilecegi gosterildi.

Anahtar kelimeler: Polimer, biyouyum, toksisite, MTT, hiicre kiiltiirii, MCF 7, L-929, Ep39,
Leishmania
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The Development of a New Culture Model to Study the Toxicity of Polymers

ABSTRACT

Toxicity and biocompability of polymers, which are used different area in medicine, are
examined in vivo and in vitro cell culture models. Current cell culture methods are not
sufficient always as they are not sensitive, they are expensive, labour-intensive and time-
consuming.

Therefore, the aim of the study is to develop a new, more sensitive, easy and cost-effective
culture model to test toxicity, biocompability as well as for understanding of polymer-
infection interactions.

Experiments were done in human breast cancer cells (MCF-7), mouse fibroblast cell (L929)
and newly suggested Leishmania promastigot culture (Ep39). Polyacrylic acid (PAA) and
polyethylen glicol (PEG) have different molecular weight and concentrations were used. Cell
morpholgy was observed on the microscope and cell viability was examined with 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay. Statistical analysis was
done SPSS software (student’s T-test).

Results have indicated that PAA toxicity is related to concentration in all culture models as
well as Ep39 and PEG was non-toxic in all culture models with all concentration rates that
have been examined. Moreover, polymer toxicity has been observed on Ep39 cell culture by
observing changes on movement of promastigotes with the addition of discrete concentrations
of the polymer. It has been shown that toxicity of polymers can be analysed in a couple of
hours rather than 48 hours with this method.

In addition to polymer toxicity, interactions of polymers with possible protozoan infections in
the body have been examined in newly suggested Ep39 culture model by observing changes
in infectious agents. In Ep39 cells incubated with polymer for 48 hours, as well as MCF-7 and
L-929, PAA in high concentrations showed toxic effect whereas increased incubation time
with PAA Ep39 cells viability augmented compare to control group.

It has been shown with this study first time that unicellular, eukaryotic and easiliy cultures
leishmaina protozoans can be used in toxic and non-toxic polymer toxicity tests, it is possible
to study of polymer toxicity faster with newl suggested culture method and also this suggested
method differs than classic tissue culture methods as it can be used to determine interactions
between polymers and enfectious agents prior to application.

Key words: Polymer, biocompability, toxicity, MTT, cell culture, MCF7, L-929, Ep39,
Leishmania
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1. GIRIS
Son yillarda tip ve biyoteknoloji alaninda polimerlere olan ilgi giderek artmaktadir (Davis
vd., 1978; Duncan, 2003). Kontrollii ila¢ dagitim sistemlerinde, yapay organ ve doku

mithendisliginde, gen terapide polimerler uygulamalar ile ilgili calismalar yapilmaktadir

(Kope“cek vd., 2000).

Mevcut polimerler arasinda polietilen glikol ve poliakrilik asit farmakoloji alaninda yaygin
sekilde kullanilmaktadir. Bu polimerlerin insan viicudunda kullanilabilmesi, toksik olmamasi
ve biyouyumlu olmasi temeline dayanir. Toksisitenin ve biyouyumlulugun tayin edilmesinde
in vivo ve in vitro kiiltiir modelleri kullanilmaktadir. Mevcut hiicre kiiltiir hatlar1 polimerlerin
toksik etkilerinin gosterilmesinde her zaman yiiksek duyarlilik gostermemektedir. Ayrica
ekonomik acidan pahali, yapilmasi zor ve zaman alicidir. Bununla birlikte standart bir kiiltiir

modeli bulunmadigi i¢in farkli hiicre kiiltiirlerinden alinan sonuglar da farkli olabilmektedir.

Mevcut hiicre kiiltiirleri  polimerlerin, sadece toksik o©zelligi ve hiicrelerle olan
biyouyumlulugunu tayin etme imkam saglamaktadir. Fakat insan ve hayvan kaynakli hiicre
kiiltiir modelleri tibbi uygulama alaninda polimerlerin, organizmada olast bir enfeksiyon
ajamyla etkilesiminin nasil olacagi konusunda herhangi bir bilgi vermemektedir. Oyle bir
hiicre kiiltir modeli gelistirilmelidir ki, incelenecek polimerlerin toksik o6zelligini,
biyouyumlulugunu gosterdigi gibi, herhangi bir enfeksiyon ajanmiyla etkilesimini
gostermelidir. Bu sebeple bu ¢alismanin amaci, polimerlerin toksisitesi, biyouyumlulugu ve
organizmada bulunan hastalik olusturabilecek mikroorganizmalarla (protozoan) etkilesimi
hakkinda bilgi verecek; daha hizli, ekonomik, duyarli ve kolay yapilan bir kiiltiir modeli

gelistirmek olmustur.

Calismamizda okaryot hiicre kiiltiirlerinde, farkli molekiil agirlikli ve farkli 6zellige sahip
polimerlerden poliakrilik asit ve polietilen glikoliin; toksik ©zellikleri, biyouyumluluklari
kiyasl olarak incelenmis ve yeni Onerilen hiicre kiiltiir modelinde polimerlerin hem toksik
ozelligini hem de viicutta enfeksiyon olusturabilecek protozoan etkenleri ile nasil bir

etkilesime girebilecegi gosterilmeye caligilmistir.



2. GENEL BiLGILER

2.1 Polimerler

2.1.1 Polimerlerin Genel Ozellikleri ve Simiflandirilmalar:

Polimerler monomer adli basit yapilarin birlesmesiyle olusan uzun zincirli molekiillerdir. Iki
veya daha fazla monomerin birlesiminden yapilabildikleri gibi tek bir monomerden de
yapilabilirler. Her polimer kendi kendine ¢ok kereler tekrarlayan basit yapili iinitelere sahiptir

(Chandrasekhar, 2005).

Polimerlerin, farkli kriterleri g6z Oniinde bulundurularak, farkli simiflandirmalar
yapilmaktadir. Ornegin molekiil agirliklarina gére (oligomer, makromolekiil), dogal veya
sentetik olmalarina gore, 1siya karsi gosterdikleri davranislara gore (termoplastikler,
termosetler), zincirin kimyasal ve fiziksel yapisina gore (diiz, dallanmis, ¢apraz bagl, kristal,

amorf; homopolimer, kopolimer), sentezlenme sekillerine gore siniflandirilabilirler.

Polimerlesme reaksiyonlar1 esnasinda pek ¢cok monomer, diger monomerlerle ya da ortamda
daha o6nce tepkime vermis ve belli bir molekiiler agirliga ulagsmis molekiil zinciri ile tepkime
verebilir. Eger polimer zinciri yeterince biiyiimemisse oligomer olarak adlandirilir. Olusan
zincirlerin biiyiikliikleri, tiirlerin molekiiler yapilarindan, tepkime verme yollarina ve sentez

sekillerine kadar pek ¢ok faktore baghdir.

Uzun zincirler halinde bulunan diiz ya da dallanmis zincirlerden olusan polimer sistemlerine
termoplastik adi da verilmektedir. Yiiksek oranda capraz bag iceren sistemler ise termosetting
olarak tanmimlanir. Termoplastik bir malzeme, sicaklik artis1 ile eriyerek seklini degistirebilir
ve bdylece kaliplara dokiilebilmesi miimkiin olur. Oysa yiiksek oranda capraz bag iceren bir
yapinin sicaklik artisi ile boyle bir degisim gecirmesi, zincirlerin hareketli olmayisi nedeniyle,
zordur ve sicakligin artisi bu tiir malzemenin erimesine degil, par¢alanmasina neden olur

(Baysal, 1994).

Polimerlerin ¢ogu etilen, stiren gibi basit monomerlerden hazirlanir. Poli(etilen terethalate)
veya naylon—6,6 gibi polimerler iki monomerin reaksiyonundan hazirlanirken, iki
monomerden fazlasinin reaksiyonunu iceren polimerler de vardir. Buna Ornek olarak
akrilonitril, stiren ve butadienin polimerizasyonuyla olusan poli(akrilonitril-butadien-stiren)

kopolimeri verilebilir (Chandrasekhar, 2005).



Sentetik polimerlerin yan1 sira dogal olarak olusan bir¢ok polimer vardir. En iyi bilinen dogal
polimerler; proteinler, deoksiriboniikleik asit (DNA), hemoglobin, insiilin, nigasta gibi

yapilardir (Chandrasekhar, 2005).

Polimerler iyon igeriklerine gore polielektrolit ve poliamfolitler olmak iizere iki grup

olusturmaktadirlar.

2.1.1.1 Polielektrolitler

Polielektrolitler, kovalent olarak bagli anyonik veya katyonik gruplar1 ve bu gruplara bagh
iyonlar1 bulunan polimer sistemleridir. Polielektrolitler, iizerinde bulunan yiiklii gruplarin
tiimiiniin eksi yiiklii olmas1 durumunda polianyon adinmi alirken, tiimii art1 yiiklii ise polikatyon

adini alir.

Polifosfatlar ve polisilikatlar inorganik polielektrolitler olarak sayilabilir. Sentetik
polielektrolitler genelde bir katilma veya kondenzasyon polimerlesme reaksiyonlariyla elde
edilebilir (Dautzenberg vd., 1994). Sentetik yapida polielektrolitlerin disinda, polisakkaritler,
proteinler ve niikleik asitler gibi dogal polielektrolitler de mevcuttur (Hileman vd., 1998).
Bunlarin yam sira karboksimetilseliiloz gibi yan sentetik polielektrolitler, dogal polimerlerin

ozelliklerinin iyilestirilmesi i¢in modifiye edilmesiyle elde edilir (Trabelsi ve Langevin 2007).

Polielektrolite bagl elektrolit gruplar sulu ¢ozeltilerde dissosiye olup polimeri yiiklii hale
getirirler. Bu durum polimerin konformasyonunu degistirir. Herhangi bir polimerin
konformasyonu, polimerin yapis1 ve ¢ozeltiyle iliskisi gibi ¢esitli etkenlere baghdir. Cozelti
icindeki yiiksliz, diiz bir polimer zinciri rasgele yumak konformasyonu gosterirken,
polielektrolitler tizerindeki yiiklerin birbirini itmesi sonucu uzanmis, diiz bir konformasyon
olusturmaya egilim gosterir (Coulomb etkisi). Bu konformasyon, polielektrolit ¢cozeltilerinin
viskozitesinin yiikselmesine yol agar. Polielektrolit c¢ozeltilerinin ozellikleri, sulu ortamin
iyonik siddetine baglhdir. Iyonik siddetin artmasiyla polielektrolitteki iyonlarin elektrik
yiikleri arasindaki itme kuvvetinin engellenmesi viskozitenin degismesine neden olur.
Polielektrolitler, ¢cozeltideki iyonik siddetin daha fazla artmasi ile yiiksiiz polimerlere benzer

davranmig gostermeye baslarlar (Bromberg, 2001).

Zayif polielektrolitlerin 6zellikleri iyonik siddetin yani sira, ortamin pH’indan da etkilenir.
Ciinkii iyonik gruplarin dissosiyasyon derecesi ve polielektrolitin yiik yogunlugu ortamin
pH’1na bagh olarak degisir. Polielektrolit ¢ozeltilerinin diger bir 6zelligi ise yiiksek iyonik
iletkenlikleridir. Elektrik alan1 altinda, kii¢iik molekiil agirlikli iyonlardan daha yavas olmakla

birlikte makroiyonlar da go¢ etmektedirler (Dautzenberg vd., 1994).



1970’11 yillarin baglarinda immiinologlarin ve kimyacilarin ortak calismalar ile bazi sentetik
polielektrolitlerin ~ organizmadaki immiin cevaba etkisi aydinlatilmis ve sentetik
polielektrolitlerin bu gibi amaglar i¢in daha uygun oldugu tespit edilmistir. Ciinkii
polielektrolitlerin sentezi ve modifikasyonu daha basittir, istenilen molekiil agirliginda,
elektrik yiikiinde, konformasyonda veya yiiksek molekiiler yapida elde etmek miimkiindiir.
Ayrica suda iyl c¢Oziiniir ve bilinen yapilarda cesitli komplekslerii sentezlenebilir.
Polielektrolitlerin molekiil agirligi, polimerlesme derecesi ile orantili olup molekiil agirlig

¢Oziiniirligi etkiler (Mustafaev, 1996).

2.1.1.2 Poliamfolitler

Poliamfolitler yapilarinda kovalent bagl olarak anyonik ve katyonik gruplarin her ikisini de
iceren makromolekiillerdir. Dogada bol bulunan veya sentetik yapida elde edilebilen
proteinler, asidik veya bazik aminoasitler icerdikleri i¢cin amfolit 6zelliktedir. Bu proteinler
pH’a bagl olarak proton verme veya alma oOzelligindedir. Asidik ortamlarda proteinler
cozeltiden proton aldiklar i¢in net pozitif bir yiike, bazik ortam kosullarinda ise ortama
proton verdikleri icin net negatif yiike sahip olurlar. Izoelektrik noktada ise poliamfolitlerin

net yiik toplamu sifira esittir (Higgs ve Joanny, 1991; Merle,1987).

Poliamfolitlerin yapisal 6zellikleri, anyonik ve katyonik monomer birimleri arasindaki iyonik
cekme kuvvetleri tarafindan yonlendirilmektedir. Anyonik ve katyonik gruplarin molar oran
birbirine yaklasmaya bagsladik¢a iyonik etkilesimler globular yapiya neden olurlar ve bir¢ok
durumda deiyonize suda ¢oziinmezler (Higgs, 1991; Merle,1987). Bir poliamfolit izoelektrik
noktasinin pH kosullarinda bulunuyorsa c¢oziiniirlugii diisiiktiir ve kolay coktiiriilebilir

(Goziikara, 1997).

2.1.2 Polimerlerin Tip ve Biyolojide Kullanim

Gecgen 30 yi1l boyunca polimerlerin biyotip alaninda rolii 6nemli 6l¢iide artmistir. Polimerik
materyaller tarafindan saglanan fiziko kimyasal oOzellikler, biyotip uygulamalarinin
cesitliligini saglamistir. Yeni yapisal mimari ile fonksiyonel polimerlerin genis bir araligi
biyolojik ¢evrede gelistirilmistir (Davis vd., 1978; Duncan, 2003). ila¢ dagitim
calismalarinda, yapay organ ve doku miihendisliginde, stent gibi medikal malzemelerin
hazirlanmasinda, kontak lenslerde, dental malzeme {iretimlerinde polimerik materyaller

kullanilmaktadir (Kope“cek vd., 2000).

Polimerler esas olarak biyoaktif olabilir veya kimyasal ve biyoterapotik ajanlar olarak cesitli

alanlarda spesifik olarak kullanilabilir. Ringsdorf’un sundugu orijinal ¢alismada, bolge hedefli



polimerik ilaclar, cesitli hastaliklara karsi terapotik ajanlar olan fonksiyonel polimerlerin
rollerini aydinlatmistir. Bu polimer ilag-konjugat sistemleri kiiciik molekiillii ilaglarin ve

terapotik ajanlarin hedefli dagitimini saglamistir (Sekil 2.1) (Harris ve Chess, 2003).
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Sekil 2.1 Polimer-ilag, polimer-protein ve polimer-DNA konjugat sistemleri (Abe vd., 2006)

Son zamanlarda bircok fonksiyonel polimer, gen terapide genetik materyalin dagitimi igin
non-viral vektorler olarak gelistirilmektedir (Nucci vd., 1991; Russell-Jones, 1996). Polimer-
ilag konjugatlar1 gibi polimer bazli ilag gelistirme alanindaki cabalar, klinik olarak
uygulanabilen {iriinleri icererek bu alanda kayda deger bir ilerleme saglamistir (Okamoto,

1998; Takakura vd., 1998; Allen, 2002).

Baslangicta yenilik¢i polimer temelli ilaglara karst konulmustur ancak bilimsel meraklar,
endiistriyel gelismeler sonucu diizenleyici birimlerin onaylar1 da alinarak baz1 gereksinimler
icin polimer uygulamalarn calisilmistir. Klinikte diisiik maliyet ile verimli ilag ve tam
sistemleri olarak giivenli sekilde uygulanmasi amag¢lanmistir. Polimer tedavisi, klinik amacl
nanoteknoloji olarak adlandirilan popiiler alanda odak noktasi olup bu alanda biiyiik bir

gelisime neden olmustur (Abe vd., 2006).



2.1.3 Tarihi Gelisimi

Polimerlerin tipta kullamimi yeni degildir. Hi¢ kuskusuz, dogal polimerler dogal ilag
komponentleri olarak bin yildan fazla siiredir kullanilmaktadir. Modern farmakoloji spesifik
dogal iirlinleri ilag olarak belirlemede ¢ok daha dikkatlidir ve onlarmm mekanizmalarinin
molekiiler seviyesini kesin olarak anlamaya baslamistir. Enjekte edilebilir ila¢ dagitim
sistemlerinin makromolekiiler ilaglar veya komponentleri olarak sentetik, suda ¢6ziinebilir
polimer fikri ile yakin bir tarihte polimer biliminin kendi kendine ortaya cikisi siirpriz

olmamaktadir (Morawetz, 1985; Lehn, 1995; Ringsdorf, 2004).

Hermann Staudinger ve arkadaslari, 1920’de polimer biliminin dogusunda biiyiik cabalar sarf
etmislerdir. 1953 yilinda Staudinger ilk polimer Nobel ddiiliinti *“ makromolekiiler kimyanin
kesfedilen alanlar1” ile almistir. Tesadiifi olarak ayn1 y1l Watson ve Crick DNA’nin yapisinin
istiine makalesini ¢ikartmiglardir. Yaklasik bu zamanlarda suda ¢6ziiniir sentetik polimerler

saglik alaninda parenteral ilag verilmesi i¢in yardimci olmustur (Abe vd., 2006).

Ikinci diinya savas1 boyunca polivinil prolidon gibi sentetik polimerik plazma agicilara genis
oranda uyum saglanmustir. Ik polimer ila¢ konjugati olarak yan zincirlerinde enzimatik
yikilan veya parcalanmayan ilacglarin tutturuldugu meskaline-N-vinilpirolidin konjugatlar
ortaya cikmistir (Jatzkewitz, 1955). Boylece biyolojik olarak aktif polimerik ilaclar popiilarite

kazanmaya baslamistir (Breslow, 1976).

[k olarak 1960’larda divinil eter-maleik anhidrit kopolimeri anti-kanser ilac1 olarak klinikte
test edilmistir. Erken klinik deneylerde, agir toksisite nedeniyle basarisiz olmustur ve damar
icine verildiginde, polimerin molekiil agirliginda degisimleri ile iliskili tehlikeli yan etkileri
goriilmiistiir (Regelson, 1986). 1970’lerde ortaya ¢ikan polimerik ilaglar, polimer-protein ve

polimer-ila¢ konjugatlari, ¢caligmalara 6ncii olmustur.

1970 ve 1980’lerdeki ilk polimerik ila¢ adaylar icin ¢alismalar klinik testlerde son bulan
girisimlerdir. Polimerik ilaglar i¢in yapilan bazi Onemli ¢abalarin sonucu olarak, ilk
denemelerinde klinik sorunlarin ¢oziimii ile rutin klinik kullanima doniisiim saglanabilir.
Klinik 6ncesi toksikolojik protokollerin belirlenmesi, giivenligi bir ol¢iide saglayabilir ancak

klinik deneylere ve klinik protokollerin optimizasyonuna da ihtiya¢ vardir (Abe vd., 2006).

1990’1arda polietilenin rutin klinikte kullanimi, FDA tarafindan onaylanmistir. Akut immuno
bozukluk sendromunun tedavisi i¢cin PEG-adenozin, akut lenfoblastik 16semi tedavisi icin
PEG-L-asparaginaz kullanmilmistir. Aym1 zamanda Japonya’da, Maeda ve arkadaslar
tarafindan, 1-sitren-ko-maleik anhidritin anti-kanser proteini olan neokarzinstatin ile konjugati

(SMANCYS) gelistirilip, primer karaciger kanserli hastalarda basaril1 bir sekilde kullanilmis ve



hastaligin tedavisi i¢in kullanimi onaylanmistir (Maeda vd., 1984). Hidrofobik bir protein ve
polimerin konjugasyonu ile goriintiileme sistemleri i¢cin kullanilan faz kontrast ajan olan
Lipiodol’in polimer yoluyla dagitimina izin verilmistir. Bu formiilasyon hepatik arter yoluyla
lokal olarak uygulanmistir. Bu calisma sirasinda, Maeda, pasif tiimor hedefleme icin
gecirgenlik ve “alikoyma etkisini arttirmak” (EPR) olarak bilinen 6zelligi kesfetmistir. Bu
fenomen iki faktor tarafindan desteklenmistir; birincisi dolasan makromolekiillere kars1 asiri
gecirgenlige yonelen bozuk endotel ile tiimor damarlanmasinin patolojisini bozmak, ikincisi
etkili tiimor lenfatik drenajin eksikligi ile makromolekiil birikimine yoneltmektir. Polimer
konjugatlarin1 iceren makromolekiillerin uzun siireli sirkiilasyonu ve polimer kapl
lipozomlarin EPR etkisi ile damardan enjeksiyondan sonra anti-tiimor ilaglarin timor
dokularda pasif olarak birikmesi artitk daha iyi bilinen o6zelliklerdir. Bu konjugatlardaki
polimerler sentetik olup L-alanin, L-lizin, L-glutamik asit ve L-tirozinin rastgele olarak

kopolimer sentezini icerir (Maeda, 1998).

Ek olarak edinilmis bagisik yetersizligi hastaligi (AIDS) hastalarina, vajinal anti-HIV viriisii
ve dekstrin—2-siilfat ilk dendrimer temelli ilaclar periton icersine verilmistir (Richard vd.,

2004).

Ik sentetik polimer ile anti-kanserojen ila¢ konjugatinin klinik testleri 1994 yilinda
baslamistir. N-(2-hidroksipropil) metakrilamid (HPMA) kopolimeri doksorubusin ile konjuge
edilmistir (Duncan, 2003; Duncan ve Kwon, 2005). O zamandan bu yana besten fazla HPMA
kopolimer konjugati klinikte uygulanmig ve anti-anjiyogenik ilk konjugat su an in vivo test
asamasindadir  (Satchi-Fainaro vd., 2004). Anti-kanser ila¢ tasiyicti polimerlerden
poli(glutamik asit), PEG ve polisakkaritler su an klinik deneylerdedir ve bu simiftaki ilk

polimer ¢ok yakinda kullanilmaya baslanacaktir.

Anti-kanser ilaclarin hedefli dagitimi igin alternatif bir yaklasim, anti-kanser ilaclarin
kopolimer miseller icerisine kovalent baglanmas1 veya kolayca hapsedilmesi ile hazirlanan
konjugatlarin kullanimidir. Bu tip 3 sistem erken klinik testler i¢in gelistirilmistir (Abe vd.,

20006).

1980’lerin sonlarna dogru, hastaliklarin molekiiler temellerine odaklanan ilgi sonucu gen
terapi umutlart hiz kazanmistir. Viral vektorler gen terapi icin kullanilmaktayken, hala
polimerik, non-viral vektorler alternatif olma yolundadir. Polimer temelli vektorlerin
cesitliligi nedeniyle gen dagitim sistemi olarak kullanimi tasarlanmustir (Pack vd., 2005). Ik
polimerik viral vektor iiriinleri piyasada olmakla beraber bu alanda yapilacak daha ¢ok sey

vardir.



Paul Ehrlich’in kemoterapi icin ilk sentetik kiiciik molekiilii nermesinden bu yana heniiz
yiizyillik bir zamanin gegtigi unutulmamalidir. ik biyoteknoloji ve polimer temelli iiriinlere
giris yaklasik 20 yil oncesidir. Yine de su anda farmakolojik endiistrinin esas isi, diisiik
molekiil agirlikli ve 6zellikle hastalar i¢in oral alima uygunlugu saglayabilecek 6zellikte dnciil
ilaglardir. Makromolekiiler ilaclar, proteinler, polimer ilaclar ve genler gibi oral olarak
almamamasi, kimyasal kompleksliligi ve pratikte bunlarin kullanim zorluklar1 20. yiizyilin
sonuna kadar ila¢ endiistrisinde aday olarak gelistirilmesinde sorun teskil etmistir. Ancak
Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi’nin (FDA) bircok makromolekiiler ilact ve ilag dagitim

sistemlerini kiigiik molekiillerden daha fazla onayladigi gozlenmistir.

Su ana kadarki siirede on veya yirmi yil 6ncesindeki bilgiler olgunlasmis ve cok disiplinli
alanlarda polimer kimyasi1 ¢aligmalarinin artisi ile ikinci nesil polimer ilaglarin gelistirilme ve
dizaynina yonelim olmustur. Polimer sentezleri yenilik¢i birgok materyale yonelmistir ancak
yeni materyallerin biyolojik ve fizikokimyasal karakterizasyonu icin dikkatli olunmasi

gerekmektedir (Abe vd., 2006).

Klinik kullanim i¢in biyouyumlu sentetik polimerlerin viicuda verilis rotalarinda, dozlarinda
ve verilis sikliklarinda zararli olmamalarinin belirlenmesi olduk¢ca onemli ve gerekli bir
parametredir. Bir¢ok yillardir suda ¢oziiniir polimerlerin genel sitotoksisite, hematoksisite ve
immunojenlik (hiicresel ve hiimoral) gibi 6zellikleri ¢alistlmistir. Klinik calismalardan 6nce

adaylarin ciddi toksikoloji testlerinin yapilmasi sarttir (Abe vd., 2006).

2.1.4 Poliakrilik Asit

Poliakrilik asit, akrilik asit monomerlerinden olusan bir polimerdir. Akrilik asit oda
sicakliginda renksiz ve kokulu bir sividir. Su, alkol, eter ve bircok organik ¢oziicii ile
¢cOziinebilen bir maddedir. Akrilik asit 1s1ya, 1518a veya metallere maruz birakildiginda ¢ok
kolay polimerlesir. Sekil 2.2’de goriildiigi gibi akrilik asitin kimyasal yapis1 CH,=CH-
COOH’dir. Molekiil agirligi 72,0 g/mol, kaynama noktas1 140.9°C, erime noktast 12.1°C,
yogunlugu ise 20°C’de 1.052 g/em3’tiir (Willey, 1964).

q HC=——CH, — CH—HC—

CO0H COOH | n
akrilik asi poliaknlik asi

Sekil 2.2 Poliakrilik asitin yapisi.
Akrilik asitin kolaylikla polimerize olma o6zelliginden dolayr kuvvetli bir ekzotermik

polimerlesmeden korunmak igin ticari akrilik asitin icerisine polimerlesme inhibitorii eklenir.



Poliakrilik asitin ¢oziiniirliigiinii etkileyen bir¢ok parametre vardir. Bunlara deney sartlari,
dallanma derecesi, molekiil agirligi, capraz baglanma oram, ortamdaki diger ¢6ziinen
maddeler ve sicaklik ornek verilebilir (Barreiro-Iglesias vd., 2004). Poliakrilik asitin kurutma
islemi capraz baglanmayr Onleyecek sekilde yapilirsa ¢oziiniirliigii yiikselir. Buna karsin
polimer yiiksek sicakliklarda tamamen kurutulmussa c¢oziiniirligii olduk¢a azdir (Willey,

1964).

Poliakrilik asitin ¢oziiniirliigii sicakligin azalmasiyla diiser. Fakat poliakrilik asitin molekiil
agirligi ve konsantrasyonu diisiikse ve tuz ya da mineral asitleri bulunduruyorsa sicaklik
diistigiinde ¢oziiniirliigiinde azalma goriillmez. Ancak hidrojen bagi olan bilesiklerdeki

¢Oziiniirligii sicakligin artmast ile diiser (Willey, 1964).

Akrilik asit farkli alanlarda kullamlmaktadir. Ornegin tekstil materyallerinin modifiye
edilmesinde, plastiklerde, kagit imalatinda, dis cephe boyalarinda, zemin cilalarinda, zemin ve
duvar kaplamalarinda, otomobil, arag-gere¢ ve mobilya verniklemede, eczacilikta kontrollii

ila¢ salinim sistemlerinde kullanilmaktadir.

Biyo-adeziv hidrojel olarak, hem mukozaya yapisan hem de viskozite artiran PAA jelleri,
gozde merhemler gibi bulaniklik yapmadan rahat sekilde kullanilmaktadir (Robinson, 1989).
GO0z icin yapilan ilaglarin, gz icine iyi bir sekilde absorplanabilmeleri ve tedavide aktif rol
oynayan maddelerin daha uzun siireli goz tabakasinda bulunabilmeleri icin PAA ile deneyler
yapilmistir. Yapilan bir calismada PAA gibi ayr1 ayr1 kullanilan polimerler mukoz tabakayla
bag kurarak g6z yiizeyinde c¢oziiniir, kolloidal ve partikiil halde bulunan materyali

yakalayabilmektedir (Greaves ve Wilson, 1993).

Vajinal lezyonlarin tedavisi amaciyla poliakrilik asit, metilseliiloz, karboksi metilseliiloz,
hidroksi propil seliilloz ve hidroksipropil metil selilloz kullanilarak asiklovir igeren
bioadhesive tabletler hazirlanmistir. Bioadhesive polimer olarak poliakrilik asit ve
hidroksipropil metil seliilloz kullanilan tabletlerin laktik ¢ozeltisi veya distile suda 6 saat
boyunca sistigi ve etkin madde saliminin 8 saatten daha fazla oldugu goriilmiistiir. Poliakrilik
asit, sodyum karboksimetil seliiloz ve ¢inko siilfat iceren vajinal tabletler bu konuda 6nemli
orneklerdir (Bell vd., 1995; Kiyama vd., 1995; Serres vd., 1996; Ramkinssoon vd., 1999;
Geng vd., 2000).

Yapilan bazi c¢alismalarda poliakrilik asitin adjuvant, antitrombojenik madde ve ilag
salinimlarinda tasiyici olarak kullanilmakta oldugu gosterilmistir. Normalde toksik olan PAA
zincirine, NIPAAm tinitelerinin katilmasiyla toksisitesi azaltilmaktadir (Mustafaev vd., 1998).

Mevcut ¢alismalar, poliakrilik asit ve Cu®* komplekslerinin sulu ¢ozeltilerinin, protein
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karisimlar ile radyasyon etkisine maruz birakildiklarinda, belli dozlara kadar gerek polimer
gerekse protein molekiillerinin in vitro kosullarda bozulmadan direng gosterdiklerini
bildirmistir. Poliakrilik asit ve poliakrilik asit-Cu?* orneklerinin kan hiicrelerini

radyasyondan koruma 6zelligi tagidig1 gosterilmistir (Mustafaev vd., 1998).

2.1.5 Polietilen Glikol

Polietilen glikol (PEG) etilen glikol alt {initelerinden yapilan bir polimerdir (Webster vd.,
2007).

HO V,\[\O/\’}:CIH
A NG S e N

Sekil 2.3 Polietilen glikoliin yapis1 (Webster vd., 2007)

PEG molekiil agirligina bagl olarak sivi veya az eriyen kat1 olabilir (Werle, 2007). Ticari adi
Carbowaxes, kimyasal yapisi (-CH,CH,O-),’dir (Sekil 2.3) (Jackson, 1962; Mehvar, 2000).
PEG su, metilen klorid, etanol, toluen, aseton ve kloroform gibi bir¢ok organik ¢oziiciide
yiiksek oranda ¢oziiniir. Cesitli biiyiikliiklerde (molekiiler agirliklarinda) ve islevsellestirilmis
yapilarda (6rn: amino-, karboksil-, ve siilfhidril- ekli) formlart mevcuttur. 1000 Da’dan diisiik
molekiil agirlikli PEG’lerin kaynama noktalar1 67°C civarinda olup daha yiiksek molekiiler

agirliktakilere oranla, viskoz ve renksiz maddelerdir.

Polietilen glikol yaklasik 300-20,000 Da molekiil agirliginda bulunabilir (Jackson, 1962).
Polimer 10 kD’dan diisiik molekiiler agirliklarda genellikle dogrusal yapidadir. Bununla
beraber yiiksek molekiil agirliklarinda PEG farkli derecelerde dallamir. Degisik molekiil

agirliklarinda sentezlenen PEG, farmasotik iiriinlerde kullanilmaktadir (Mehvar, 2000)

Polietilen glikol son zamanlarda kozmetik ve farmakoloji alanlarinda genis sekilde
kullanilmaktadir. Hayvanlarda ve hatta insanlarda toksisite ¢aligmalari yapilmistir (Jackson,
1962). PEG’in immunojen ve toksik olmamasi, suda ve bircok organik cozeltilerde yiiksek
¢Oziiniirliigli, insan kullanimi i¢in FDA tarafindan onaylanmasi gibi bircok 6nemli avantaji
vardir. ilaclarin polietilen glikolizasyonu (PEG’lizasyonu) icin ortak diisiinceler, bobrek
tarafindan atilimi azaltmasi, proteolitik enzimlerce veya hidrolitik ortam tarafindan yikimini

azaltmasi ya da 6nlemesi, suda ¢oziiniirliigii artirmasi, retikuloendotelyal sistem tarafindan
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temizlenmeyi engellemesi ve immunojenlik ve antijenligi azaltmasi gibi 6zelliklerdir (Nucci

vd., 1991; Kope’cek vd., 2000).

Kiiciik proteinlerin, peptitlerin ve oligoniikleotitlerin PEG ile konjugasyonu giderek artan bir
yontem olup, molekiillerin biyolojik yar1 émriinii arttirip bobreklerden atilimini ve enzimatik
parcalanmalarini azaltir (Webster vd, 2007). PEG-protein konjugatlar1 anti-kanser, trombolitik
ve oksijen tasiyict ajanlar olarak ayrica viicutta eksik enzimin yerini doldurmada veya diger

islevsel proteinlerin gorevlerini yapmak tizere kullanilabilirler (Mehvar R., 2000)

PEG’lizasyon ile molekiillerin suda ¢oziinebilirlik, yiiksek toksisite ve zayif farmakokinetik
profil gibi olumsuzluklar1 diizeltilebilir. Baz1 peptit ve proteinler, tedavi edici ajan olarak
kullanimi i¢in viicutta uzun siire kalmamasi, in vivo ve in vitro olarak kolayca parcalanmalari,
immunolojik reaksiyonlara sebep olmalari gibi ortak dezavantajlar1 nedeniyle tam olarak
kullanima gegirilememis; bir¢cok calismada polietilen glikoliin kullanilmasi ile istenen

sonuglara ulasilmig ve piyasaya siiriilmiistiir (Abe vd., 2006).

PEG ile polimer peptit konjugasyonunda gercek bir patlama 1970’lerde Prof. Frank Davis
tarafindan gergeklestirilmistir (Davis vd., 1978). Proteinler, peptitler, diisilk molekiiler
agirlikli ilaglar ve poliniikleotitler gibi farklhi ilag adaylarinin genis bir kisminin PEG’lize
edilmesi ile ilgili ¢aligmalar bir¢ok yayinda ge¢cmis ve hastalarda rapor edilmistir (Duncan,
2003) .

PEG ile konjugasyonun avantajlar kisaca soyle 6zetlenebilir;

e llaglarin kimyasal yikima kars1 stabilizasyonu,

e Proteolitik yikimdan koruma,

¢ Immunojenligi azaltma,

e Antikor taninmasini azaltma,

¢ Biyo dagitimin modifikasyonu,

¢ Endositoz ile ilag alinmasi,

e Hedefli ilag verilmesinde yeni stratejiler gelistirilmesi,
e Suda ¢Oziiniirliigiin arttirilmast,

e Toksisitenin azaltilmasidir (Zaplisky ve Harris, 1997; Bailon ve Berthold, 1998;
Veronese, 2001).

Polietilen glikol bir protein ile baglanmadan 6nce genellikle monomethoksil PEG [CHj3 (-O-
CH,-CH,),-OH], siyaniirik asit, 1,1’-karbonildiimidazol, fenilkloroformat veya suksidinimidil

gibi aktif esterler ile aktiflestirilir. PEG-protein konjugatlarimin farmokokinetii ve
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farmokodinamigi konjugasyon icin kullanilan PEG’in molekiil agirligina ve her protein

molekiilii icin kullanilan PEG sayisina baglidir (Mehvar, 2000).

PEG ile 6nemli iiriinler yaratilmig ve agir immuno-bozukluk hastalign (SCID) tedavisinde
kullanilan PEG-adenozin deaminaz ve losemi tedavisinde kullanilan PEG-asparajinaz gibi

bazi ilaglar piyasaya siiriilmiistiir (Graham, 2003).

Yeni gelistirilen dallanmig PEG’ler lineer PEG ile kiyaslandiginda boyutu arttirdig: icin daha
genis uygulama alam saglar. Heterobifonksiyonel PEG’ler hedefleyici rolde ikinci molekiil ile
spacer adi verilen ve polimer ile ilact baglayan arabulucularla baglanarak hazirlanmistir.
Ikinci jenerasyondaki bircok iiriinler piyasaya ulagmis olup lineer PEG-interferon o2b (PEG-
Intron) (Wang vd., 2002), dallanmis PEG-interferon o2a (Pegasys) (Bailon vd., 2001; Reddy
vd., 2002), PEG-biiyiime hormon reseptor antagonisti (Pegvisomant, Somavert) (Trainer vd.,
2000), PEG-G-CSF (Pegfilgrastim, Neulasta) (Kinstler vd., 2002) gibi 6rnekleri vardir ve
bir¢coklar1 klinik deneylerde olup gelecek kullanimi i¢in umut verici gelismeleri

beklenmektedir.

Polimerlerin klinik kullanim i¢in biyo-uyumlu olmalart gereklidir. PEG toksik olmadigi
bilinen bir polimer olup tipta kullanimi i¢in onay almigtir. Aym sekilde biitiin polimerlerin

klinik calismalardan 6nce ciddi toksikoloji testlerinin yapilmasi sarttir (Abe vd., 2006).
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2.2  Biyouyumluluk ve Toksisite Testleri

Biyouyumluluk kavrami; spesifik uygulama i¢in kullanilacak materyalin, toksik olmamasi ve
fonksiyonel sekilde ¢alismasi olarak tanimlanmistir. Son 10 yildir tartisilan biyouyumluluk
kavraminda genel olarak iki prensip vardir. Bunlardan birincisi sitotoksik etkinin saptanmasi,
ikincisi ise biyofonksiyonelligin gosterilmesidir. Biyomateryal veya ila¢ sistemlerinin
fonksiyonelligini belirlemek i¢in kullanim amacina gore testler segilir. Ancak ne kadar
fonksiyonel olursa olsun, insanda kullanilmasi1 hedeflenen maddelere klinik Oncesi toksisite

testlerinin yapilmas sarttir (Kirkpatrick vd., 2005).

Toksisite testleri in vivo hayvan modellerinde ve in vitro kiiltiir modellerinde yapilmaktadir.
Deney hayvanlarini koruma yasalarmin temelindeki 3R (reduction, replacement and
refinement) kuralina gore; toksisite ¢aligmalarinda deney hayvanlarimin kullanilmasi yerine
sayist hizla artan yeni alternatif yollar gelistirilmektedir. Bunlardan biri olan in vitro
toksikoloji yontemleri kullanilarak yapilan hiicre kiiltiir ¢aligmalari, son yillarda yayginlagmis

ve laboratuar hayvani kullanim1 yerine daha ekonomik olan alternatif bir yol getirmistir.

In vitro toksikolojik teknikler pratik, giivenilir ve avantajli yontemler olarak bilinmektedir. Bu
teknikler iriinlerin gelistirilmesi, ilaglarin kesfi, giivenligin gelistirilmesi ve in vivo akut
oliimciilliigiin onceden anlagilmasinda rutin olarak kullanilmaktadir. Bircok c¢alismada
insanda akut toksisite ile in vitro metotlar arasinda korelasyon oldugu gdsterilmistir (Lestari

vd., 20006).

Ancak hiicre kiiltiirii asla tam bir organizmanin cevabini olusturmaz. Organizmada meydana
gelebilecek etkilesimler hakkinda tam olarak bilgi vermez. Diger bir problem de memeli
kiiltiiriinin en ¢ok kullanilan kalici hiicre serileri, biyomateryalin toksik etkilerine primer
kiiltiirlerden veya birkag pasajlik kiiltiirlerden daha az duyarhidir. Ayrica devamli veya primer

hiicre serileri arasindaki se¢ime ek olarak, hiicre tiiriiniin secimi de oldukca 6nemlidir.

Uygun testin dizayninda uygulanan daha ileri bir prensip insandan alinan biyolojik dokulardir.
[k olarak izole edilen doku veya baglantili hiicreler taze izole edilmis primer yapida olup
transforme olmamalidir. Fakat primer kiiltiirlerin insandan izole edilmesi ve Kkiiltiiriiniin
yapilmasi olduk¢a zordur. Primer kiiltiirler farkli donorlerden alindigi icin fonksiyonel
durumlan yansitmasi farklidir. Kalic1 hiicre serileri bu ag¢idan daha stabil bir fenotipe sahiptir.
Ayrica kalict hiicre serileri ile yapilan ¢aligmalar, primer hiicrelere gore tekrar edilebilirdir.
Kalic1 hiicrelerin; kendiliginden, viral antijenlerle veya kimyasallarla transforme olmasi

bunlarin 6nemli hiicresel fonksiyonlarini denetlemeyi gerektirir.
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In vitro kiiltiir metotlarinda diger bir 6nemli durum ise kiiltiirde yapinin 2 boyutlu olmasidir.
Gecerli fonksiyonel parametreleri icermesi icin gerekli hiicre fenotipinin saglanmasi oldukg¢a
onemlidir. Bir hiicre tipinin saf izolasyonunun saglamas1 yeterli degildir. Ayrica kiiltiir
kosullarinda gerekli hiicresel fonksiyonlarinin kaybolma riskinin olmadigi gosterilmelidir

(Kirkpatrick vd., 2005).

Uygun hiicre kiiltiirii secimi ile beraber kullanilacak toksisite testinin secilmesi de oldukga
onemlidir. In vitro sitoksisite testlerinde; kiiltiir ortaminda hiicreler ile belli siire etkilesime

birakilan maddelerin hiicrelerde olusturdugu degisimler ve hiicre canliligi incelenir.

Hiicrelerin metabolik aktivitesinin Olciilmesine dayali bircok kolorimetrik yontem
gelistirilmistir. 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) veya 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il-)-5-(3-karboksimetilmethoksifenil )-2-(-4-sulfofenil)-2H-tetrazolyum
(MTS) gibi testler ile hiicre canlilig: l¢iilebilir.

Hiicre sayisinin belirlenmesinde diger bir kolorimetrik metot ise toplam DNA miktarinin
Olctilmesidir. Kullanilan floresan boya c¢ift sarmal DNA’nin niikleik asitlerine baglandik¢a
daha yogun floresan agiga ¢ikar. DNA miktarmin Olgiilmesinde yiizeye tutunan hiicrelerin
dezavantaj1 hiicrelerin tripsinizasyonunu gerektirmesidir. Sonugta materyalden kaldirilmasi ve

boyamay1 gerektirmesi zahmetli ve yogun bir siirectir.

Radyo etiketli timidin ile ¢ogalan hiicre sayis1i tam olarak Olciilebilir. Radyoaktif timidin
ekleme yontemiyle yeni boliinen hiicrelerin DNA molekiilleri isaretlenir. Geriye kalan
radyoaktif timidinin ortamdan uzaklastirllmas1 ve Ornegin radyoaktivitesinin Ol¢iimii artan
hiicre sayis1 ile dogrudan orant1 gosterir. Bu metot baslangic hiicreleri radyoaktif timidini
kullanmadiklart i¢in biitiin hiicre sayisim1 6lcemez. Diger bir dezavantaji ise radyoaktivite
kullanmanin neden olabilecegi saglik riskleridir. Radyoaktivitenin getirdigi problemler,
timidin analogu olarak 5-bromo-2’-deoksiiiridin kullanilarak uygulanmasiyla ortadan

kaldirilabilir.

Hiicre fenotip ve canlilig ile yakin iliskili oldugundan, hiicre morfolojisinin goriintiilenmesi
onemlidir. Floresein diasetat veya klorometilfloresein diasetat boyalar hiicre fiksasyonunu
gerektirmeden canli hiicrelerin  klasik 1s1k  mikroskobu ve elektron mikroskobu
kullanilmasiyla gdzlenmesini saglar. Floresan olmayan lipofilik boyalar, hiicre membranindan
iceri alinip hiicresel hidrolaz enzimi ile pargalanarak hiicre disina kolayca ¢ikamayacak olan
floresan iiriinler olusturur. Hiicre morfolojisi floresan mikroskop veya konfokal lazer taramali
mikroskop ile kolayca go6zlenebilir. Bu boyalar hiicre biiyiimesine negatif bir etki

yaratmadigindan dolay1 uzun siireli kiiltiirii gbzleyebilmek amaciyla kullanilabilir.
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Atomik force mikroskobu gercek zamanli dinamik hiicresel siirecin ¢alisilmasi i¢in potansiyel
bir ara¢ olabilmektedir. Fiziksel tampon aday hiicrelerin morfolojiyi bozmadan ve hasara yol
acmadan devamli goriintiilenmesi amaciyla hiicrelere saatlerce uygulanabilir. Hiicrelerin

yayilimi, hareketliligi gibi dinamik olaylar normal kiiltiir sirasinda gozlenebilir.

Immunofloresan; hiicre yapismin tanimlanmasinda, hiicrelerin dinamik proseslerinin, niikleus,
lizozom, sitoiskelet gibi elemanlarin goriintiilenmesinde kullanilan 6nemli bir metottur.
Direkt immunofloresan yontemi ile komponentler hiicresel hedef molekiillerce tanmmnir ve
dogrudan floresan boyayla boyanir. Indirek immunofloresanda ise sandvi¢ metodu ile calisilir.
Antikor ilk olarak hiicresel hedef molekiile (antijene) baglanir, ikinci adimda antijen-antikor
kompleksi boya bagl antikorlar ile belirlenir. Canli hiicrelerin niikleusunu boyamada Hoechst
33342, 4-,6-d diamidino-2-fenilindole, dihidroklorid (DAPI) ve etidyum bromid rutin olarak

canli hiicrelerin niikleusunu boyamada kullanilir (Ma vd., 2007).

Hiicrelerin biyosentetik fonksiyonlarinin incelenmesindeki genel prensipler kisaca sOyledir.
Ik olarak in vitro hiicre fenotipinin basglica elemanlarinin incelenmesi esastir. Genelde bu,
insan primer hiicrelerinin erken pasajda kullamlmasi anlamina gelir. Ikinci olarak hiicre
biyosentetik fonksiyon kinetiginin cesitli yonleri arastirilmalidir. Bu ozellikle doz-cevap
calismalarinda farkli zaman noktalarinin kullanimim igerir. Doz-cevap deneyleri adezyonu
artiran mikromolar alt1 iyon konsantrasyonu ile ilgilidir. Bu in vitro deneylerde hiicreleri
baskilar, organizmaya giriste dikkatli karar verilmesini gerektirir. Uciincii olarak biyosentetik
aktivite sadece gen liretim seviyesinde degil, transkripsiyon seviyesinde de onemlidir. Gen
ekspresyonunun her iki seviyesinin ¢alisilmasi hiicre icinde gen kontrol ve sinyal iiretiminin

anlasilmasi i¢in gereklidir (Kirkpatrick vd., 2005).

Biyomateryallerin sebep oldugu sistemik toksisite ve mekanik hasarin belirlenmesinde in
vitro kiiltir modelleri kullanilmaktadir ancak hayvan denemelerinde oldugu kadar net
sonuglara ulasilamaz. I vitro testlerin sistemik toksisiteyi arastirmakta yetersiz kalabilecegi,
bu nedenle ancak in vivo testler icin bir On tarama testi olarak kabul edilmesi gerektigi
seklinde tartismalar siirmektedir (Davis 1994). Bu Kkiiltiir metotlar1 ile maddelerin viicutta
olusturacag: etkilesimler tam olarak ortaya konulamayacag diisiiniilmektedir. Ancak kiiltiir
yontemi ile polimerlerin sitotoksik oOzellikleri ve yikim {iriinleri tanimlanabilir. Bunun
yanisira in vitro deri absorbsiyon testi, in vitro fototoksisite testi, in vitro deri korozyon testi
ve hassasiyet testleri hayvan testlerinin yerini almis testlerdir. Kimyasallarin, ilaglarin,
kozmetik iiriinlerin toksisite testlerinin su anki ve gelecekteki diizenlemeleri icin in vitro

metotlarin ve hiicre kiiltiirii yontemlerinin gelistirilmesi gereklidir (Lestari vd., 2006).
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2.2.1 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum (MTT) Testi

Hiicreler iizerindeki toksik etkinin incelenmesi amaciyla hiicre canlili@inin oOlgiilmesini
saglayan metotlardan 6nemli bir tanesi de MTT testidir. MTT testi hiicre biiyiimesi veya
hiicre oliimiinii degerlendirmeye olanak saglayan indirekt bir testtir. Kiiltiir ortamindaki
hiicreler iizerinde uygulanabilen ve hiicrelerin metabolik aktivitesinin Ol¢iilmesine dayali
kolorimetrik bir yontemdir. Hiicrelerin mitokondrilerinde bulunan dehidrojenaz enzimi ile
MTT reaktant mor renkli formazan kristaline indirgenir. Bu reaksiyon sadece canli hiicrelerde
gergeklesir. Olusan kristaller, mikroskobik olarak gdzlemlenebilir ve DMSO, izopropanol gibi
kimyasallar ile c¢oziindiiriilerek olugan mor renk kolorimetrik olarak oSlciilebilir. Mor renkli
iriiniin toplam miktar1 hiicre popiilasyonundaki dehidrojenaz enziminin toplam aktivitesini

verir. Olgiilen optik deger hiicrelerin canlilig1 ile dogrudan orantilidir (Kirkpatrick vd., 2005)..
2.2.2 Hiicre Kiiltiirleri Uzerinde Toksisite Arastirmalari

Hiicre kiiltiirlerinin toksisite arastirmalarinda gesitli avantaj ve dezavantajlar1 bulunmaktadir.
Hiicre kiiltiirlerinde toksisite aragtirmalarinin avantajlar1 soyledir

a. Tiir farkliligini ortadan kaldirr,

b. Kimyasal maddelerin muhtemel toksik etki yapacag: diisiiniilen deri, karaciger gibi spesifik

doku hiicreleri iizerinde arastirma yapilmasin saglar,

c. Toksisite mekanizmalarinin hiicreler {izerinde aydinlatilmasina imkan verir,
d. Deneyde kullanilan hayvanlarin ac1 ¢cekmesi veya 6lmesi s6z konusu degildir.
Hiicre kiiltiirlerinin toksisite aragtirmalarindaki dezavantajlart;

a. Tekli sistemdir. Multifaktoriyel ila¢ metabolizmast icin uygun degildir,

b. Teknolojik alt yapi, maliyet ve deneyim gerektirir,

c. In vitro ortamda hiicrelerin yasam siklusu kisadir,

d. Enzim stabilitesi kisithdir,

e. Kiiltiir ortaminin penetrasyon kabiliyeti kisithidir,

f. Ko-faktorlere gereksinim duyar.

Giiniimiizde 2300'den fazla insan ve hayvan hiicre kiiltiir modeli mevcuttur. Hiicre kiiltiirleri
ticari olarak firmalardan saglanabilecegi gibi, arastirmacilarin kendi 6zel hiicre kiiltiirlerini
goniillillerden veya cerrahi operasyonlardan c¢ikacak doku Orneklerinden yararlanarak

olusturmalar1 da miimkiindiir (Davis, 1994).
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2.3 Hiicre Kiiltiirii

Hiicre kiiltiirii; hiicrelerin bir doku veya organdan izole edilerek in vitro kosullarda tiretilmesi
ve bu iiretilen hiicrelerin devamliligmin saglanmasidir. Okaryot veya prokaryot hiicreler in
vitro olarak gelistirilebilir ve ¢ogaltilabilirler. Giiniimiizde hiicre kiiltiirleri iizerinde yapilan
aragtirmalar, konu ile ilgili calismalar arasinda dnemli bir yer tutmaktadir. Kanser tiirleri gibi
cesitli patolojik durumlarda bir maddenin etkileri ve islevlerini belirlemek amaciyla, in vitro
hiicre kiiltiirii iizerinde arastirmalar yapilarak in vivo ortamda uygulanabilecek sonuglara
ulagilabilir. Hiicreler cogaltilarak fazla miktarda elde edilebilir, karakterizasyonu yapilabilir,
uygun besiyerinde iiretilerek fiziksel ayrim yapilabilir ve belirli bir hiicre grubu dondurularak

saklanabilir.

Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinin ge¢misi yiiz yili askin bir siireyi kapsamaktadir. Ilk olarak
1885°’te Roux, embriyonik tavuk hiicrelerinin viicut disinda tuz ¢ozeltisi igerisinde
canliliklari siirdiirebildiklerini gostermistir. Carrel 1913’te, hiicrelerin aseptik kosullarda
diizenli olarak beslenmeleri halinde kiiltiir ortaminda uzun siireler boyunca ¢ogalabildiklerini
gostermistir. 1952’de Gey ve arkadaslann bir insan servikal karsinomasindan tiireyen
hiicrelerin devamli serilerini elde etmislerdir. Diinya genelinde siiregelen calismalarin
devaminda 1986’da Martin, Evans ve arkadaslari, fareden pluripotent embriyonik kok
hiicrelerini izole ederek kiiltiiriinii yapmislar ve 1998’de Thomson, Gearhart ve arkadaslar

insan embriyonik kok hiicrelerini izole etmeyi basarmislardir (Freshney, 1994).

2.3.1 Hiicre Kiiltiir Modelleri

Hiicre Kkiiltiirleri genel olarak primer, diploid ve devamli hiicre Kkiiltiirleri seklinde

siniflandirilirlar.

Primer hiicre Kkiiltiirleri; organizmadan alinan organ ve dokulardan mekanik, enzimatik
veya primer eksplant yontemleri ile hazirlanarak ilk iiretilen hiicre kiiltiiriidiir. icerisinde
besiyeri bulunan kiiltiir kaplarinda yiizeye yapisan canli hiicreler biiyiir ve cogalmaya baslar.
Hiicreler c¢ogalarak bulunduklan yiizeyi kaplar ve birbirlerine dokunduklarinda kontak
inhibisyon ile cogalmalarin1 durdurur. Boylece tek tabakali hiicre kiiltirii elde edilir

(Ustagelebi, 1991; Konneman, 1992; Ryan, 1994).

Diploid hiicre Kkiiltiirleri; primer hiicre kiiltiirlerinin subkiiltiirii ile elde edilir. Histolojik
olarak tek bir hiicre tipinden olusur ve az sayida pasaji yapilabilir. Sonrasinda boliinme

yeteneklerini kaybederler.
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Diploid hiicre kiiltiirtindeki hiicrelerin yaklagik %75°1 orijinal olarak elde edilen normal hiicre
tiirii ile ayn1 karyotipe sahiptir. MRC-5 ve WI-38 insan akciger fibroblast kiiltiirleri diploid
hiicre kiiltiirlerine 6rnek verilebilir (Ustacelebi, 1991; Akan, 1994).

Devamh hiicre Kkiiltiirleri; kanser hiicreleri gibi anormal ya da transformasyona ugramis ve
sinirsiz ¢ogalabilen hiicre serileridir. Bunlar in vitro olarak, hiicrenin spontan veya kimyasal
ajanlarla transformasyonu sonucu veya tiimorden izole edilen hiicrelerden yapilirlar. Bir hiicre
kiiltiiriiniin devamli sayilabilmesi i¢in en az 50 subkiiltiiriiniin yapilmis olmasi gerekir.
Genellikle bu hiicreler in vitro kiiltiir boyunca gegirdikleri mutasyonlar nedeni ile morfolojik
ve biyokimyasal ozellikleri bakimindan orijinal hiicrelerden farklilik gosterir. Genellikle

kromozom sayilari bakimindan aneuploidlerdir (Ustacelebi, 1991; Ryan, 1994; Boyd, 1995).

Cogu omurgali hiicreler, kiiltiirde sinirli sayida béliindiikten sonra hiicre 6liimii denilen bir
siirece girerek boliinmeyi durdururlar. Ornegin, insan fibroblastlari kiiltiirde sadece 25-40 kez
kadar boéliiniirler. Bu olay telomerlerin kisalmasina baglidir. Insan somatik hiicreleri,
telomeraz enziminin yapimini durdurduklar i¢in telomerler kisalmakta ve hiicrelerin yasami
da smirl olmaktadir. Bu hiicrelere, telomeraz enziminin katalitik alt birimini kodlayan bir
genin katilmasi ile hiicrelerin sonsuz ¢ogalmalar1 saglanabilir ve boylece oliimsiiz hiicre

serileri olarak kullamilabilirler.

Bununla birlikte, baz1 insan hiicreleri bu islem gerceklesse de oOliimsiizlik ©zelliklerini
kazanamazlar. Telomerlerinin uzun olarak kalmasina karsin yine de kiiltiirde boliinmelerini
durdururlar. Ciinkii kiiltlir ortaminin kosullart hiicre dongiisiiniin kontrol noktasin1 uyarmakta
ve boylece de hiicre dongiisii durmaktadir. Bu kontrol mekanizmasinin inaktive edilmesi i¢in
timor yapici viriislerden tiiretilen kanser baslatict onkogenler kullanilmaktadir (Tanya vd,

1998).

Kanser hiicrelerinden izole edilen veya tiimor indiikleyici bir viriis ya da kimyasal madde
kullanilarak normal hiicrelerin transformasyonuyla elde edilen hiicre serileri normal
hiicrelerden farkli 6zellikler tasirlar. Ornegin, kanser hiicre serileri bir yiizeye tutunmadan

cogalabilir ve kiiltiir kabinda ¢ok yiiksek bir yogunluga ulasabilir (Halvorsen vd., 1998).

2.3.2 Hiicre Kiiltiirii Tamim ve Yontemleri

Tek bir hiicre tipi hakkinda en iyi bilgiyi elde edebilmek icin, o hiicrenin dokudan ve diger
hiicre tiplerinden ayrilarak izole edilmesi gerekir. Bunun sonucunda olusan homojen hiicre
popiilasyonu ya dogrudan ya da kiiltiir ortaminda ¢ogaltildiktan sonra analiz edilebilir. Farkli

hiicre tiirleri doku siispansiyonundan degisik yontemlerle ayrilarak tespit edilebilir [1].
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Hiicre Kkiiltiirleri genellikle embriyonik dokulardan hazirlanir. Ciinkii eriskin dokuya gore
embriyonik doku daha uzun siire ¢ogaltilabilir. Embriyonik hiicre dizileri MRC-5 ve bir diger
insan embriyonik akciger fibroblast hiicreleri en yaygm kullamilan hiicre Kkiiltiirleridir.
Epitelyuma (ndronlar ve endokrin doku) gore mezodermal hiicrelerin (fibroblast, endotelyum

ve miyoblast) kiiltiiriinii yapmak daha kolaydir (Freshney, 1986, 1987; Doyle vd., 1995).

Kullanilacak hiicrenin 6zelligine bagli olarak uygulanacak metot secilir. Hangi yontem
kullanilmis olursa olsun belli bir tipteki hiicreler elde edildikten sonra, bunlar hiicre kiiltiirii
icin baslangic materyalini olustururlar ve kosullar1 belirlenmis bir kiiltiir ortaminda sayilart
cogaltilarak cesitli arasgtirma calismalar1 icin kullamilabilirler (Alberts vd, 1994). Cesitli

amaglar icin kullanilacak kiiltiir hiicrelerinin elde edilmesinde kullanilan 3 yontem vardir.

2.3.2.1 Eksplant Yontemi ile Kiiltiir Hiicrelerinin Elde Edilmesi

Eksplant metodu ile primer hiicre kiiltiirii hazirlarken 6nce dokular kiigiik parcalara ayrilir ve
kiiltiir kaplarina yerlestirilir. Eksplant metodu 6zellikle kiigiik doku ornekleri icin uygundur.
Disa go¢ eden ilk hiicreler fibroblast hiicrelerdir ve bu hiicrelerden sonra epitelyal hiicreler
gelmektedir. Disartya alinan doku parcasinin kenarinda olusacak hiicre proliferasyonunu

uyarmak bu metodun temel amacidir.

Eksplant metodu ile yapilan primer hiicre kiiltiirlerinde basar1 oran1 oldukca yiiksektir. ilk 24
saat icerisinde pek ¢ok eksplant kiiltiiriinde hiicreler ¢cogaldig1 halde, bazi kiiltiirlerde 10 giine
kadar hi¢bir degisiklik gozlenmeyebilir (Lenette ve Schmidt, 1979; Baker ve Breach, 1980;
Pelczar vd., 1993; Boyd, 1995; Doyle vd., 1995).

Eksplant kiiltiirii yapilirken 6zellikle; doku parcalarinin boyutsal olarak biiyiikliigii ile birlikte
hazirlanis asamalaria, cogaldiklar1 yiizeye yapismalarina ve uygun Kkiiltiir besiyerinin
secimine dikkat edilmelidir. Dokudaki biitiin hiicrelere besinin rahatca ulasmasi ve toksik
metabolitlerin disariya kolaylikla atilabilmesi i¢in doku pargalarinin bityiikliigiiniin 1-3 mm’
arasinda olmasi1 gerekmektedir. Ezilme ve zedelenmeler hiicre gelisimini ve canliliini
engelleyebilecegi i¢in dokularin kesilmesi sirasinda dokunun ezilmemesine ve yirtilmamasina

dikkat edilmelidir (Giirtiirk, 1977; Koneman vd., 1992; Alberts vd., 1994; Doyle vd., 1995).

2.3.2.2 Fiziksel Ayristirma Yontemi ile Kiiltiir Hiicrelerinin Elde Edilmesi
Fiziksel metotlarin kullanimi hiicrelerin birbirine veya stromaya gevsek baglandigi dokular
icin olduk¢a uygundur. Fiziksel ayristirma metodunda once kiiltiir besiyerinde dondr dokusu

parcalara ayrilir. Daha sonra dokiilen hiicreler sedimantasyon yontemiyle filtre edilerek
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toplanir. Perfiizyon metodu ile baz1 organlarda primer kiiltiirler icin gerekli sayida hiicrenin
elde edilmesi saglanir. Perfiizyonla ayristirmaya verilen bu iki 6rnek buna paralel olarak
fizyolojik tuzlu su ile perfiizyon asamas1 ya da bunu takiben enzimatik ayrisma asamasini da
kapsar. Kisaca, fiziksel hiicre ayristirma metotlar1 bir veya birden fazla asamadan olusur.
Doku kesilir ya da parcgalar ayrilir, perfiize edilir veya mekanik olarak parcalanir. Hiicreler
filtrasyon, sedimantasyon ya da santrifiij ile toplanir (Lenette ve Schmidt, 1979; Berquist,

1981; Balows vd., 1991).

2.3.2.3 Enzimatik Ayristirma Yontemi ile Kiiltiir Hiicrelerinin Elde Edilmesi

Donér dokusundan hiicreleri ayristirmak icin kullanilan metotlarin temel prensibi hiicrelere
zarar verilmemesidir. Enzimatik ya da diger kimyasal metotlar, farkli tiirdeki donér
dokularindan hiicrelerin ayristirilabilmesi i¢in kullanilir. Enzimatik aktivite, ayristirma
tekniginin 6nemli bir pargasidir. Ayristirma islemi donér dokusunun 1-3 mm?liik pargalara
ayrilmast ile baslar. Bu islem uygulanirken hem enzimatik aktivasyonun etkileyebilecegi
maksimum yiizey alam elde edilmeli, hem de miimkiin olabildigince hiicreler zarar gormeden
dokunun parcalanmasi saglanmalidir. Parcalanmis dokular osmotik tuz soliisyonlart ile
yikanir ve uygun konsantrasyondaki enzim soliisyonuna aktarilarak karistirilir. Her sistem
icin enzim konsantrasyonu ve karistirma hizi deneysel yollarla belirlenmelidir (Berquist,

1981; Freshney, 1987; Koneman vd., 1992; Doyle vd., 1995).

Enzimlerin hiicrelere verdigi zararin azaltilmasini saglamak amaciyla tek bir enzim yerine
birka¢ enzimin kombinasyonu kullanilabilir. Ayristirilan hiicreler uygun besiyeri ilavesi ile

inkiibasyona birakilir.

Tripsin, kollagenaz, hyaluronidaz, DNaz, pronaz, dispaz ya da bu enzimlerin degisik
kombinasyonlar1 primer hiicre Kkiiltliriiniin hazirlanmasinda en sik kullanilan enzimlerdir
(Ustacelebi, 1991; Akan, 1994; Doyle v.d., 1995). Dokularin ayristirilmasi icin ¢ok saf
olmayan enzim preparatlar1 daha etkindir (Hodges ve Livingston, 1973; Lenette ve Schmidt,

1979).

2.3.3 Hiicre Kiiltiirii Yonteminin Temel Asamalari

Hiicre kiiltiirii caligsmalart i¢in gerekli arag-geregler; laminar akimli kabin, karbon dioksit
(COy) etiivii, faz kontrast mikroskop, hiicreleri saklama ve koruma icin sivi azot tanki ve
hiicrelerin iireme ve tutunmalarina uygun yapida, toksik olmayan, biyolojik olarak inert ve

optik olarak saydam, tek kullanimlik steril plastik kaplardir.
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Laminar akiml1 kabinler dikey ya da yatay olabilirler, dikey olanlarinda siiziilen hava kabinin
istinden c¢ikarken yatay olanlarinda kullanici bolgesinden yatay olarak disar ifiiriiliir.
Icerdikleri HEPA (yiiksek etkili partikiil yakalayici) filtreler sayesinde calisma alaninda steril
ortam olustururlar. Boylece, calisilan {riinii, ¢alisan kisiyi ve cevreyi korurlar. Kabinlerin
kullanim oncesi UV (ultraviyole, morétesi) 1sikla sterilizasyonu saglanmalidir. Hiicreler
yaklagik olarak %5 CO; iceren ortamda iiretildikleri icin CO, etiivlerinden yararlaniimaktadir.
Karbondioksit gerektirmeyen kiiltiirler icin CO,’siz etiivler kullanilir. Cam veya plastik kiiltiir

kaplarindaki hiicreleri gozlemleyebilmek icin ters mikroskop kullanilmalidir [1].

2.3.4 Kiiltiirde Hiicrelerin Gelisimini Etkileyen Faktorler

Kiiltiirde hiicrelerin gelisimini etkileyen faktorler; sicaklik, pH, ¢esitli iyon konsantrasyonlart,

kiiltiir ortaminda bulunan temel metabolitler, hormonlar, enzimler ve proteinlerdir.

2.3.4.1 Sicaklik

Kiiltiir ortam1 i¢in en uygun sicaklik ayarlanirken, hiicrenin dogal ortamindaki sicakligi
dikkate alinmalidir. Bir¢ok hiicrenin ¢ogalabilmesi i¢in gerekli olan sicaklik 36,5-38 °C’dir.
Hiicreler 45°C’de 12-48 saat yasayabilirler, 20-25 °C sicakliklarda tiremeleri yavaslar,
+4°C’de ise hiicreler boliinmeleri gecikmis ama yapilar zarar gérmemis olarak muhafaza
edilebilir. Bircok hiicrenin cogalabilmesi i¢in yaklasik 37°C optimum sicakliktir (Kuchler,
1977).

2.3.4.2pH

Hiicrelerin kiiltiirde iiretilmesinde ortamin pH’1 oldukca onemlidir. Optimum pH degeri 7
olup bu degerin 6,8’in altina diismesi veya 7,6’nin iistiine ¢ikmasi hiicreleri olumsuz etkiler

(Hoffmann ve Simonsen, 1989).

2.3.4.3 iyon Konsantrasyonu

Sodyum, potasyum, magnezyum, kalsiyum, demir, fosfat, siilfat gibi iyonlar hiicre gelismesi
acisindan Onemlidir. Kalsiyuam ve magnezyum hiicrelerin yiizeye yapismasinda, kalsiyum
sitoplazmik gelisimde, magnezyum enzimatik reaksiyonlarda kofaktor olarak ve ribozomlarin
biitiinligiiniin saglanmasinda onemlidir. Kalsiyum hiicre membranimin biiyiikk bir kismini
olusturur. Diger proteinlerle ve anyonlarla iligkili oldugu bilinmektedir. Potasyum hiicre

zarinin potansiyelinde 6nemli rol alir (Garay, 1982).
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2.3.4.4 Temel Metabolitler

Temel metabolitler: Amino asitler, vitaminler, gazlar, karbonhidratlar, proteinler ve

peptitlerdir.

Amino asitler; arjinin, sistin, glutamin, histidin, izolosin, 16sin, lizin, metiyonin, fenilalanin,

treonin, triptofan, tirozin, valindir.
Karbonhidrat bazli temel metabolitler; glukoz, fruktoz, mannoz ve galaktoz gibi sekerlerdir.

Kiiltiir ortamindaki vitaminlerin ¢ogu metabolizma icin gerekli olan koenzimlerin temel
yapisint olusturur. Kiiltirde gerekli olan diger vitaminlerin besiyeri icerisine eklenen

serumdan karsilanabilecegi diisiiniilmektedir.

Vitaminler biotin, kolin, folat, nikotinamid, pentotenat, pridoksal, tiamin ve riboflamin
gibidir. Kiiltiir ortaminda mutlaka bulunmasi gereken esansiyel metabolitler sistin, tirozin,

methionin ve fenil alanin gibi temel aminoasitlerdir (Alberts vd., 1994).

2.3.4.5 Hormonlar

Hormonlar hiicrelerin gelisimlerinde degisik etkilere sahiptir. Hiicrelerin yiizeye tutunmasini
ve hiicre proliferasyonunu arttirir. Hiicre yogunlugu fazlaysa sitostatik olabilir ve hiicre
differensiyasyonunu uyarabilir. Kiiltiir i¢in serum icersinde bulunan hormonlar kullanilabilir

(Freshney, 1987; Alberts vd., 1994; Doyle vd., 1995).

2.3.4.6 Enzimler

Hiicrenin organizasyonunu saglayan enzimler, hiicrenin gerek duydugu zamanlarda
sentezlendigi gibi, gerekli olmasa da sentezlenebilmektedir. Bunlar hiicrenin adaptasyonunu

saglar (Alberts vd., 1994).

2.3.5 Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Besiyerleri

Hiicrelerin in vitro sartlarda iiretilmesi i¢in uygun besiyerleri kullanilmalidir. Bu
besiyerlerinde glukoz konsantrasyonu 5—-10 mM arasindadir. Tiim aminoasitler L. formundadir
ve bir iki istisna disinda konsantrasyonlar1 0,1-0,2 mM’dir. Vitaminlerin konsantrasyonu ise
100 kat daha az olup yaklasgik 1 pM’dir. Serum kullanilmadan kimyasal olarak kosullari
belirlenmis bir besiyerine, serum yerine hiicre ¢ogalmasini uyaran biiyiime faktorleri ve
hiicreye demir tagiyan transferrin gibi proteinler eklenir (Finegold ve Baron, 1986; Isenberg,

1992).
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2.3.6 Besiyerlerine eklenen katki maddeleri

Serum: Albumin, globulin, iireme uyaricilar1 ve tireme inhibitorlerinin bulundugu serum
hiicre kiiltiirli i¢in son derece zengin bir kaynaktir. Hiicrelerin gelismesi icin 6nemli olan
komponentler serumda a-globulin fraksiyonunda yer alir. Serumda hiicrelerin iiremesini
stimiile eden insiilin, glukokortikoidler (hidrokortizon, deksametazon) ve tiroid hormonlari
gibi hormonal faktorler ile hiicrelerin yiizeye tutunmasini ve yayilmasini saglayan fibronektin,
fetuin gibi proteinler, kortizol, hormonlar, Fe+2, Zn+2, Cu™ gibi mineraller, prostoglandinler,
kolesterol ve linoleik asit gibi lipitleri tagiyan albumin ve trasferrin benzeri proteinler bulunur.
Serumda DNA sentezini ve hiicre boliinmesini stimiile eden fibroblast iireme faktorii ve
epidermal tireme faktorii gibi faktorler bulunur. Serumun tripsin aktivitesini inhibe etmesi,
bakteri toksinleri gibi bazi inhibitor bilesiklerin detoksifikasyonu ve hiicre mebranindan

substratlarin transportu gibi gorevleri vardir (Doyle vd., 1995; Murray vd., 1995).

Genelde besiyeri hazirlanirken % 5-25 oraninda serum eklenir. Fetal calf serum (FCS), fetal
bovine serum (FBS), at serumlar1 ve bazen de ¢ok ©zel amaclar icin insan serumlari

kullanilabilmektedir.

Tampon cozeltileri: Hiicre kiiltiir ortaminin pH’nin sabit olarak tutulmasini saglar. N-2-
hidroksi etilpiperazin N-2 etansulfonik asit (HEPES) veya sodyum bikarbonat bu amagla

kullanilan tampon ¢ozeltilere 6rnektir (Good vd. 1966).

Fenol Red: Hiicre kiiltiirii ortamina pH inindikatorii olarak fenol red konulabilir. Hiicrelerin
cogu acik pembe renkli pH:7.2-7.4’deki besiyerlerinde iirerler. Hiicrelerin gelismesi ve
cogalmasi sonucunda kiiltiir besiyerinin rengi pembeden (pH:7,4) portakal (pH:7.00) ya da
sarimsi bir renge (pH:6,5) doner (Lenette ve Schmidt, 1979; Doyle vd., 1995).

Antibiyotikler: Bakteri ve mantar kontaminasyonlarina kars1 hiicre kiiltiir ortamina %1-2
oraninda antibiyotik eklenir. Bakteri ve mantar kontaminasyonunu 6nlemek icin kullanilan
antibiyotikler hiicreler i¢in toksik olmamali ve yiiksek dozda tercih edilmemelidir. Kullanilan
antibiyotiklere penisilin, streptomisin, gentamisin, klorotetrasiklin, kanamisin, neomisin,

polimiksin B; antimikotiklere de fungizone 6rnek verilebilir.

Hiicre kiiltiiriiniin bakteri, mantar, mikoplazma veya virus kontaminasyonu hiicrelerin tireme
oraninin diismesine, morfolojik degisikliklere, kromozom degisikliklerine ve protein

metabolizmasinda degisikliklere yol agar.
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2.3.7 Kiiltiirdeki Hiicrelerin Gelisme Fazlari

In vitro Kiiltiirii yapilan hiicrenin morfolojisi in vivo ortamdakine gore oldukga farklidir. In
vitro olarak ¢ogalan hiicrelerin 4 ayr1 gelisme fazi vardir (Freshney, 1986; Balows vd., 1991;

Doyle vd., 1995).

Ayrilma (Dispersiyon) Fazi: insan veya hayvanlardan alinan kiiltiir hiicreleri pasajlarinin ilk
yapildiklar1 andan yiizey tutunmasina kadar gecen siirede, siispanse halde sivi igersinde tek

tek ya da kiimeler halinde bulunurlar ve 15181 fazla kiran yiizeyler seklinde goriiniirler.

Yapisma Fazi: Siispanse halinde olan yuvarlak hiicreler bir kat1 yiizey ile temas ettiklerinde
bu kat1 yiizeye yapisirlar. Hiicrenin yiizeye yapismasi esnasinda hiicrede herhangi bir cogalma
meydana gelmez. Fakat oldukca yiiksek metobolik aktivite gosteren hiicre, mitoz icin
hazirlanmaya baglar. Siispanse halinde olan hiicreler kat1 yiizeye 37 °C’de 2 saat igersinde
yapisir ve 24 saat sonra hiicreler artik yiizeye tamamen yapismis ve yapisal sekillerini

olusturmus duruma gecerler (Balows vd.,1991).

Cogalma Fazi: Hiicreler kat1 bir yiizeye yapistiktan birkag¢ saat sonra ¢cogalma fazina girerler.
Cogalma fazinda genelde her hiicreden 2 hiicre meydana gelir. Kromozom formasyonu
olmadan niikleusun ve bunun hemen ardindan sitoplazmanin ikiye boliinmesi amitoz ¢ogalma
olarak adlandirilir. Bu tip cogalma genellikle az olmakla beraber in vitro ¢ogalan hiicrelerde

oldukga sik goriiliir.

Mitoz cogalma en sik goriilen replikasyon sekli olup kromozomlar béliinme olmadan 6nce
ikiye ayrilir ve yavru hiicreler diploid sayida kromozom tagirlar. Hiicreler bazen de normal
diploid kromozom sayis1 yerine anomali olarak nitelendirilen aneuploid seklinde cogalirlar.
Aneuploid predominanttir ve kiiltiirii yapilan hiicrelerde bu tip hiicrelerin nesilden nesile
meydana gelme olasilign yiiksektir. Burada stabilite biiyiikk bir olasilikla genetik faktor
tarafindan etkilenmistir. Normal yetiskin dokularindan alinip {iiretilen hiicrelere gore tiimorlii

dokulardan alinip tiretilen hiicreler daha az stabil olabilmektedir.

Dejenerasyon Fazi: In vitro kiiltiirii yapilan ve ¢ogaltilan hiicreler, besiyeri icerisindeki
gerekli maddelerin kullanilarak azalmasi ya da ortamda asir1 toksik katabolitlerin birikmesi

nedeniyle bir siire sonra dejenere olurlar.

2.3.8 Hiicrelerin Dondurularak Saklanmasi (Kriyoprezervasyon)

Hiicrelerin dondurulmasinda baslica sorun, hiicre igersindeki sivilarin azalan sicaklikla buz
kristalleri olusturmasi ve bu kristallerin hiicreyi parcalamasidir. Bu sorunu ¢6zmek amaciyla

kriyoprotektif maddeler kullanilir. Bu maddelerin 6zelligi hiicre i¢i buz olusum noktasin
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baskilayip ve hiicre icinde buz olusumunu engellemesidir. Bu maddeler, hiicre membranin
stabilize eder ve hiperozmotik cevre olusturarak hiicrenin su kaybetmesini saglar. En sik
kullanilan kriyoprotektif maddeler dimetil siilfoksit (DMSO) ve gliseroldiir. Dondurulacak
olan hiicreler bu kriyoprotektif maddelerle birlikte kriyotiiplere alinir, kademeli olarak

sogutularak dondurulur ve azot tanklarinda uzun siire saklanabilirler [1].

2.3.9 Hiicre Kiiltiir Calismalarimin Uygulama Alanlari

Hiicre Kkiiltiirii teknolojileri, tip ve endiistride bir¢ok alanda uygulanabilmektedir
(Rheinberger, 2007). Klinik caligmalarda, hayvan deneyleri ile birlikte yapilan 6n ¢alismalar
ve sitotoksikolojik testlerde énemli bir kismi olusturmaktadir (Komori vd., 2008). Virolojide
ast iretimi, hiicre virus etkilesimlerinin incelenmesi, tan1 ve tedavinin gelistirilmesinde;
molekiiler biyoloji ve genetikte gen ekspresyonu, gen haritalanmasi, gen fonksiyonlar1 ve

kanser arastirmalarinda hiicre kiiltiiriinden yararlanilmaktadir (Fuchs vd., 2007).

2.3.10 MCF-7 Hiicre Serisi

MCF 7 meme kanser hiicre serisi olup 5 yillik bir siirede iki gogsii aliman 69 yasinda
Kafkasyali bir kadindan izole edilmistir. Ilk alman gogiisiin dokusu iyi huylu olup ikinci
gogiisten malign adenokarsinomadir. 3 yillik bir periyotta radyoterapi ve hormon tedavisi
uygulanmigtir. Gogiis duvarindan nodiillerin kaldirilmasindan sonra plevral sizinti tespit
edilmistir. MCF-7 hiicre serisi 1970’de bu plevral sizintidan elde edilmistir (Dickson vd.,
1986).

MCF-7 ile ilgili bilgiler MCF-7 hiicrelerinin farkli kaynaklardan ve orijinal MCF-7 hiicre
serisinin Ozelliklerinden elde edilmisti. MCF-7 hiicreleri koloniler seklinde gelismeye
yonelirler. %5 FBS ile pasaji yapilabilir. MCF-7 hiicre serisi yumusak agarda gelisebilir
(Osborne vd., 1987). Hiicreler kollajen fibroblast matrikste penetre olabilir (Tong vd., 1999).

Baz1 calismalarda MCF-7 hiicre serisinin in vitro ortamda diisiik invaziv etkisi oldugu
belirtilmistir (Thompson vd.,1992) . /n vivo ortamda nude farede MCF 7 hiicrelerinin tiimore
doniisme yetenegi vardir ancak fare 17-b estradiol ile muamele edildiginde daha iyi gelisme
saglanabilir (Shafie ve Liotta, 1980). MCF 7 hiicrelerinin tiimor olusturma dozunun 5x10°
cells oldugu iddia edilmistir (Mukhopadhyay vd., 1999). Baz1 yayinlarda ise MCF-7 hiicre
serisinin nude farede metastaz yapmadig1 iddia edilirken baska bir yayinda MCF-7 hiicre

serisi kendiliginden ve deneysel metastaz gostermistir (Mukhopadhyay vd., 1999).
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2.3.11 L929 Hiicre Serisi

L.929 1940 yilinda W.R. Earle tarafindan olusturulan esas L serisinin alt klonudur. L serisi
100 giinlitk C3H/An erkek farenin bag dokusunun normal subkutentz bolgeden ve yag
dokusundan elde edilmistir. Kiiltiirii genelde %10 FBS iceren 2mM L-glutaminli DMEM
besiyerinde yapilir [4]. Morfolojik yapisi fibroblast benzeridir [5].
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2.4  Leishmania Protozoonlari ve Leishmania Kiiltiiriiniin Yapilmasi

2.4.1 Leishmania Protozoonlari

Leishmania tiirii protozoonlar, Tripanozoma ailesinin iiyesidir. Leishmania protozoanlari, tek
bir kam¢1, mitokondri benzeri bir organel, kinetoplast, lizozom, endoplazmik retikulum, golgi
aygiti, vakuoller ve zengin DNA icerigine sahip niikleusu bulunan tek hiicreli okaryot

organizmalardir (Decoteaux ve Turco, 2002).

Leishmania parazitleri diinya capinda milyonlarca insani tehdit eden leishmaniasis hastaligina
yol acarlar. Diinya capinda 200 milyon insanin leishmaniasis riski altinda oldugu
bilinmektedir. Ayrica yillik yeni olgu sayist 500,000’dir (Allahverdiyev vd., 2005). Klinik
olarak leishmaniasis visseral, kutanoz ve mukokutan6z semptomlara neden olmaktadir.
L.major, L.tropica ve L.mexicana tiirlerinin sebep oldugu kutandz leishmaniasis, derideki
ilseratif lezyonlar olusturur. Lezyonlar, bircok vakada kendiliginden iyilesir ancak bazi
formlarda kalicidir ve yayillma gosterir. L.braziliensis sebep oldugu mukokiitandz
leishmaniasis, kutan6z leishmaniasisin diger bir formudur. Bu Leishmania tiirleri 6zellikle
burun ve farinks bolgesindeki makrofajlar1 enfekte ederler. Son olarak da L.donovani
karaciger, dalak ve kemik iliginde bulunan makrofajlar enfekte ederek visseral leishmaniasise
(kala azar) yol agar. Bu enfeksiyon kronik olup tedavi edilmezse o6liimciil olabilir. Hastaliga
kars1 simdiye kadar giivenli bir as1 gelistirilemediginden, verimli bir koruma da
saglanamamustir. Ayrica visseral leishmaniasisin tedavisi sadece toksik olan antimonial ilaglar

veya diamidin bilesikleri ile saglanabilmektedir (Decoteaux ve Turco, 2002).

2.4.2 Morfoloji ve Hayat Siklusu

Leishmania tiirlerinin hayat sikluslar1 2 farkli morfolojik asamadan olusur. Leishmania,
memeli makrofajlart igerisinde kamgisiz amastigot formunda, vektor viicudunda kamgili

promastigot formunda bulunur (Sekil 2.4) (Chang vd., 1985).

" a—
i b
L *‘

(b)

Sekil 2.4 Amastigot (a) ve promastigot (b) yapis1 (Giemsa boyama).
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Enfekte flebotomlarin (tatarcik) kanla beslenmeleri sirasinda, promastigotlar konak memeliye
gecer. Metasiklik promastigotlar memeli derisinin i¢inde insekt vektoriin hortumu boyunca
enjekte olurlar. Enjeksiyondan hemen sonra konak makrofajlarinin icersine giren metasiklik
promastigotlar kamgisiz amastigot forma doniisiirler. Fagolizozomal vezikiil icinde 2-5 pm
capinda olan bu amastigot formlar, anaeorobik solunum yapar, metabolik enzimleri diisiik
pH’da aktivite gosterir ve eseysiz iireme ile boliiniirler (Mukkada vd., 1985). Fagolizozomal
parazitler yiiksek basinca, diisiik pH’ya ve hidrolaz enzimlerine maruz kalirlar ve bu stres
faktorleri parazitin hiicresel farklilasmasini tetikler (Doyle vd., 1991). Fagolizozomlar
icerisinde amastigot ¢ogalmasi makrofajlarin patlamasina kadar devam eder. Makrofajin
patlamasiyla serbest kalan amastigotlar, komsu makrofajlar tarafindan fagolizozomlara gecer
veya hayat sikluslarim1 tamamlayip insekt vektor tarafindan alinirlar (Sekil 2.5) (Williams,

1998).

(o Am) ) s i Am)

{deride promastipot agamasi) 9 Promastigotlarm
Promastigot makrofajlan tarafmdam

- ,.—-P ﬁ‘ Eigtinin

i

—
oﬂ.‘mig\ntul promastizota

damigimia

Makrofaj icinde
promastipotianm amastipota
diomiisimi

{;!_;il'].i doku biicrelerinde
amastigot gnE:]n:.n

9 Vektorin kan emmesi
(amastigot de enfekte
makrofajlars alemac)

/ o
BAFER-FHEALTHIER: PEOFLE

hittp:/ferwner, dpd cde govidpds
Sekil 2.5 Leishmania hayat siklusu [2].
Tatarciklar enfekte memeli konaktan kan emme esnasinda, makrofaj ve monositlerle birlikte

amastigotlar1 da alir (Decoteaux ve Turco, 2002). Enfekte bireyden alinan amastigotlar

vektorde tekrar hareketli promastigot formuna doniisiir ve vektoriin epitelyumuna tutunarak,
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kan ile birlikte sindirilmekten korunurlar. Promastigotlarin boylar1 yaklasik 10-15 um, enleri
ise 2 um dir. Kam¢1 boylar1 20 um’ye ulasabilir ve yiiksek oranda hareketlilige izin verir.
Promastigotlar, vektdriin orta bagirsaginda lateral ayrilma ile boliiniirler ve kame1 araciligiyla
buraya tutunurlar. Promastigotlar vektoriin hortum kismina go¢ etme yetenegine sahiptir ve
bu goc sirasinda yuvarlak ve kisa formun cesitli varyasyonlarin1 gosterdikleri birkag asamaya
girer. Bu proses metasiklogenez olarak adlandirilir, bu evrede parazitler olgun ve boliinmeyen
enfektif asamadadirlar (Sacks, 1989). Yiizey glikokonjugatlar1 bu proses boyunca sentezlenir
ve promastigotun konak serumuna direncini arttiir. Bu evredeki parazit, metasiklik
promastigot olarak adlandirilir (Turco ve Descoteaux, 1992). Bu metasiklik promastigotlar
epitelyal hiicrelerden ayrilir ve hortum béliimiine dogru go¢ ederler. Vektoriin bir sonraki kan
emmesinde metasiklik promastigotlar memeli konaga girerek makrofajlarin fagolizozomlarina

yerlesirler (Decoteaux ve Turco, 2002).

2.4.3 Konak Memelide Hayatta Kalmasi

Hayat siklusu boyunca Leishmania bir¢ok cevresel etkenle miicadele etmek zorundadirlar.

Bunlar;
—Vektoriin orta bagirsagindaki cesitli sindirim enzimleri,

—Vektorden aktarildiktan sonra memeli konagin kan dolagimindaki immunitedir (Decoteaux

ve Turco, 2002).

Metasiklik promastigotlarin makrofajlara alinmas1 ve hayatta kalmasi, parazitin sitotoksik
serum komponentlerinden kagmasina, makrofaj icersinde hayatta kalmasina ve T hiicre

immun cevabi olugturmamasina baglidir (Chang vd., 1985).

Promastigotlarin makrofaja girisleri yilizeyindeki LPG ve gp63 gibi yapilar ile baglantilidir
(Turco ve Descoteaux, 1992). Leishmania parazitleri, hayatta kalmak i¢in makrofajdaki
oksidatif etkiyi diisiiriir. Bu proses, lipofosfoglikan (LPG) tarafindan oksidatif metabolitlerin
olusumunu saglayan anahtar molekiil olan protein kinaz C’yi inhibe etmesi ile gerceklesir
(McNeely vd., 1989). Amastigotlar, promastigotlardan farkli olarak peroksidaz, superoksit
dismutaz ve katalaz gibi oksidatif stres metabolitlerini notralize edecek enzimlere sahiptir
(Sacks ve Perkins, 1989). Gp63’iin proteaz aktivitesinin optimal pH 4’de oldugu ve
proteolitik lizozomal enzimlerin inaktivasyonunda rol oynadigi gosterilmistir (Chaudhuri vd.,
1989). Ayrica Leishmania, makrofajlarin hiicresel immun cevap aktivasyonu igin gerekli
sinyallerden olan MHC II ekspresyonunu ve IL-1 salgisim1 engelleyerek immun cevaptan

kacar (Bogdan vd., 1990). Kisaca glikokonjugatlar, Leishmania’nin memeli konaktaki ¢evre
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faktorlerine adaptasyonu ve korunma yeteneginde Onemli rol oynayan molekiillerdir

(Decoteaux ve Turco, 2002).

Sonug olarak Leishmania hayat siklusu boyunca, yiiksek organizmalardaki cevreler adapte
olur ve cogalir. Leishmania parazitleri, lipofosfoglikan, glikosilinositolfosfoslipit ve
salgilanan glikokonjugatlar, proteofosfoglikan ve salgilanan asit fosfatazlardan olusan yogun

bir hiicre yiizey glikokaliks tabakasi sayesinde zor sartlara kars1 dayanabililer.

2.4.4 Leishmania Kiiltiirii

Leishmania’nin kiiltiirde tretilmesi; biyokimya, immiinoloji ve hiicre biyolojisi {izerine
calisma yapilmasina olanak saglar. Memeli konaklarda hiicre icinde yasayan amastigotlarin
kiiltiirii, makrofaj benzeri hiicreler icinde yapilmasinin nispeten zor ve zahmetli olmasi
nedeniyle, promastigot kiiltiirii tercih edilmektedir. Yine de makrofaj hiicrelerinde bulunan

amastigotlarin pasajlart yerine, aksenik amastigot kiiltiirleri de basariyla yapilabilmekledir

(Chang ve Bray, 1985a; Chang ve Bray, 1985b; Gholamhosseinian ve Vassef, 1988).

Promastigot ve amastigot formdaki parazitlerin bityiime kosullar1 arasinda, sicaklik, pH, besin
kaynag1 ve serum komponentleri acisindan 6nemli farkliliklar bulunur. Sicaklik ve pH’1n,
promastigotlarin amastigotlara doniisiimiinii tetiklemede onemli rolii vardir. Bu sekilde ortam
ozelliklerini degistirerek promastigotlar aksenik amastigotlara doniistiiriilebilir (Somana vd.,

2002).

Leishmaniasisli hayvanlardan alinan biyopsi 6rnekleri, uygun besiyerine ekilerek Leishmania
kiiltirii yapilabilmektedir. Kiiltire ekilen biyopsi Orneklerindeki Leishmania’lar ©nce
hareketli promastigotlara doniisiir daha sonra c¢ogalmaya baslar (Chang ve Bray, 1985a;

Chang ve Bray, 1985b).

Leishmania’nin in vitro kiiltiiriinlin yapilmasinda bir¢ok besiyeri kullanilmaktadir. Bu
besiyerlerinin her birinin farkli avantaj ve dezavantajlar1 vardir. Bugiin, Leishmania'nin
tiredigi besiyerlerinin timii, diger organizmalarin iiredikleri besiyerlerinin denenmesi ile
bulunmustur. (Chang ve Bray, 1985a; Chang ve Bray, 1985b; Gholamhosseinian ve Vassef,
1988).

1994 yilinda, McNeal ve Novy tarafindan Trypanosoma kiiltiiriinii elde etmek i¢in hazirlanan
bifazik besiyeri, Nicole tarafindan modifiye edilerek Leishmania promastigotlarinm iiretmek
icin denenmis ve tiim diinyada Novy-MacNeal ve Nicole (NNN) ismiyle bilinen besiyeri

gelistirilmistir (Chang ve Bray, 1985a; Saran vd., 1986; Gholamhosseinian ve Vassef, 1988).
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Giintimiizde Leishmania kiiltiirii icin ¢esitli kati, yart kat1 ve sivi besiyerleri bulunmaktadir.
Kati1 besiyerlerinden olan NNN besiyeri; agar, tuz ve defibrine edilmis tavsan kanindan
olusmaktadir. Besiyerine ayrica %20 fetal dana serumu (FDS) ilave edilerek 5-14 giinde

promastigotlarin iiremesi saglanmistir (Charles ve McMahan, 1984; Bard, 1985).

Fetal dana serumu kullanilan besiyerlerinde, Leishmania %25 oraninda daha fazla
tiremektedir. Besiyerindeki besinin hizla tiikenmesi, hiicre oliimiine neden olacagindan,
Leishmania kiiltiriiniin sik sik rutin pasajlarinin yapilmas1 gerekmektedir (Sadigursky ve

Brodskyn, 1986).

Schneider’in besiyeri ise sivi bir besiyeri olup bircok amino asit icermektedir. Bu besiyeri
genelde immunolojik ve biyokimyasal ¢calismalar i¢in kullanilmaktadir. Ayrica belli oranlarda
FDS eklenmesi ile promastigot kiiltiirlinde kullanilmas1 uygundur (Charles ve McMahan,
1984). Schneider'in besiyeri, Leishmanianin iiremesini hizlandirmakta boylelikle kisa siirede

yiiksek parazit miktarlarina ulasilabilmektedir (Chang ve Bray, 1985b).

Daha ¢ok tam1 amach kullanilan beyin-kalp infiizyonu kan eriyigi, NNN besiyerinden agarin
cikartilmasi1 ile hazirlanmakta ve kisa siirede bol miktarda Leishmania iiretilmesini

saglamaktadir (Gholamhosseinian ve Vassef, 1988).

Ayrica tampon olarak HEPES kullanilan ve genelde %10-20 FDS eklenmesi ile uygun sonug
almabilen Medium 199 ile Leishmania pasaji 2 hafta kadar dayanabilmektedir (Chang ve
Bray, 1985b). Bunun yam sira RPMI 1640 gibi besiyerlerine %10 FDS eklenmesi ile rutin

promastigot kiiltiirii bagarili bir sekilde yapilmaktadir.

Biyokimyasal ¢alismalarda, siv1 besiyeri onerilirken, izolasyon ve pasajlarda modifiye NNN
besiyerleri onerilmektedir (Chang ve Bray, 1985b; Rao vd., 1984). Siv1 besiyerleri ile kiiltiir
yapilmasinin bircok avantaji vardir. En Onemlisi kapali bir sivi 6rnek icersinde bir¢ok
hareketli promastigot bir arada toplanip c¢alisilabilmektedir. Hastalik tanis1 konulmasinda,
siv1 besiyerleri Ozellikle parazit sayisinin yiiksek oldugu orneklerde olduk¢a avantajhidir.
Ayrica Allahverdiyev vd. (2004) tarafindan gelistirilen yeni kiiltiir yontemi ile kapiler tiipte
siv1 besiyeri kullanilarak, ornekte parazit sayisi az olsa bile sivi kiiltiirde cogaltilmasinin
miimkiin oldugu gosterilmistir. Mikrokiiltiir yontemi olarak bilinen bu yontemde siv1 besiyeri
ortaminda parazitler konsantre edilip mikroaerofilik bir ortam saglanarak, kisa siirede
amastigotlarin promastigotlara doniistiigii ve bu promastigotlarin hizli bir sekilde cogaldigi

gosterilmistir.

Yapilacak caligmaya uygun besiyeri secilip, besiyerlerinin pH'min: 6.8 ila 8'e arasinda

ayarlanmasi gerekir. Inkiibasyon derecesi ise genellikle 25-30°C arasinda olmaktadir. Ancak
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promastigotlarin bazi durumlarda 38°C'ye de uyum saglayabildikleri goriilmiistiir (Chang ve
Bray, 1985b). Makrofaj i¢inde yapilan amastigot kiiltiirii i¢cin CO, etiivii gerekliyken,

promastigot kiiltiiriinde boyle bir gereksinim yoktur, sadece sicakligin ayarlanmasi yeterlidir.

Promastigotlarin kiiltiiriinde farkli plastik ve cam tiipler kullanilabilmektedir. Kullanilan
tiipler veya flasklar, vidali kapakli olup hava gecirmeyecek sekilde kapali tutulur. Rutin
pasajlar, eski kiiltirden alinan 10°-10° promastigotun, yeni medium ic¢ine konulmasiyla
yapilir. Bakteri kontaminasyonlarini 6nlemek i¢in besiyeri i¢ine Penicillin, Streptomycin veya
Gentamycine gibi antibiyotikler katilabilmektedir (Alfred ve Steve, 1986). Rutinde kullanilan
bu antibiyotikler, promastigotlarin iiremesini etkilememektedir. Ayrica, Leishmania
kiiltiirlerindeki mantar kontaminasyonlarin1 dnlemek amaciyla Mycostatin ve Amfotericine B

gibi antifungal bilesikler besiyerine eklenebilmektedir (Charles ve McMahan, 1984).

Leishmania kiiltiiriinde kontaminasyon oldukca 6nemli bi problemdir. Bu sebepten kiiltiiriin

steril ortamda yapilmasi zorunludur (Charles ve McMahan, 1984; Jackson vd., 1989).

In vitro ortamda ¢ogalan tiim Leishmania promastigotlarimin ortak ozelligi; diger
organizmalarda oldugu gibi logaritmik iireme ve sabit faz donemlerinin olmasidir. Genellikle
ilk inokiilasyonda 10°-10° hiicre/ml olan parazitler, 3-4 giinliik inkiibasyonun aradindan 10’-

10% hiicre/ml'ye kadar ¢ikabilmektedir (Sadigursky ve Brodskyn, 1986).

Rutinde, 6rnek sayist ¢ok oldugu zaman hiicrelerin sayinimda Coulter sayaci kullanilabilir.
Ayrica, Leishmania'nin mikroskobik incelenmesi invert mikroskopla yapilabilmektedir (Bray,
1985). Kiiltiir siiresince, kiiltiirdeki promastigotlar sik¢a pleomorfizm gosterirler. Bir¢ok tiirde
promastigotlarin eni 1.5-2 um, boyu ise 1-20 pm arasinda degisebilir (Gholamhosseinian ve
Vassef, 1988). Yuvarlak, oval, eliptik veya silindir sekilde olabilirler. Bazen de ug¢ kisimlari
sivrilebilir veya yuvarlaklasabilir. Iyi hazirlanmis bir kiiltiirde, kendiliginden hareket edebilen
ve boliinen hiicrelerin olmasi gereklidir. Cok sayida hareketsiz ve normalden biiyiik veya asiri
kiigiik atipik hiicrelerin varlig, kiiltiir ortaminin yetersizliginin gostergesidir (Chang ve Bray,

1985b).

Primer izolasyonda onemli olan, en uygun besiyerine karar vermektir ¢iinkil baz1 Leishmania
tirleri ilk izolasyonun yapildigi besiyerinin degistirilmesine adapte olamazlar. Eger,
besiyerleri arasinda karsilastirma yapilmak isteniyorsa, ilk besiyerine uyum saglandiktan
sonra alinan 6rnegin, birden fazla farkl besiyerlerine ekilmesi gerekir. Leishmanianin primer
olarak izolasyonu sirasinda %10 FCS eklenmis RPM1 1640 besiyeri kullanilabilmektedir
(Chang ve Bray, 1985b; Alfred ve Steve, 1986; Gholamhosseinian ve Vassef, 1988).
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Promastigotlarin iiretilmesi, amastigotlara oranla biraz daha kolaydir. Kamcisiz amastigotlar,
ancak memeli makrofaj hiicrelerinde iiremektedir. Amastigotlarin 1s1 tercihi de

promastigotlardan farkli olup 32°C’dir (Alfred ve Steve, 1986).

Leishmania amastigotlarinin iiremesi konusunda basarili deneysel c¢alismalar yapilmis,
memelilerden hazirlanan doku kiiltiirlerinde hiicre icinde yasayan amastigotlarin arastirilmasi
kolaylagmistir (Chang ve Bray, 1985a; Chang ve Bray, 1985b; Gholamhosseinian ve Vassef,
1988).

Doku kiiltiiriindeki teknik ilerlemeler, amastigotlarin in vitro kiiltiiriinii de olumlu yonde
etkilemistir. Sonu¢ta memelilerde hiicre ici iiretilen amastigotlarin ardindan bu yontem diger
Trypanosoma'lara da uygulanmis ve basar saglanmistir (Ashford ve Betini, 1987). Bu konuda
yapilan ilk arastirmalar, amastigotlarin embriyoda iiretilmesi ile ilgili olup, karacigerde az
miktarda amastigotlarin iiremesiyle baslamistir. Halbrook ve Palcuk 1975'de Leishmania
promastigotlarini tavuk embriyosunda iiretmeyi denemisler ve embriyonun karacigerinde kisa

bir siirede iireyebilen amastigotlar1 elde edebilmislerdir (Chang ve Bray, 1985b).

Bugiin, cesitli hayvanlardan alinarak hazirlanan primer makrofaj kiiltiirleri, arastirmalarda
amastigotlarin standart kiiltiir sistemini olusturmaktadir (Alfred, 1983). Bu sistemler
sayesinde, laboratuar hayvanlarina bagh kalmaksizin Leishmania'larin yasam dongiileri ve
amastigotlarin biyokimyasal analizleri arastirilabilmektedir. Yapilan bu kiiltiir yontemiyle,

amastigotlarin devamliligi da saglanmistir.

Leishmania tiirleri; hazir besiyerlerinde iiretildikleri gibi, deney hayvanlarina inokiile edilerek
de iiretilebilirler. Deney hayvanlart kullamlarak; Leishmania’larin vektorlerdeki yapist,
biyolojisi ve patolojisi deneysel olarak arastirilabilmektedir (Chang ve Bray, 1985b; Grimaldi
vd., 1989). Giiniimiizde de enfekte edilmis deney hayvanlari kullanilarak aksenik

amastigotlan elde etme caligsmalar1 devam etmektedir (Scott vd., 1987).

Leishmania tiirlerinin devamliligi, yapilan promastigot ve amastigot kiiltiirleri ile hayvanlara
inokiilasyonla ya da diger memeli hiicreleri veya protozoanlarda oldugu gibi sivi azotta

dondurup uzun siire saklayarak saglanabilir (Chang ve Bray, 1985b; Grimaldi vd., 1989).
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25 Amac

Polimer toksisitesinin incelenmesinde mevcut hiicre Kkiiltiirlerinde bazi1 problemler
yasanmaktadir. Bunlarin baslicast standart bir kiiltiir modeli bulunmadig: i¢in farkli hiicre
kiiltiirlerinden alinan sonuglarin da farkli olmasidir. Ayrica her hiicre kiiltir modeli
polimerlerin toksik etkilerinin gosterilmesinde her zaman yiiksek duyarlilik gostermedigi gibi;
kiiltiir calismalar1 ekonomik agidan pahali, yapilmasi zor ve zaman alicidir. Ayrica simdiye
kadar bilinen insan ve hayvan kaynakli hiicre kiiltiir modelleri tibbi uygulama alaninda
polimerlerin, organizmada olas1 bir enfeksiyon ajaniyla etkilesiminin nasil olacagi konusunda

herhangi bir bilgi vermemektedir.

Bu nedenle bu calismanin amaci polimerlerin toksisitesinin incelenmesinde; daha hizli, daha
ekonomik, yapilmasi kolay bir kiiltir modeli gelistirmektir. Ayrica bu Kkiiltiir modeli
kullanilarak polimerlerin organizmada bulunmast muhtemel enfeksiyon ajanlar1 ile

(protozoan) etkilesimi hakkinda bilgi edinmek amag¢lanmistir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1 Deneysel Calismalarda Kullanilan Cihazlar ve Kimyasal Maddeler

3.1.1 Deneysel Calismalarda Kullamilan Cihazlar

Deneysel caligmalarimizda asagidaki cihazlar kullanildi.
e [Laminar-hava akish kabin
e Sogutmali Etiiv (Friocell)
e Inkiibator (37 C %5 CO2)
e Ters mikroskop
e ELISA okuyucu
e Magnetik kanstirict (Heidolp MR 3001)
¢ pH metre (inolab WTW level 1)
e Hassas terazi (Precisa XB 220A)
e Kaba terazi (Precisa BJ 6100D)
e Santrifiij (Hettich Zentrifugen-EBA20)
e Vorteks (Heidolp REAX top)
¢ Bidistile su cihazi
¢ Buzdolab1
e -45°C derin dondurucu
e Sivi azot tanki

e Otoklav
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3.1.2 Deneysel Calismalarda Kullamlan Kimyasal Maddeler ve Besiyerleri

MADDE ADI URETICi FIRMA KATALOG NO
Sodyum hidroksit Riedel De Haen 062303
Hidroklorik asit Merck 100314
DMEM-F12 Sigma D5546
RPMI 1640 with L glutamin Biological Industries 01-100-1B
L-glutamin Biological Industries 03-020-I1C
Penisilin streptomisin Biological Industries 03-031-IC
Gentamicin Sigma G1397
Fetal s1g1r serumu Seromed S0115
Tripsin EDTA Biological Industries 03-051-5B
DMSO Sigma D26650
Sodyum kloriir Atabay AT091-950
Potasyum kloriir Carlo Erba 360107
Disodyum hidrojen fosfat Riedel De Haen 81890
Potasyum dihidrojen fosfat Riedel De Haen 8210A
Tripsin Biochrom L2103
EDTA Merck 1132780
Thiazoly blue tetrazolium bromide(MTT) | Sigma M5655-1G
Formaldehyd (%37) Applichem A0877
2-propanol Applichem A03928
Sodyum dodesil siilfat (SDS) Merck S95310-811
Poliakrilik Asit (MA:100,000 Da) Aldrich 523925
Poliakrilik Asit (MA:30,000 Da) Aldrich 416045
Poliakrilik Asit (MA:2,000 Da) Aldrich 323667
Polietilen Glikol (MA:4,600 Da) Aldrich 37300
Polietilen Glikol (MA:2,000 Da) Aldrich 295906
Polietilen Glikol (MA:1,000 Da) Sigma-Aldrich P3515
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3.1.3 Cozeltilerin Hazirlanmasi

3.1.3.1 1x PBS Tampon Hazirlanmasi
8 g NaCl, 0,2 g KCl, 1,44 gr Na2HPO4, 0,24 g KH2PO4 tartilip 900 ml deiyonize suda

¢Oziindiiriildii. pH 7,4’e ayarland1 ve son hacim deiyonize suyla 1 litreye tamamlandi. 1 atm

basing, 121°C sicaklik ayarlanmis otoklavda cam siseler icersinde 20 dakika steril edildi.

3.1.3.2 1x Tripsin solusyonu
Tripsin 62,5 mg tartildi. Steril edilmis 50 ml’lik 1xPBS i¢inde ¢oziindiiriildii. Once 0,45’lik

sonra 0,22’lik filtreden suiziilerek steril edildi.

3.1.3.3 DMEM/F12 Medyumunun Hazirlanmasi
500 ml DMEM-F12 besiyeri igersine 5 ml 200 mM L-glutamin, 2,5 ml penisilin streptomisin

ilave edilerek stok hazirlandi. Hiicre pasajinda kullanilmak iizere %10 FCS iceren besiyeri

icin 45 ml stoktan alinip 5 ml FCS eklendi, tiim besiyerleri +4°C’de saklandh.

3.1.34 Fenol Red icermeyen DMEM/F12 Hazirlanmasi
Fenol Red’siz 500 ml DMEM/F12 (L-glutamin iceren) besiyeri igersine 2,5 ml penisilin
streptomisin ilave edilerek stok hazirlandi. Deneylerde kullanilmak iizere %10 FCS igeren

besiyeri i¢in 45 ml stoktan alinip 5 ml FCS eklendi, tiim besiyerleri +4°C’de saklandi.

3.1.3.5 RPMI 1640 Medyumunun Hazirlanmasi
100 ml RPMI 1640 (L-glutamin igeren) igerisine 0,5 ml gentamisin (10 mg/ml’lik) eklenerek

stok hazirlandi. Kiiltiirde kullanilmak iizere buradan 45 ml alinip 5 ml FCS eklenerek %10
FCS’li besiyeri hazirlandi.

3.1.3.6 Hiicre Dondurma Medyumunun Hazirlanmasi

%80 FCS ve %20 DMSQO’dan steril bir bi¢imde hazirlandi.

3.1.3.7 MTT Soliisyonunun Hazirlanmasi

MTT (Sigma M5655) 1xPBS icersinde ¢oziindiiriildii. Kullanilacak MTT prosediiriine uygun
olarak 0,6 mg/ml ve 10 mg/ml konsantrasyonlarda 5 ml hazirlandi. Once hassas terazide 0,6
mg/ml i¢in 3 mg, 10 mg/ml i¢cin 50 mg MTT tartihp PBS ile 5 ml’ye tamamlandi. Vortekste

calkalanarak iyice ¢oziindiikten sonra steril edilmek iizere 6nce 0, 45ul daha sonra 0,22 pl’lik
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(CS) filtreden gecirilerek steril edildi. MTT 1s18a duyarh oldugu i¢in, genel olarak bu islemler
karanlikta yapild.

3.1.3.8 MTT Reaksiyon Durdurucu Soliisyonun Hazirlanmasi

%50 izopropanol, %10 SDS bulunan bu ¢6zeltiden 10 ml hazirlandi. 5 ml s1v1 izopropanol, 5

ml distile su ve 1 mg toz SDS tartilip vorteksle kanstirilarak hazirlandi.

3.1.3.9 50 mg/ml ve 0,5 mg/ml Poliakrilik Asit (MA: 100,000 Da) Cozeltisinin

Hazirlanmasi

Deneylerde MA:100.000 D olan ve ticari olarak satin alman %35 g/ml sivi PAA kullanildi.
PAA %35’lik oldugu i¢in 100 ml’de 35 g PAA bulunur. 50 mg’dan 5 ml hazirlamak icin 2500
mg PAA gereklidir.

100 ml’de 35 g varsa

X 2500 mg

X=7,142 ml PAA

35 ml PBS eklendi 48—72 saat manyetik kanstiricida karismasi beklendi. pH 7°ye ayarlandi.
Son hacim 50 ml olacak sekilde PBS ile tamamlandi, 0,22 pm’lik millipore filtrelerden
gecirilerek steril edildi ve 4°C’de saklandi. Steril edilmis 50 mg/ml hazirlanan PAA
¢ozeltisinden 0,5 ml alinip, steril PBS ile 50 ml’ye tamamlanarak 0,5 mg/ml konsantrasyonu

hazirlandi.

3.1.3.10 50 mg/ml ve 0,5 mg/ml Poliakrilik Asit (MA: 30,000 Da) Cozeltisinin

Hazirlanmasi

MA: 30,000 Da olan ve ticari olarak satin alinan %40 g/ml sivi PAA kullanildi. 100 ml’sinde
40 g PAA bulunacagi igin

100 ml 40 g varsa

X 2500 mg

X=6,25 ml PAA

PBS eklenip manyetik karistiricida 48 saat karistirildiktan sonra pH 7’ye ayarlanip son hacim
50 ml olacak sekilde PBS ile tamamlandi. 0,22 um’lik millipore filtrelerden gecirilerek steril
edildi ve 4°C’de saklandi. Hazirlanan bu PAA c¢o6zeltisinden 0,5 ml alinip, steril PBS ile 50

ml’ye tamamlanarak 0,5 mg/ml konsantrasyonu hazirlandi.
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3.1.3.11 50 mg/ml ve 0,5 mg/ml Poliakrilik Asit (MA: 2,000 Da) Cozeltisinin

Hazirlanmasi

Deneylerde MA:2.000 olan ve ticari olarak satin alinan toz PAA kullanildi. PAA %100’1iik
oldugu icin 100 ml’de 100 g PAA bulunur. 50 mg/ml’lik 10 ml stok hazirlamak i¢in 0,5 g
PAA tartilip 9 ml PBS icersinde ¢oziindiiriildii. Yaklasik 48 saat manyetik karistiricida
karismasi beklendi. pH 7’ye ayarlandi. Son hacim 10 ml olacak sekilde PBS ile tamamlandi, 2
pum’lik millipore filtrelerden gecirilerek steril edildi ve 4°C’de saklandi. 50 mg/ml hazirlanan
PAA c¢ozeltisinden 0,1 ml alinip, steril PBS ile 10 ml’ye tamamlanarak 0,5 mg/ml

konsantrasyonundaki PAA ¢ozeltisi hazirlandi.

3.1.3.12 50 mg/ml ve 0,5 mg/ml Polietilen Glikol (MA: 4,600 Da, MA:2,000 Da,
MA:1,000 Da) Cozeltisinin Hazirlanmasi

Uc molekiil agirhgindaki PEG de %100’liik toz halde ticari olarak satin alinmistir ve
deneylerde kullanilacak ¢ozeltileri ayni sekilde hazirlandi. Son hacim 5 ml olarak ayarlanda.
Bunun i¢in 250 mg PEG tartihp 4 ml PBS eklenerek manyetik karistiricida bir gece
karnistirlarak ¢6ziildii. pH’1 kontrol edilip ve son miktar PBS ile 5 ml’ye tamamlandi ve 0,22
um’lik millipore filtrelerden gecirilerek steril edilip, 4°C’de saklanmistir. 0,5 mg/ml

hazirlamak i¢in bu ¢ozeltiden 0,05 ml alinip PBS ile 5 ml’ye tamamlanmustir.

3.2 Hiicre Kiiltiiri Teknikleri

3.2.1 Hiicre Soyunun Acilmasi

3.2.1.1 MCF 7 ve L 929 Hiicre Soyunun Acilmasi

Sivi azot tankindan cikartilan hiicreler 37°C su banyosunda calkalanarak sivi igersinde
tutularak c¢oziindiiriildii. Coziinen hiicre siispansiyonu tiipiine alinarak iizerine 5 ml %10
FCS’li DMEM-F12 eklenir ve 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant
dokiildiikten sonra pellete az miktar medyum eklenerek yavasca pipetajlandi ve besiyeri

konulmus flasklara ekim yapildi.

3.2.1.2 Ep 39 Hiicre Soyunun Acilmasi

Sivi azot tankindan c¢ikartilan hiicreler 37°C su banyosunda calkalanarak sivi igersinde
tutularak ¢oziindiiriildii. Coziindiirillen hiicre siispansiyonunun, 7,5 ml RPMI 1640 (%10

FCS) medyum konulmus flasklara ekimi yapildi.
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3.2.2 Hiicrelerin Cogaltilmasi

3.2.2.1 MCF 7 ve L 929 Hiicrelerinin Cogaltilmasi

Hiicreler 25 cm?lik flasklarda 7,5 ml DMEM-F12 (%10 FCS) icersinde 37°C, %5 CO2

ortaminda yeterli yogunluga ulasana kadar inkiibe edildi.

3.2.2.2 Ep 39 Hiicrelerinin Cogaltilmasi

Hiicreler 25 cm”lik flasklarda 7,5 ml RPMI 1640 (%10 FCS) icersinde 27°C’ye ayarh

inkiibatorde uygun yogunluga ulasana kadar inkiibe edildi.
3.2.3 Hiicrelerin Pasajlanmasi

3.2.3.1 MCF 7 ve L 929 Hiicrelerinin Pasajlanmasi

Invert mikroskopla incelenerek yiizey kaplamasinin tamamen gerceklestigi tespit edildikten
sonra kiiltiir pasaji yapildi. Tek tabakali hiicre kiiltiiriiniin iist kismindaki besiyeri dokiildi,
1xPBS ile yikand1 ve 1 ml tripsin eklenerek 37°C’lik CO2 etiivde bekletildi. Yaklagik 5-10
dakika sonra hiicrelerin kalkmasi takip edildi ve flask igersindeki hiicreler 5 ml besiyeri ile
santrifiij tiipine aktarilarak 1000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Siipernatant atilarak dipteki
pellet siispanse edildi ve sayimi1 yapildi. 1x10° hiicre 7,5 ml DMEM-F12 (%10 ECS) icersinde
yeni flaska ekilip, 37°C, CO2 etiiviine kaldirildi.

3.2.3.2 Ep39 Hiicrelerinin Pasajlanmasi

Invert mikroskopla incelendiklerinde, hareketliligin aktif, kiimelerin yogun oldugu asamada
sayimi yapildi. 5x10° hiicre/ml konsantrasyona ulasan hiicrelerden ml’sinde 3x10° olacak
sekilde hesaplanarak mikropipetle ¢ekilip son miktar 7,5 ml olacak sekilde RPMI 1640 (%10
FCS) igersine eklenip 27°C’ye kaldirildu.

3.2.4 Hiicrelerin Sayilmasi

Toplam hiicre siispansiyonunun mililitresindeki hiicre sayisini hesaplamak i¢in, iizerinde iiclii
cizgilerle ayrilmis 16 biiyiikk kareden olusan yivler bulunan 1 mm®lik alan ve 0,1 mm
derinlige sahip Toma lami kullanildi. Siispansiyonun mililitresindeki toplam hiicre sayist

asagidaki formiille hesaplandi.

Toplam Hiicre Sayisi/ml=Sayim Sonucu x 10* x Medyum Miktar1 (ml)
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3.2.5 Hiicrelerin Dondurulmasi ve Saklanmasi

3.2.5.1 MCF 7 ve L-929 Hiicrelerinin Dondurulmasi ve Saklanmasi

Flask icersinde tiim yiizeyi kaplamis hiicreler tripsinizasyon ile yapistiklar yiizeyden
tripsinizasyon ile kaldirildi. Santrifiij yapilarak iist kisim atildi, dipteki pellet resiispanse hale
getirildi. %801 FCS, %20’si DMSO seklinde hazirlanan dondurma medyumu ile 1 ml’sinde
1x10° hiicre olacak sekilde hiicreler karistirnldi ve kriyo tiiplere konuldu. 4°C’de bir saat
bekletildikten sonra -20°C’ye alind1 ve burada da 2 saat bekletildi. Ardindan -40°C’de 1 gece

bekletip s1v1 azot tankina konuldu.

3.2.5.2 Ep 39 Hiicrelerinin Dondurulmasi ve Saklanmasi

Kiiltiirtin genel durumunun iyi oldugu invert mikroskop ile incelendikten sonra pasaj
asamasina gelen hiicreler donduruldu. Siispansiyon halindeki kiiltiirden 1,8 ml kriyo tiipe
alinip, 0,2 ml steril DMSO yavasca eklendi. 1 saat 4°C’de, 24 saat -40°C’de bekletilip sivi

azot tankina konuldu.

33 Polimerlerin Toksik Etkisinin MTT Yontemi ile Incelenmesi

Canlilign olciilecek hiicreler diiz tabanli 96 kuyuculu plaklara ekildi. Yiizey kaplamasi
tamamlandiktan veya yeterli yogunluga ulastiktan sonra (24 veya 48 saat) ortama polimer
ilave edildi. Madde ile 48 saat inkiibasyonun ardindan 10 mg/ml konsantrasyonda hazirlanan
MTT soliisyonundan her bir kuyucuga 10 ul eklendi ve 37°C’de 4 saat inkiibe edildi.
Formazan kristalleri olusumu invert mikroskopla tek tek incelendi ve fotograflart cekildi.
MTT durdurucu soliisyondan 100 pl eklendi 30 dakika oda sicakliginda beklenip formazan
kristallerinin ¢6ziindiigii kontrol edildi. Ayni islemler polimer besiyeri etkilesimini kontrol
etmek amaciyla, hiicre bulunmayan sadece besiyeri ilave edilmis 96 kuyucuklu plaklarda da
yapildi. Son olarak optik yogunlugu 6l¢gmek iizere 96 kuyucuklu plagin kapag: acilarak 570
nm dalga boyuna ayarlanmis ELIZA cihazina yerlestirildi ve cihazin optik 6l¢iim sonuglar

bilgisayar ortamindan alindi.

3.3.1 Polimerlerin MCF 7 ve L 929 Hiicrelerindeki 48 Saatlik Toksik Etkisinin MTT
Yontemi ile incelenmesi

Flasktaki, MCF 7 hiicrelerinin yiizey kaplamasi tamamen gerceklestikten sonra hiicrelerin
pasajlanmasi boliimiinde anlatildigi gibi, hiicreler tripsinize edildi. Santrifiij edip stipernatant

kismi dokiildiikten sonra, hiicre sayimi yapildi. Hiicreler ml’de 100,000 Da MCF 7 hiicresi
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olacak sekilde DMEM/F12 (fenol red’siz) besiyeri i¢ersinde deneyde kullanilacak miktarda
hazirlandi. Hazirlanan hiicre siispansiyonundan her kuyucuga 100 pl (10,000 Da
hiicre/kuyucuk) eklendi. Kuyucuk sayist polimerin her konsantrasyonu i¢in 4 kuyucuk olacak
sekilde hesaplandi. Hiicrelerin dagiliminin esit oldugu mikroskop ile incelendikten sonra,
37°C’lik CO2 etiiviine kaldirild1 ve 24 saat inkiibe edildi. L 929 hiicreleri de aymi sekilde
hazirlanip 10,000 Da hiicre/ kuyucuk miktarinda 96 kuyucuklu plaga ekildi. Yiizey
kaplamalar1 24 saatte tamamen ger¢eklesmedigi icin polimer eklenmeden Once 48 saat inkiibe

edildi.

Inkiibasyon sonunda hiicrelerin yiizey kaplamalarinin ve genel durumlarinin normal oldugu
tespit edildikten sonra polimerler son konsantrasyon 0,1, 5, 10, 15 mg/ml olacak sekilde 45 ul
eklendi. Kontrole 45 ul PBS eklendi. Polimerlerin hazirlanan 50 mg/ml ve 0,5 mg/ml stoklar1
kullanildi ve kuyucuklara asagidaki sekilde eklendi:

0,1 mg/ml i¢in 29 ul 0,5 mg/ml’lik stoktan
5 mg/ml i¢in 14,5 pl 50 mg/ml’lik stoktan
10 mg/ml i¢in 29 ul 50 mg/ml’lik stoktan
15 mg/ml i¢in 43,5 ul 50 mg/ml’lik stoktan eklendi.

Biitiin kuyucuklardaki son hacim PBS ile 145 ul’ye tamamlandi. Polimer eklendikten sonra
37°C’de 48 saat inkiibe edildi. MTT soliisyonunun hazirlanmasi boliimiinde aciklandig gibi
hazirlanan 10 mg/ml MTT soliisyonundan her kuyucuga 10 pl eklendi ve 37°C’de 4 saat
inkiibe edildi. Formazan kristalleri olusumu invert mikroskopla tek tek incelendi ve
fotograflar1 ¢ekildi. MTT durdurucu soliisyondan 100 pl eklendi, formazan kristallerinin
tamamen c¢oziildiigii mikroskobik olarak incelendi ve 30 dakika oda sicakliginda beklenip

ELIZA cihazi ile 570 nm dalga boyunda optik yogunluk ol¢iildii.

3.3.2 Polimerlerin Ep 39 Hiicrelerindeki 48 Saatlik Toksik Etkisinin MTT Yontemi ile

incelenmesi

Flaskta kiiltiirii yapilan Ep 39 yeterince cogaldiklar1 ve durumlarinin iyi oldugu invert
mikroskopta incelendikten sonra, hiicre sayim1 yapildi. Siispanse kiiltiirden ml’de 300,000 Da
promastigot olacak sekilde mikropipet ile ¢ekildi ve DMEM/F1 F12 (fenol red’siz) besiyeri
icersinde diliie edilerek deneyde kullanilacak miktarda hazirlandi. Hazirlanan hiicre
siispansiyonundan her kuyucuga 100 pl (30,000 Da hiicre/kuyucuk) eklendi. Polimerin her

konsantrasyonu i¢in 4 kuyucuk olacak sekilde hesaplandi. Hiicrelerin dagiliminin esit oldugu
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mikroskop ile incelendikten sonra, 27°C’lik etiive kaldirildi ve 48 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda hiicrelerin genel durumlarinin normal, hareketlerinin aktif oldugu tespit
edildi ve polimerler son konsantrasyon 0,1, 5, 10, 15 mg/ml olacak sekilde 45 pl eklendi.
Kontrole 45 pl PBS eklendi. Polimerlerin hazirlanan 50 mg/ml ve 0,5 mg/ml stoklar
kullanildi ve kuyucuklara asagidaki sekillerde eklendi:

0,1 mg/ml i¢in 29 ul 0,5 mg/ml’lik stoktan
5 mg/ml i¢in 14,5 pl 50 mg/ml’lik stoktan
10 mg/ml i¢in 29 ul 50 mg/ml’lik stoktan
15 mg/ml icin 43,5 ul 50 mg/ml’lik stoktan eklendi.

Biitiin kuyucuklardaki son hacim PBS ile 145 pul’ye tamamlandi. Bir mikroplaga hiicresiz
besiyeri eklenerek aynmi konsantrasyonlardaki polimerler aym sekilde ilave edildi. Polimer
eklendikten sonra hiicreli ve hiicresiz ornekler 27°C’de 48 saat inkiibe edildi. MTT
soliisyonunun hazirlanmas: boliimiinde agiklandigi gibi hazirlanan 10 mg/ml MTT
soliisyonundan her kuyucuga 10 pl eklendi ve 27°C’de 4 saat inkiibe edildi. Formazan
kristalleri olusumu ve hareketlerinin aktifligi invert mikroskopla tek tek incelendi ve
fotograflar1 c¢ekildi. MTT durdurucu soliisyondan 100 ul eklendi, formazan kristallerinin
tamamen c¢oziildiigii mikroskobik olarak incelendi ve 30 dakika oda sicakliginda beklenip

ELIZA cihazi ile 570 nm dalga boyunda optik yogunluk ol¢iildii.

3.3.3 Polimerlerin Ep 39 Hiicrelerindeki 72 Saatlik Toksik Etkisinin MTT Yontemi ile

incelenmesi

Polimerlerin 48 saatlik toksik etkisi incelendikten sonra ayni yontem kullanilarak, 72 saatlik
inkiibasyonu incelendi. Bu deneyde daha fazla konsantrasyon kullanildi. Kuyucuklara eklenen
hiicreler 24 saat inkiibe edildikten sonra genel durumlar1 incelendi. Bir mikroplaga kontrol
amach sadece besiyeri eklendi. Promastigotlarin ve sadece besiyerinin bulundugu

kuyucuklara asagidaki sekilde 5’er kuyucuga polimer eklendi;
50 mg/ml’lik stoktan; 40 plt, 30 plt, 20 plt, 10 plt, 4 plt, 1 plt
0,5 mg/ml’lik stoktan; 20 plt, 10 plt, 2 plt, 1 plt eklendi.

Biitiin kuyucuklardaki son miktar PBS ile 140 ul’ye tamamlandi ve kontrol grubuna 40 ul
PBS eklendi. Ve konsantrasyonlarinin sirasiyla ~14,2 mg/ml, 10,7 mg/ml, 7,1 mg/ml, 3,5
mg/ml, 1,42 mg/ml, 0,35 mg/ml, 0,071 mg/ml, 0,035 mg/ml, 0,0071 mg/ml, 0,0035 mg/ml

oldugu hesaplandi. Bir mikroplaga hiicresiz besiyeri eklenerek ayni konsantrasyonlardaki
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polimerler ayni sekilde ilave edildi. Polimer eklendikten sonra hiicreli ve hiicresiz drnekler
27°C’de 48 saat inkiibe edildi ve 10 mg/ml MTT soliisyonundan her kuyucuga 10 ul eklendi
ve 27°C’de 4 saat inkiibe edildi. Formazan kristalleri olusumu ve hareketlerinin aktifligi
invert mikroskopla incelendi ve fotograflan ¢ekildi. MTT reaksiyon durdurucu soliisyondan
100 pl eklendi, formazan kristallerinin tamamen ¢6ziildiigii mikroskobik olarak incelendi ve
30 dakika oda sicakliginda beklenip ELIZA cihazi ile 570 nm dalga boyunda optik yogunluk
olciildi.

3.3.4 Polimerlerin Ep 39 Hiicrelerindeki 72 Saatlik Toksik Etkisinin Sayim Yontemi ile

incelenmesi

Polimerlerin Ep 39 hiicrelerindeki 72 saatlik toksik etkisinin MTT yontemi ile incelenmesi
kisminda anlatildigi gibi 96 kuyucuklu plaka ayn konsantrasyonlarda ve her konsantrasyon
icin 5 kuyucuk olacak sekilde hazirlandi. Polimer ile 72 saat inkiibasyon sonrasinda biitiin

kuyucuklardaki hiicreler thoma lamu ile tek tek sayildi ve ortalamalar alinarak grafik ¢izildi.

3.4 Polimerlerin Toksik Etkisinin Ep 39 Hiicrelerindeki Hareketlilige Gore

incelenmesi

Kiiltiir ortaminda mikroskobik inceleme ile durumlarinin normal oldugu tespit edilen
promastigotlardan 6 kuyucuklu mikroplaga 1 ml alind1. Uzerine son konsantrasyon 20 mg/ml
olacak sekilde stok PAA’den (50 mg/ml) eklendi ve hafif pipetaj yapildi. Plagin kapagi
kapatilarak hemen invert mikroskop altinda 20x ve 40x biiylitmede incelendi. Mikroskobun
bulundugu kiiltiir odasinin klimas1 27°’ye ayarlandi ve 30 dakika boyunca hareketlilikleri,
kiime olusumlar1 degerlendirildi. Inkiibatore kaldirilip bir saat gectikten sonra tekrar incelendi

ve gozlemler not edildi. Bu sekilde farkli zaman araliklarinda kontrolleri yapildi.

Incelenen PAA (MA:100,000 Da)’in 33 mg/ml konsantrasyonu da aym sekilde hazirland1 ve
incelendi. Bu konsantrasyonda ilk 50 dakika hareketliligin olmamasinin nedeninin hiicrelerin
6lumii olup olmadigim anlamak icin, 6 kuyucuklu plagin bos bir kuyucuguna 2,5 ml besiyeri
konuldu ve bu hareketsizlesmis hiicre kiiltiiriinden 0,5 ml ilave edildi ve hareketlilik incelendi

ve bu gozlemler de not edildi.

3.5 Iistatistiki Analizler

Sonugclarin istatistiki degerlendirilmesi SPSS (Statistical Packages of Social Sciences version
9.0 for Windows, student t-test) programi ile yapildi. p<0,05 degeri istatistiki olarak anlamli
kabul edildi.



45

4. DENEYSEL SONUCLAR VE TARTISMALAR

4.1  Polimerlerin Toksik Etkisinin MCF 7 Hiicre Kiiltiiriinde incelenmesi

Deneysel calismalar kisminda verildigi gibi, farkli molekiil agirlikli polimerlerin toksik
etkisini incelemek amaciyla, 96 kuyucuklu plagin her bir kuyucuguna 10,000 MCF 7 hiicresi
ekilip 24 saat inkiibe edildi. Daha sonra her bir kuyucuga MTT ilave edildi ve hiicre

canliligini belirlemek icin formazan kristallerinin olusumu ters mikroskop ile incelendi.

MTT bulunmayan (Sekil 4.1) ve MTT bulunan (Sekil 4.2) kiiltir ortaminda MCF 7
hiicrelerinin morfolojileri gosterilmistir. Sekil 4.1°de goriildiigii gibi hiicreler kiiltiir alanim

kaplamis, morfolojik olarak intak, kenarlar1 diiz, uzantilar1 normaldir.

Sekil 4.1 MCF 7 hiicrelerinin 24 saat inkiibasyon sonrasi morfolojik goriintiisiit (MTT
eklenmeden 6nce) (20x).
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Sekil 4.2 MCF 7 hiicrelerinde formazan kristallerinin olusumu (24 saat inkiibasyon sonrast,
MTT eklendikten sonra)(20x).

Sekil 4.2°de ise formazan kristallerinin olusumu net bir sekilde goriilmektedir. Elde edilen
sonuglarda, kullanilan hiicre miktar1 (10,000 hiicre/kuyucuk) ve 24 saatlik inkiibasyon siiresi
ile hiicrelerin kuyucuklarda normal bir sekilde adezyon yapip cogaldigr ve canliliklarinin
yikksek oldugu goriildii. Bu nedenle farkli molekiil agirligindaki polimerlerin kiiltiir

ortamindaki toksik etkisini incelemek icin caligmalarimizda bu prosediir uygulandi.

4.1.1 Molekiil Agirhg 100.000 Olan Poliakrilik Asitin MCF 7 Hiicreleri Uzerindeki
Toksik Etkisinin Incelenmesi

Poliakrilik asitin degisik konsantrasyonlari (0,1 mg/ml, 5 mg/ml, 10 mg/ml, 15 mg/ml) MCF
7 hiicre kiiltiirlerinde 48 saat inkiibe edildikten sonra PAA’nin toksik etkisi MTT yontemi ile

morfolojik ve sayisal olarak incelendi.

Sekil 4.3’de PAA’nin en yiiksek konsantrasyonu bulunan kiiltiir ortaminda hiicrelerin
mikroskobik goriintiileri verilmistir. Hiicreler atipik forma doniismiis, biiziiliip kiiciilmiis,

yiizey uzantilarim kaybetmis ve hiicrelerarasi alanda bosluklar olusmustur.
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Sekil 4.3 PAA’nin 15 mg/ml konsantrasyonunun MCF 7 hiicreleri tizerindeki sitopatik etkisi
(20x).

15 mg/ml ile benzer gozlemler 10 mg/ml ve 5 mg/ml’lik konsantrasyonlarda da tespit
edilmistir (Sekil 4.4, 4.5).

Sekil 4.4 PAA’nin 10 mg/ml konsantrasyonunun MCEF 7 hiicreleri iizerindeki sitopatik etkisi
(20x).



48

Sekil 4.5 PAA’nin 5 mg/ml konsantrasyonunun MCF 7 hiicreleri tizerindeki sitopatik etkisi
(20x).

Ancak en diisiik konsantrasyon olan 0,1 mg/ml’de diger konsantrasyonlardan farkli olarak
formazan kristali olugmus, morfolojik olarak kontrole nazaran Onemli bir degisiklik
gostermemistir (Sekil 4.6).

Sekil 4.6 PAA’nin 0,1 mg/ml konsantrasyonunun MCF 7 hiicreleri iizerindeki sitopatik etkisi
(20x).

Cizelge 4.1’de PAA’nin MCF 7 hiicreleri iizerindeki toksik etkisi miktar olarak verilmistir.
Cizelgede goriildiigii gibi PAA’nin konsantrasyonu arttikca MCF 7 hiicrelerinin canliliklari
azalmistir (p<0,05). En yiiksek konsantrasyon olan 15 mg/ml’lik PAA bulunan ortamdaki
hiicre canlig1 (0,032+0,017), kontrole gore (0,9815+0,102) anlamh bir diisiis gostermistir.
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Cizelge 4.1 PAA’nin (MA:100,000 Da) farkli konsantrasyonlarinin MCF 7 hiicrelerinin
canliligina etkisi

MCF 7

Optik yogunluk

Konsantrasyon (mg/ml)

Sonug olarak, molekiil agirligi 100,000 Da olan PAA’nin degisik konsantrasyonlarinin MCF
7 hiicreleri iizerindeki toksik etkisinin, morfolojik olarak ve MTT yoOntemi ile incelenmesi,
kiiltiir ortaminda bulunan PAA’nin konsantrasyonu arttik¢a; hiicrelerin canliliginin azaldigini,

sitopatik etkilerin ve morfolojik degisikliklerin arttigini gdstermistir.

4.1.2 Molekiil Agirhg 30,000 Da Olan Poliakrilik Asitin MCF 7 Hiicreleri Uzerindeki

Toksik Etkisinin Incelenmesi

MCF 7 hiicreleri PAA’nin farkli konsantrasyonlar1 (0,1 mg/ml, 5 mg/ml, 10 mg/ml ve 15
mg/ml) ile 48 saat inkiibe edildi. PAA’nin incelenen konsantrasyonlarinin hiicreler iizerindeki

toksik etkisi mikroskobik ve MTT yoOntemi ile sayisal olarak incelendi.

Sekil 4.7’7de PAA’nin 15 mg/ml konsantrasyonunun MCF 7 hiicrelerinde olusturdugu
morfolojik degisiklikler verilmistir. Hiicrelerde yuvarlaklasma, kiiciilme, uzantilarim
kaybetme gibi sitopatik degisiklikler meydana gelmistir. Ayrica hiicrelerde formazan kristali

olusumu oldukc¢a azdir.
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Sekil 4.7 PAA’nin 15 mg/ml konsantrasyonun MCF 7 hiicreleri iizerindeki sitopatik etkisi
(20x).

Formazan olusumuna gore degerlendirildiginde, 15 mg/ml konsantrasyonda mor renk
gozlenmezken, 10 mg/ml konsantrasyondaki hiicreler diisiik miktarlarda formazan kristali
olusturmuslardir. Ozellikle hiicrelerin i¢ kistmlarinda gériilen mor renkler bu hiicrelerden bir

kisminin canliliklarim siirdiirdiigiinii gostermektedir (Sekil 4.8).

Sekil 4.8 PAA’nin 10 mg/ml konsantrasyonun MCF 7 hiicreleri iizerindeki sitopatik etkisi
(20x).
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Sekil 4.9°da PAA’nin 5 mg/ml’lik konsantrasyonu bulunan kiiltiir ortaminda hiicrelerde
meydana gelen morfolojik degisiklikler gosterilmistir. PAA’nin 10 ve 15 mg/ml’hik

konsantrasyondan farkli olarak 5 mg/ml’de hiicrelerin tamami 6lmemis bazilar1 hiicresel

uzantilarini korumustur.

Sekil 4.9 PAA’nin 5 mg/ml konsantrasyonun MCF 7 hiicreleri tizerindeki sitopatik etkisi
(20x).

PAA’nin en diisiik konsantrasyonunda (0,1 mg/ml) ise hiicrelerde kontrole kiyasla morfolojik

degisiklikler goriilmedi (Sekil 4.10).

Sekil 4.10 PAA’nin 0,1 mg/ml konsantrasyonun MCF 7 hiicreleri lizerindeki sitopatik etkisi
(20x).
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Cizelge 4.2°de ise PAA’nin MCF 7 hiicreleri iizerindeki etkisi kantitatif olarak verilmistir.
Cizelge 4.2’de goriildiigii gibi, PAA’nin artan konsantrasyonlarinda hiicrelerin canlilig
azalmaktadir. Ancak en diisiik konsantrasyonda (0,1 mg/ml) toksik etkinin olmadig1r ve
hiicrelerin canliliginin azalmadigi goriilmektedir. Buna karsin 5 mg/ml’den itibaren artan
konsantrasyonlar ile hiicrelerin canliliklar azalmaya baslamistir. En yiiksek konsantrasyonda
(15 mg/ml) canlilik en diisiik seviyededir (0,227+0,016). En yiiksek konsantrasyonda
hiicrelerin kontrole nazaran canliliklar1 anlamh 6l¢iide diigmiistiir (p<0,05).

Cizelge 4.2 PAA’nin (MA:30,000 Da) farkli konsantrasyonlarinin MCF 7 hiicrelerinin
canliligina etkisi

MCF 7

Optik yogunluk

0 0,1 5 10 15

Konsantrasyon (mg/ml)

Sonug¢ olarak, molekiil agirligit 30,000 Da olan PAA’nin konsantrasyonu arttikca MCF 7
hiicrelerinde dejenerasyonun arttigi goriilmiistiir. Miktarca canlilik incelendiginde ise artan
polimer konsantrasyonuna paralel olarak hiicrelerin canliligi azalmistir. Elde edilen sonuglar
PAA’nin 0,1 mg/ml’den sonraki konsantrasyonun, MCF 7 hiicreleri iizerinde toksik oldugunu

gostermektedir (p<0,05).

4.1.3 Molekiil Agirhg 2,000 Da Olan Poliakrilik Asitin MCF 7 Hiicreleri Uzerindeki

Toksik Etkisinin incelenmesi

Molekiil agirlign 2,000 Da olan PAA’nin toksik etkisi, MTT yontemi ile morfolojik ve

kantitatif olarak incelendi.
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Morfolojik degerlendirmede, polimerin 15 mg/ml’lik konsantrasyonunda, hiicrelerin dejenere

oldugu goriilmektedir. Buna ragmen hiicrelerin icersinde, oldukca diisiik miktarda mor renkli

formazan kristalleri olusmustur (Sekil 4.11).

Sekil 4.11 PAA’nin 15 mg/ml konsantrasyonunun MCF 7 hiicreleri iizerindeki sitopatik etkisi
(20x).

Daha diisiik konsantrasyonda da (10 mg/ml) hiicrelerde dejenerasyon ve sitopatik etkiler

goriiliirken, 5 mg/ml ve o6zellikle 0,1 mg/ml konsantrasyonda hiicrelerin morfolojileri ve

formazan tiretimleri kontrole benzerdir (Sekil 4.12, 4.13, 4.14).

Sekil 4.12 PAA’nin 10 mg/ml konsantrasyonunun MCF 7 hiicreleri iizerindeki sitopatik etkisi
(20x).



(20x).

Sekil 4.14 PAA’nin 0,1 mg/ml konsantrasyonunun MCF 7 hiicreleri iizerindeki sitopatik
etkisi (20x).

Cizelge 4.3’de PAA’'nin (MA:2,000 Da) MCF 7 hiicrelerine toksik etkisi MTT yontemi ile
kolorimetrik olarak verilmistir. Canli hiicrelerin olusturdugu formazan kristalleri ¢oziilerek,

570 nm dalga boyunda optik yogunlugu 6lciilmiistiir.

Daha onceki deneylerde oldugu gibi, polimerin konsantrasyonu arttikca, MCF 7 hiicrelerinin
canliligi azalmistir. En diisiik konsantrasyonda kontrole nazaran onemli bir fark gériilmese de

yiiksek konsantrasyonlarda hiicre canliliinda kontrole gore anlamli bir disiis
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gozlemlenmistir (p<0,05). Kontrolde o6lgiilen optik yogunluk 0,9815+0,102 iken en yiiksek
konsantrasyonda 0,292+0,075 oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 4.3 PAA’nin (MA:2,000 Da) farkli konsantrasyonlarinin MCF 7 hiicrelerinin
canliligina etkisi

MCF 7

Optik yogunluk

Konsantrasyon (mg/ml)

Morfolojik incelemeler ve optik yogunlugun 6lciilmesi ile elde edilen sonuglarda, 2,000 Da
molekiil agirlikla PAA’nin yiiksek konsantrasyonlari ile MCF 7 hiicreleri iizerindeki sitopatik

etkinin arttig1 ve hiicrelerin canliliginin azaldig tespit edilmistir.

4.1.4 Molekiil Agirhgi 4,600 Da Polietilen Glikolin MCF 7 Hiicreleri Uzerindeki

Toksik Etkisinin incelenmesi

Farkli molekiil agirligina sahip (1,000 Da, 2,000 Da, 4,600 Da) polietilen glikoliin (PEG)
MCF 7 hiicrelerindeki toksik etkileri MTT yoOntemi ile incelendi. En yiiksek molekiil
agirligina sahip formunu (MA:4,600 Da) incelemek icin MCF 7 hiicreleri PEG’in 0,1, 5, 10
ve 15 mg/ml konsantrasyonlan ile 48 saat inkiibe edildi. PEG’in MCF 7 hiicrelerinde 48

saatlik toksik etkisi, MTT yontemiyle morfolojik olarak ve miktar olarak incelendi.

Morfolojik incelemelerde, PEG’in en yiiksek konsantrasyonu (15 mg/ml) bulunan kiiltiir
ortamindaki MCF 7 hiicrelerinin saglam, kenarlarinin diiz, uzantilarinin normal oldugu
goriilmiigtiir. Ayrica formazan kristali olusumlart polimersiz ortamdaki kontrol hiicrelerine

benzer ozelliktedir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15 PEG’in 15 mg/ml konsantrasyonunun MCEF 7 hiicreleri lizerindeki sitopatik etkisi
(20x).

PEG’in incelenen diger konsantrasyonlarinda da, hiicrelerde kontrole gore degisiklik

gozlenmemistir (Sekil 4.16, 4.17, 4.18).

Sekil 4.16 PEG’in 10 mg/ml konsantrasyonunun MCF 7 hiicreleri iizerindeki sitopatik etkisi
(20x).
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(20x).

Sekil 4.18 PEG’in 0,1 mg/ml konsantrasyonunun MCF 7 hiicreleri tizerindeki sitopatik etkisi
(20x).

Kisaca morfolojik olarak degerlendirildiginde, PEG’in farkli konsantrasyonlarimin (0,1
mg/ml, 5 mg/ml, 10 mg/ml ve 15 mg/ml) bulundugu kiiltiir ortamlarinda, MCF 7 hiicrelerinde

sitopatik etki goriilmemistir.
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Cizelge 4.4’de PEG’in konsantrasyonuna bagli olarak, hiicre canliligina etkileri miktar olarak
verilmistir. Cizelgede goriildiigii gibi; PEG’in yiiksek konsantrasyonu da dahil olmak iizere

tiim konsantrasyonlarinda, canlilik miktar1 kontrole gore anlamli bir degislik gdstermemistir.

Cizelge 4.4 PEG’in (MA:4,600 Da) farkli konsantrasyonlarinin MCF 7 hiicrelerinin
canliligina etkisi

MCF 7
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Optik yogunluk

Miktar olarak canlilik 6lciimiinde de hiicrelerde kontrole nazaran farklilik olusmamustir.
Molekiil agirlign 4,600 Da olan PEG’in incelenen konsantrasyonlarinda, MCF 7 hiicrelerine

toksik etki etmedigini goriilmiistiir.

4.1.5 Molekiil Agirhgi 2,000 Da Olan Polietilen Glikoliin MCF 7 Hiicreleri Uzerindeki

Toksik Etkisinin incelenmesi

MCEF 7 hiicreleri, molekiil agirligi 2,000 Da olan PEG’in 4 farkli konsantrasyonu bulunan
kiiltiir ortaminda 48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras1 morfolojik incelemeler ve

miktar olarak canlilik l¢timii yapilmistir.

Morfolojik incelemeler ile en yiiksek konsantrasyon olan 15 mg/ml’de hiicrelerin genel
durumlarinin iyi oldugu, yapisma ozelliklerini korudugu ve uzantilarim1 kaybetmedikleri

gozlenmistir. Ayrica formazan kristali olusumu da kontrolle aynmidir (Sekil 4.19).



Sekil 4.19 PEG’in 15 mg/ml konsantrasyonunun MCF 7 hiicreleri iizerindeki sitopatik etkisi
(20x).

Bu durum daha diisiik konsantrasyonlarda da (0,1 mg/ml, 5 mg/ml, 10 mg/ml) gozlenmektedir
(Sekil 4.20, 4.21, 4.22).

Sekil 4.20 PEG’in 10 mg/ml konsantrasyonunun MCF 7 hiicreleri iizerindeki sitopatik etkisi
(20x).



(20x).

Sekil 4.22 PEG’in 0,1 mg/ml konsantrasyonunun MCF 7 hiicreleri lizerindeki sitopatik etkisi
(20x).

Biitiin konsantrasyonlarda hiicrelerin genel morfolojilerinin kontrolle aym1 olmasi, PEG’in
diger yiiksek molekiil agirlikli formundaki (MA:4,600 Da) gibi sitopatik etkisinin olmadigini

gostermektedir.

PEG’in MCF 7 hiicrelerinin canliligina etkileri Cizelge 4.5’de sunulmustur. Cizelge 4.5°de
goriildiigii gibi, PEG’in bu molekiil agirliginda; 0,1, 5, 10 ve 15 mg/ml konsantrasyonu ile 48
saat inkiibe edilen MCF 7 hiicrelerinin canliliginda kontrole nazaran Onemli bir fark

goriilmemektedir. Bu durum gozlemsel sonuglarla uyum gostermektedir.
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Cizelge 4.5 PEG’in (MA:2,000 Da) farkl konsantrasyonlarinin MCF 7 hiicrelerinin
canliligina etkisi

MCF 7
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Optik yogunluk

Ozet olarak, MCF 7 hiicrelerinde PEG’in (MA:2,000 Da) morfolojik olarak denejerasyon
olusturmadigi ve hiicrelerin canliligin1 azaltmadigr goriilmiistir. PEG’in (MA:2,000 Da),

MCEF 7 hiicreleri i¢in toksik olmadig tespit edilmistir.

4.1.6 Molekiil Agirhig 1,000 Da Olan Polietilen Glikoliin MCF 7 Hiicreleri Uzerindeki

Toksik Etkisinin incelenmesi

Polietilen glikoliin MCF 7 hiicreleri ile 48 saatlik etkilesimi sonrasinda hiicrelerin canlilig1 ve
morfolojisi MTT yontemi ile incelenmistir. PEG’in 1000 Da’luk molekiil agirliginda en
yilksek konsantrasyonunda (15 mg/ml) bile hiicresel uzantilarin diizgiin oldugu,
parlakliklarinin ve hiicre yogunluklarinin saglikli kontrol hiicreleri ile benzer 6zellikte oldugu

gozlemlenmistir (Sekil 4.23).
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Sekil 4.23 PEG’in 15 mg/ml konsantrasyonunun MCF 7 hiicreleri iizerindeki sitopatik etkisi
(20x).

Daha diisiik konsantrasyonlarda da durum 15 mg/ml ile aymdir (Sekil 4.24, 4.25, 4.26).
Biitiin konsantrasyonlarda hiicrelerin canliliklarimin  yiiksek olmasi, morfolojilerinin
bozulmamasi, PEG’in diger formlar1 gibi (MA:4,600 Da ve 2,000 Da) bu molekiil agirliginin

da, MCF 7 hiicreleri i¢in sitopatik etkisinin olmadigini gostermistir.

[ a%Y b i

Sekil 4.24 PEG’in 10 mg/ml konsantrasyonunun MCF 7 hiicreleri iizerindeki sitopatik etkisi
(20x).



(20x).

Sekil 4.26 PEG’in 0,1 mg/ml konsantrasyonunun MCF 7 hiicreleri lizerindeki sitopatik etkisi
(20x).

PEG’in molekiil agirligi 1,000 Da olan formunun kolorimetrik 6l¢iim sonuglar Cizelge 4.6’da
gosterilmistir. Yiiksek konsantrasyonlar da dahil olmak {izere, canlilik miktarlar1 kontrolden
onemli bir fark gostermemistir. Hiicrelerin mikroskobik gozlemleri de bu sonuglar

desteklemektedir.
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Cizelge 4.6 PEG’in (MA:1,000 Da) farkli konsantrasyonlarinin MCF 7 hiicrelerinin
canliligina etkisi

MCF 7
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Optik yogunluk

Sonug olarak, PEG’in farkli konsantrasyonlarda (0,1 mg/ml, 5 mg/ml, 10 mg/ml ve 15 mg/ml)
bulundugu kiiltiir ortaminda, MCF 7 hiicrelerinin morfolojik 6zellikleri ve miktarca canlilik
Olctimleri kontrole gore fark gostermemistir. Bu durum PEG’in denenen biitiin molekiil
agirliklarinda da (4,600 Da, 2,000 Da, 1,000 Da) tespit edilmistir. Kisaca PEG’in incelenen

konsantrasyonlarinda, PAA’dan farkl olarak, hiicreler iizerinde toksik etkisi yoktur.

4.2 Polimerlerin Toksik Etkisinin L-929 Hiicre Kiiltiiriinde incelenmesi

Farkli molekiil agirlikli polimerlerin toksik etkisini incelemek iizere her bir kuyucukta 10,000
L-929 hiicresi olacak sekilde 96 kuyucuklu plaga ekim yapildi ve 48 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda hiicrelerin genel durumu ters mikroskopla incelendi. Sekil 4.27°de
hiicrelerin intak, uzantilarinin saglam, yiizey kaplamalarinin ve parlakliklarinin normal oldugu
goriildii. Polimersiz kiiltiir ortamimna MTT eklenerek 4 saat inkiibe edildi ve formazan

kristallerinin olusumu degerlendirildi.
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Sekil 4.27 L-929 hiicrelerinin 48 saat inkiibasyon sonrasi1 morfolojik goriintiisii (MTT
eklenmeden 6nce) (20x).

Sekil 4.28°de MTT ile inkiibasyon sonrasi olugsan formazan kristallerinin goriintiisii
verilmistir. Hiicrelerde canliliklar1 ile orantili olarak mor renkli formazan kristalleri

olusmustur.

Sekil 4.28 L-929 hiicrelerinde formazan kristallerinin olusumu (24 saat inkiibasyon sonrasi,
MTT eklendikten sonra) (20x).

Mikroplaktaki tiim kuyucuklar tek tek incelendi. Hiicrelerin esit olarak dagildigi, yiizey
kaplamalarinin gerceklestigi ve hiicrelerin canliliklarinin normal oldugu tespit edildi. Polimer

deneyleri icin bu hiicre miktar1 (10.000 hiicre/ml) ve 48 saatlik inkiibasyon siiresi kullanildi.
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L-929 hiicrelerinin kiiltiir ortaminda cogalmasi MCF 7 hiicrelerinden daha yavas oldugu icin,

MCEF 7 hiicrelerinde 24 saat olan inkiibasyon siiresi 48 saate ¢ikarildi.

4.2.1 Molekiil Agirhg 100,000 Da Olan Poliakrilik Asitin L-929 Hiicreleri Uzerindeki

Toksik Etkisinin Incelenmesi

L-929 hiicreleri mikroplaklara ekilip, 48 saat inkiibe edildi. Morfolojik oOzellikleri ve
mikroplaktaki dagilimlar1 kontrol edildikten sonra molekiil agirlign 100,000 Da olan
poliakrilik asitin (PAA) farkli konsantrasyonlart (0,1 mg/ml, 5 mg/ml, 10 mg/ml ve 15
mg/ml) eklendi ve 48 saat inkiibe edildi. PAA’nin L-929 hiicreleri iizerindeki toksik etkisi
MTT yontemi ile incelendi. Ters mikroskop ile morfolojik olarak incelemeleri yapildi ve

formazan kristali olusumlar gozlendi.

PAA’nin 15 mg/ml konsantrasyonundaki hiicrelerin, morfolojik olarak atipik oldugu
goriilmiistiir. Hiicreler yiizey adezyon ozelliklerini kaybetmis ve yuvarlak sekil almis, bazi

hiicreler dagilmaya baslamistir (Sekil 4.29).

Sekil 4.29 PAA’nin 15 mg/ml konsantrasyonunda L-929 hiicreleri iizerindeki sitopatik etkisi
(20x).

En yiiksek konsantrasyondaki hiicrelerle benzer 6zellikler 10 mg/ml’de de gézlenmistir. PAA
15 mg/ml ve 10 mg/ml konsantrasyonda L[-929 hiicrelerinde dejenerasyon meydana
getirmistir. Kiiltiir ortamindaki PAA konsantrasyonu 5 mg/ml’ye diistiigiinde, hiicreler atipik
morfolojiye sahip oldugu, baz1 bolgelerde formazan kristali olusturdugu goriilmektedir.
Hiicreler dejenere olmuslar, ancak canliliklar1 az da olsa devam ettigi icin mitokondrial

aktivite ile formazan kristali olusturmuslardir (Sekil 4.30, 4.31).
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Sekil 4.30 PAA’nin 10 mg/ml konsantrasyonunda L-929 hiicreleri lizerindeki sitopatik etkisi
(20x).

Sekil 4.31 PAA’nin 5 mg/ml konsantrasyonunda L.-929 hiicreleri iizerindeki sitopatik etkisi
(20x).

Denenen en diisiik konsantrasyon olan 0,1 mg/ml’de hiicrelerin morfolojik yapilar1 intak olup
formazan kristali olusumlar1 da kontrole nazaran onemli fark gostermemistir (Sekil 4.32).

Polimerin 0,1 mg/ml konsantrasyonu, hiicrelerde dejeneratif etki meydana getirmemistir.



Sekil 4.32 PAA’nin 0,1 mg/ml konsantrasyonunda L-929 hiicreleri iizerindeki sitopatik etkisi
(20x).

Cizelge 4.7’de PAA’nin  (MA: 100,000 Da) farkli konsantrasyonlarinin, [.-929 hiicre
canliligina etkisi miktar olarak verilmistir. Cizelgede goriildiigii gibi 0,1 mg/ml
konsantrasyonda kontrol hiicrelerine yakin degerler elde edilmistir. Mikroskobik incelemede
de diisiik konsantrasyondaki hiicrelerin kontrol hiicreleri ile benzer 6zellikte oldugu tespit
edilmis ve Cizelge 4.7 onaylanmistir. Daha yiiksek konsantrasyonlarda hiicrelerin
canliliklariin azaldig goriilmektedir. MCF 7 hiicrelerine benzer sekilde burada da en toksik
etki 15 mg/ml’de tespit edilmistir (Cizelge 4.1, 4.7). PAA’nin bu molekiil agirhiginda, hem L-
929 hem de MCF 7 hiicreleri i¢in toksik etki gosterdigi (p<0,05) ve bu toksik etkinin

konsantrasyonla orantil1 olarak arttig1 tespit edilmistir.
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Cizelge 4.7 PAA’nin (MA:100,000 Da) farkli konsantrasyonlarinin L-929 hiicrelerinin
canliligina etkisi

L 929

0,9 +
0,8+
0,7 +
0,6 +

Optik yogunluk

15
Konsantrasyon (mg/ml)

4.2.2 Molekiil Agirhig 30,000 Da Olan Poliakrilik Asitin L-929 Hiicreleri Uzerindeki

Toksik Etkisinin incelenmesi

Molekiil agirligt 30,000 Da olan PAA’nin L-929 hiicrelerinde olusturdugu morfolojik

degisimler incelendiginde, denenen en yiiksek konsantrasyonda hiicrelerde sitopatik etki

olustugu goriilmiistiir (Sekil 4.33).

Sekil 4.33 PAA’nin 15 mg/ml konsantrasyonunun L.-929 hiicreleri iizerindeki sitopatik etkisi
(20x).
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Bu durum 10 mg/ml ve 5 mg/ml konsantrasyonlarda da gozlenmektedir. Bu konsantrasyonda

da hiicreler kii¢iilmiis ve atipik forma doniismiistiir (Sekil 4.34, 4.35).

Sekil 4.34 PAA’nin 10 mg/ml konsantrasyonunun L.-929 hiicreleri iizerindeki sitopatik etkisi
(20x).

Sekil 4.35 PAA’nin 5 mg/ml konsantrasyonunun L.-929 hiicreleri iizerindeki sitopatik etkisi
(20x).

Ancak en diisiikk konsantrasyonda, hiicrelerin morfolojileri ve formazan olusumlarinda

kontrole gore 6nemli bir fark olusmamustir (Sekil 4.36).



Sekil 4.36 PAA’nin 0,1 mg/ml konsantrasyonunun L.-929 hiicreleri iizerindeki sitopatik etkisi
(20x).

Cizelge 4.8’de molekiil agirlig1 30,000 Da olan PAA’nin, konsantrasyona bagl olarak, 1.-929
hiicrelerinin canliligina etkisi sunulmustur. En yiiksek 3 konsantrasyonda canlilik kontrole
gore anlamh olarak diigmiistiir (p<0,05). Bu durumda PAA’nin bu molekiil agirligindaki
formunun L-929 hiicreleri {iizerinde toksik etkisinin ozellikle 15, 10, ve 5 mg/ml
konsantrasyonda olustugu tespit edilmistir. En yiiksek konsantrasyonda olgiilen optik

yogunluk 0,126+0,027 iken kontrolde bu deger 0,569+0,076 olarak ol¢iilmiistiir.

Cizelge 4.8 PAA’nin (MA:30,000 Da) farkli konsantrasyonlarinin L-929 hiicrelerinin
canliligina etkisi

L 929

Optik yogunluk

Konsantrasyon (mg/ml)
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4.2.3 Molekiil Agirhg 2,000 Da Olan Poliakrilik Asitin L-929 Hiicreleri Uzerindeki

Toksik Etkisinin incelenmesi

Poliakrilik asitin en diisiik molekiil agirlig1 olan bu formunun, L-929 hiicrelerine toksik ve
sitopatik etkisi MTT yontemi ile incelenmistir. Morfolojik incelemeler ile yiiksek
konsantrasyonlarda (5 mg/ml, 10 mg/ml ve 15 mg/ml) hiicrelerin deforme oldugu, uzantilarini
kaybettigi, biiziiliip kiiciilerek hiicreler aras1 alanda biiyiik bosluklar meydana getirdigi ve bazi

hiicrelerin dagilmaya basladig1 goriilmiistiir (Sekil 4.37, 4.38, 4.39).

Sekil 4.37 PAA’nin 15 mg/ml konsantrasyonunun L.-929 hiicreleri iizerindeki sitopatik etkisi
(20x).

Sekil 4.38 PAA’nin 10 mg/ml konsantrasyonunun L.-929 hiicreleri iizerindeki sitopatik etkisi
(20x).
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Sekil 4.39 PAA’nin 5 mg/ml konsantrasyonunun L.-929 hiicreleri iizerindeki sitopatik etkisi
(20x).

L-929 hiicreleri, sadece en diisiik konsantrasyonda (0,1 mg/ml) canlilik ve morfolojilerini

korumustur (Sekil 4.40).

Sekil 4.40 PAA’nin 0,1 mg/ml konsantrasyonunun L.-929 hiicreleri iizerindeki sitopatik etkisi
(20x).

Cizelge 4.9’da goriildiigii gibi, polimerin artan konsantrasyonunda hiicrelerin canliliklar
azalmaktadir. Morfolojik incelemeler ve MTT o6l¢iimii sonucu PAA’nin (MA: 2,000 Da)

hiicreler i¢in toksik ve dejeneratif oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 4.9 PAA’min (MA:2,000 Da) farkli konsantrasyonlarinin L.-929 hiicrelerinin
canliligina etkisi

L 929
1
0,9 +
0,8 +
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Konsantrasyon (mg/ml)

L-929 hiicrelerinin, MCF 7 hiicrelerine benzer sekilde PAA’nin denenen tiim molekiil
agirliklarinda toksik etki gosterdigi tespit edilmistir. Bu etki genelde 0,1 mg/ml’den sonraki
konsantrasyonlarda baslamis ve hiicreler bozulup dejenere olmustur. PAA 6zellikle 5 mg/ml

konsantrasyondan itibaren MCF 7 ve L-929 hiicreleri i¢in toksik etki gosteren bir polimerdir.

4.2.4 Molekiil Agirh@ 4,600 Da Olan Polietilen Glikoliin L-929 Hiicreleri Uzerindeki

Toksik Etkisinin Incelenmesi

Polietilen glikoliin 3 farkli molekiil agirligia sahip formlarinin L-929 hiicreleri tizerindeki 48
saatlik toksik ve sitopatik etkisi incelenmistir. Bunun i¢in aym polimer konsantrasyonlari

kullanilmastir.

Morfolojik incelemelerde PEG’in 15 mg/ml konsantrasyonunda hiicrelerin dejeneratif etki
gormedikleri tespit edilmistir. Hiicresel morfolojiler kontrol ile oOnemli bir fark
gostermemistir. Bu durum daha diisiik konsantrasyonlarda da (0,1 mg/ml, 5 mg/ml ve 10
mg/ml) da tespit edilmistir. Hiicreler yiizey tutunmalarim gerceklestirmis ve oldukg¢a saglikli
goriinmiistiir. Ayrica PEG’in uygulanan tiim konsantrasyonlarda hiicrelerin formazan kristali
tiretimi oldukg¢a yiiksek olup kontrole yakindir (Sekil 4.41, 4.42, 4.43 ve 4.44). PAA’nin
yiiksek konsantrasyonlarinda goriilen atipik formdaki biiziilmiis ve dagilmaya baslayan L-929

hiicreleri PEG’de gozlenmemistir.
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Sekil 4.41 PEG’in 15 mg/ml konsantrasyonunun L-929 hiicreleri iizerindeki sitopatik etkisi
incelemesi (20x).

Sekil 4.42 PEG’in 10 mg/ml konsantrasyonunun L-929 hiicreleri iizerindeki sitopatik etkisi
incelemesi (20x).
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Sekil 4.43 PEG’in 5 mg/ml konsantrasyonunun L.-929 hiicreleri iizerindeki sitopatik etkisi
incelemesi (20x).

Sekil 4.44 PEG’in 0,1 mg/ml konsantrasyonunun L.-929 hiicreleri iizerindeki sitopatik etkisi
incelemesi (20x).

PEG’in (MA: 4,600 Da), 4 farkli konsantrasyonu ile 48 saat inkiibe edilen L.-929 hiicrelerinin
canliliklart kolorimetrik olarak oOl¢iilmiistir. Canliligin konsantrasyona bagh degisimleri
Cizelge 4.10’da gosterilmistir. Incelenen konsantrasyonlardaki hiicre canlihi@ kontrole gore
fark gostermemistir. Sonug olarak PAA’dan farkl olarak, PEG hiicrelerde toksik ve sitopatik

etki olusturmamustir.
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Cizelge 4.10 PEG’in (MA:4,600 Da) farkli konsantrasyonlarinin L.-929 hiicrelerinin
canliligina etkisi

L 929
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Optik yogunluk

4.2.5 Molekiil Agirhgi 2,000 Da Olan Polietilen Glikoliin L-929 Hiicreleri Uzerindeki
Toksik Etkisinin Incelenmesi

Polietilen glikoliin L-929 hiicrelerindeki toksik etkisi konsantrasyonuna bagli olarak
incelenmistir. Morfolojik incelemelere gore, 15 mg/ml konsantrasyonda hiicrelerin genel
durumlarinin iyi oldugu, yiizeye tutunma 6zelliklerini korudugu, uzantilarin1 kaybetmedikleri

tespit edilmistir. Formazan kristali olusumu da kontrole yakin miktardadir (Sekil 4.45).

Sekil 4.45 PEG’in 15 mg/ml konsantrasyonunun L-929 hiicreleri iizerindeki sitopatik etkisi
(20x).
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Bu durum 10 mg/ml, 5 mg/ml ve 0,1 mg/ml konsantrasyonlarda da goriilmektedir (Sekil 4.46,
4.47, 4.48). Biitiin konsantrasyonlarda hiicrelerin genel morfolojik ©zelliklerinin normal
olmasi, PEG’in bu formunun L-929 hiicreleri iizerinde dejeneratif etkisinin olmadigim

gostermistir. Bu durum MCF 7 hiicrelerindeki tespitlere benzerdir.

Sekil 4.46 PEG’in 10 mg/ml konsantrasyonunun L-929 hiicreleri iizerindeki sitopatik etkisi
(20x).

Sekil 4.47 PEG’in 5 mg/ml konsantrasyonunun L.-929 hiicreleri iizerindeki sitopatik etkisi
(20x).
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Sekil 4.48 PEG’in 0,1 mg/ml konsantrasyonunun L.-929 hiicreleri iizerindeki sitopatik etkisi
(20x).

Yapilan kolorimetrik ol¢ciim ile PEG’in L-929 hiicre canliligina etkisi Cizelge 4.11°de
gosterilmistir. Incelenen biitiin konsantrasyonlarda, hiicrelerin canlilig1 kontrole gore 6nemli
bir fark gostermemistir. Morfolojik incelemeler ve canliligin dlgiilmesi ile PEG’in L-929
hiicreleri icin toksik ve sitopatik etki etmedigi tespit edilmistir.

Cizelge 4.11 PEG’in (MA:2,000 Da) farkli konsantrasyonlarinin L-929 hiicrelerinin
canliligina etkisi

L 929
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4.2.6 Molekiil Agirhgi 1,000 Da Olan Polietilen Glikoliin L-929 Hiicreleri Uzerindeki

Toksik Etkisinin incelenmesi

Polietilen glikoliin en diisiik molekiil agirliginin hiicreler tizerindeki etkisi morfolojik olarak
incelendiginde, denenen biitiin konsantrasyonlarda, hiicrelerin uzantilarin diizgiin oldugu ve
canlilik, parlaklik, hiicre yogunluklarinin kontrole gére onemli bir fark gostermedigi tespit
edilmistir (Sekil 4.49, 4.50, 4.51, 4.52).

Sekil 4.49 PEG’in 15 mg/ml konsantrasyonunun L-929 hiicreleri iizerindeki sitopatik etkisi
(20x).

Sekil 4.50 PEG’in 10 mg/ml konsantrasyonunun L-929 hiicreleri iizerindeki sitopatik etkisi
(20x).



Sekil 4.51 PEG’in 5 mg/ml konsantrasyonunun L.-929 hiicreleri iizerindeki sitopatik etkisi
(20x).

Sekil 4.52 PEG’in 0,1 mg/ml konsantrasyonunun L.-929 hiicreleri iizerindeki sitopatik etkisi
(20x).

Incelenen tiim konsantrasyonlarda hiicrelerin canliliklarini korumalar1 ve formazan kristali
iiretimlerinin yiiksek olmasi, bu polimerin denenen bu konsantrasyonlarin MCF 7 hiicrelerine

benzer sekilde L-929 hiicreleri icin de toksik olmadigin1 gostermektedir.

Molekiil agirligr 1,000 Da olan PEG’in L-929 hiicrelerinin canlilifina etkisi Cizelge 4.12°de
verilmistir. Yiiksek konsantrasyonlar da dahil olmak iizere biitiin konsantrasyonlarda canlilik
oranlarinin kontrole yakin oldugu goriilmektedir. Mikroskobik incelemeleri de desteklemekte

olan bu bulgular ile PEG’in L-929 hiicrelerinde toksik etkisinin olmadig tespit edilmistir.
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Cizelge 4.12 PEG’in (MA:1,000 Da) farkli konsantrasyonlarinin L-929 hiicrelerinde
canliligina etkisi

L 929
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4.3  Polimerlerin Toksik Etkisinin Ep39 Hiicre Kiiltiiriinde incelenmesi

Leishmania promastigotlar1 (Ep39) iizerinde polimerlerin toksik etkisini incelemek amaci ile
96 kuyucuklu plagin her bir kuyucuguna 30,000 hiicre ekilip, 48 saat inkiibe edildi.
Hiicrelerin morfolojileri, aktifligi ve olusturduklar1 kiimelerin karekterizasyonu invert
mikroskop ile incelendi. Mikroskobik inceleme ile mikroplaka ekilen Ep39 hiicrelerinin
cogalmalarinin normal oldugu gozlendi. Her bir kuyucukta hiicrelerin ve olusturduklar

kiimelerin aktif oldugu, hareketliligin tipik oldugu tespit edildi (Sekil 4.53).

Sekil 4.53 Ep39 hiicrelerinin 48 saat inkiibasyon sonras1 morfolojik goriintiisit (MTT
eklenmeden 6nce) (20x).
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MTT eklendikten sonra, formazan kristali olusumlar1 Sekil 4.54’de goriilmektedir. Burada

kiimelerde daha belirgin olmak iizere, mor renkli formazan kristali olusumu vardir.

Sekil 4.54 Ep 39 hiicrelerinde formazan kristallerinin olusumu (24 saat inkiibasyon sonrasi,
MTT eklendikten sonra) (20x).

Ep39 hiicrelerinde formazan kristalleri olusumundan sonra da hareketliliklerin devam ettigi

mikroskobik olarak gozlenmistir.

Sonug¢ olarak mikroplakta kullandigimiz hiicre miktarinin (30,000 hiicre/kuyucuk) 48 saat
inkiibasyon siiresinde normal bir sekilde ¢ogaldiklari, kiimelerin ve tek tek hiicrelerin aktif
oldugu goriilmiistiir. Sonucta hem morfolojik incelemeler, hem de formazan olusumlari
polimer calismalar1 i¢in bu protokoliin uygun oldugunu gostermektedir. Bu sebeple farkli
polimerlerin, kiiltiir ortamindaki toksik etkisini incelemek i¢in ¢alismalarimizda bu protokol
uygulanmistir. Yaptigimiz calismalarda Sekil 4.53 ve 4.54 morfolojik incelemeler i¢in kontrol

olarak kabul edilmistir.

4.3.1 Molekiil Agirhg 100,000 Da Olan Poliakrilik Asitin Ep39 Hiicreleri Uzerindeki
Toksik Etkisinin incelenmesi

Deneysel calismalar boliimiinde anlatildigi sekilde (30,000 hiicre/kuyucuk) ekilen Ep 39
hiicreleri 48 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 poliakrilik asitin (MA: 100,000 Da) farkli
konsantrasyonlar1 (0,1 mg/ml, 5 mg/ml, 10 mg/ml ve 15 mg/ml) Ep39 kiiltiir ortamina eklendi

ve 48 saat inkiibe edildi.

PAA’nin en yiikksek konsantrasyonu (15 mg/ml) bulunan kiiltiir ortaminda, polimer

eklenmesini takiben hiicrelerin hareketliliginde ve aktifliginde azalma oldugu gozlendi.
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Morfolojik  inceleme ile Ep39 hiicrelerinin  olusturduklar1  kiimelerin  yiiksek
konsantrasyonlarda daha biiyiilk oldugu ve formazan kristallerinin 6zellikle kiimelerin orta

kisimlarinda olustugu, tekli hiicrelerin ise kiigiildiikleri tespit edildi (Sekil 4.55).

Sekil 4.55 PAA’nin 15 mg/ml konsantrasyonunun Ep39 hiicreleri tizerindeki sitopatik etkisi
(20x).

Sekil 4.56’da verilen 10 mg/ml konsantrasyondaki gozlemler 15 mg/ml ile benzerdir.

Sekil 4.56. PAA’nin 10 mg/ml konsantrasyonunun Ep39 hiicreleri iizerindeki sitopatik etkisi
(20x).

Daha diisiik konsantrasyonlarda (0,1 ve 5 mg/ml) ise kiime olusturmamus, intak, hareketleri

aktif hiicrelerin oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.57, 4.58).



Sekil 4.57 PAA’nin 5 mg/ml konsantrasyonunun Ep39 hiicreleri iizerindeki sitopatik etkisi
(20x).

Sekil 4.58 PAA’nin 0,1 mg/ml konsantrasyonunun Ep39 hiicreleri iizerindeki sitopatik etkisi
(20x).

Morfolojik incelemeler sonrasinda formazan kristalleri ¢oziindiiriilmiis ve optik yogunlugu
Olciilmiistiir. Cizelge 4.13’de PAA’nin konsantrasyonuna bagh olarak Ep39 hiicrelerinin
canliligina etkisi verilmistir. PAA’nin 0,1 mg/ml ve 0,5 mg/ml konsantrasyonda bulundugu
kiiltiir ortamindaki Ep39 hiicre canliligi kontrol ile benzerdir. Konsantrasyonun artisi ile
canliligin azaldig goriilmiistiir. Toksik etkinin en yiiksek oldugu konsantrasyon 10 mg/ml
olup (optik yogunluk 0,06+0,02), 15 mg/ml konsantrasyonda da (0,1+0,05) hiicre canlilig
kontrole gore (0,34+0,007) anlaml1 6l¢iide diisiiktiir (p<0,05).



86

Cizelge 4.13 PAA’nin (MA:100,000 Da) farkli konsantrasyonlarinin Ep39 hiicrelerinin
canliligina etkisi

Ep 39
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Konsantrasyon (mg/ml)

MCEF 7 ve L-929 hiicrelerinde tespit edilen, PAA’nin konsantrasyonuna bagli olarak canliligin
azalmasi, Ep 39 hiicrelerinde de goriilmiis ancak farkli olarak toksik etki 0,1 mg/ml’den degil,

5 mg/ml’den itibaren olusmustur.

4.3.2 Molekiil Agirhg 30,000 Da Olan Poliakrilik Asitin Ep 39 Hiicreleri Uzerindeki
Toksik Etkisinin incelenmesi
PAA’nin Ep39 hiicreleri iizerindeki toksik etkisinin morfolojik incelemeleri, yiiksek

konsantrasyonda kiime olusumlarinin fazla, olusan kiimelerin boyutlarinin biiyiik oldugunu

alanda tek tek aktif hiicrelerin az oldugunu gosterdi (Sekil 4.59, 4.60).

Sekil 4.59 PAA’nin 15 mg/ml konsantrasyonunun Ep39 hiicreleri iizerindeki sitopatik etkisi
(20x).



Sekil 4.60 PAA’nin 10 mg/ml konsantrasyonunun Ep39 hiicreleri lizerindeki sitopatik etkisi
(20x).

Azalan konsantrasyonlarda kiimelerin boyutlart kontrole benzer olup, kuyucuklarda

morfolojileri normal tekli hiicrelerin daha yogun oldugu goriillmiistiir (Sekil 4.61 ve 4.62).

Sekil 4.61 PAA’nin 5 mg/ml konsantrasyonunun Ep39 hiicreleri iizerindeki sitopatik etkisi
(20x).
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Sekil 4.62 PAA’nin 0,1 mg/ml konsantrasyonunun Ep39 hiicreleri iizerindeki sitopatik etkisi
(20x).

Cizelge 4.14°’de PAA’nin farkli konsantrasyonlarinin Ep 39 hiicrelerinin canliligina etkisi

sunulmustur. PAA’nin en diisiik konsantrasyonunda kontrol ile yakin degerler elde edilmistir.

10 mg/ml ve 15 mg/ml’de ise kontrole gore hafif bir diisiis gozlenmektedir. 10 ve 15 mg/ml

konsantrasyonlarda hiicre canliliginda kontrole gore diisiis gozlenmis ancak PAA’nin daha

yiiksek molekiil agirhiginda (MA:100,000 Da) tespit edilen etki kadar belirgin olmamustir.

Cizelge 4.14 PAA’nin (MA:30,000 Da) farkli konsantrasyonlarinin Ep39 hiicrelerinin

canliligina etkisi
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4.3.3 Molekiil Agirhgi 2,000 Da Olan Poliakrilik Asitin Ep39 Hiicreleri Uzerindeki
Toksik Etkisinin incelenmesi
PAA’nm en diisiik molekiil agirhiginin sitotoksisitesi Ep39 hiicreleri lizerinde morfolojik

olarak ve MTT yontemi ile canlilign 6l¢iilerek incelendi.

Sekil 4.63’de 15 mg/ml konsantrasyonda kiime olusturmamis tekli hiicre sayisinin oldukca
digiik oldugu, tekli bulunan hiicrelerin kiigiilip dejenere oldugu, tekli hiicrelerin

hareketliliklerinin oldukc¢a diistiigii goriilmiistiir.

Sekil 4.63 PAA’nin 15 mg/ml konsantrasyonunun Ep39 hiicreleri lizerindeki sitopatik etkisi
(20x).

0,1 mg/ml ve 5 mg/ml konsantrasyonda, kiime olusumlari normal, hareketleri aktif,
morfolojileri kontrole benzer hiicreler oldugu goriildii (Sekil 4.64, 4.65).

Sekil 4.64 PAA’nin 10 mg/ml konsantrasyonunun Ep39 hiicreleri lizerindeki sitopatik etkisi
(20x).
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Sekil 4.65 PAA’nin 5 mg/ml konsantrasyonunun Ep39 hiicreleri iizerindeki sitopatik etkisi
(20x).

Sekil 4.66’de 0,1 mg/ml konsantrasyonda, mor renkte (formazan nedeniyle), kiime

olusturmamus tek tek aktif hiicreler goriilmektedir.

Sekil 4.66 PAA’nin 0,1mg/ml konsantrasyonunun Ep39 hiicreleri lizerindeki sitopatik etkisi
(20x).

Cizelge 4.15°de MTT yontemi ile incelenen, poliakrilik asitin (MA:2000 Da) Ep39 hiicreleri
tizerindeki toksik etkisi gosterilmektedir. 0,1 mg/ml ve 5 mg/ml konsantrasyonda hiicrelerin
canliliginda kontrole nazaran fark goriilmezken, canliik 10 mg/ml ve 15 mg/ml

konsantrasyonda kontrole nazaran anlamli derecede diigsmiistiir.
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Cizelge 4.15 PAA’nin (MA:2,000 Da) farkli konsantrasyonlarinin Ep39 hiicrelerinin
canliligina etkisi

Ep 39
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MCF 7 hiicre kiiltiiriinde toksik etkinin 0,1 mg/ml konsantrasyondan itibaren basladigi
goriilmektedir. Buna karsilik L-929 hiicre kiiltiiriinde bu polimerin toksik etkisi ¢ok belirgin
olarak goriilmemistir. L-929 hiicrelerinin artan konsantrasyonlarinda canlilik diismiis ancak
toksik etki MCF 7 ve Leishmania hiicrelerindeki kadar belirgin ortaya ¢ikmamstir. Ayni
durum Ep39 hiicreleri i¢in PAA’nin molekiil agirligi 30,000 Da olan formunda da tespit

edilmistir.

Bu durum bize farkli hiicre kiiltiirlerinin farkli sekillerde etkilendigini ve standart
olmadiklarin1 gostermektedir. Hiicreler, farkli polimerlerden hatta aym polimerin farkli

molekiil agirliklarindan farkli sekilde etkilenebilmektedir.

4.3.4 Molekiil Agirhg 4,600 Olan Polietilen Glikoliin Ep39 Hiicreleri Uzerindeki

Toksik Etkisinin Incelenmesi

Polietilen glikoliin 4 farkli konsantrasyonda bulundugu Kkiiltiir ortaminda Leishmania

hiicrelerinin morfolojik dzellikleri ve canliliklar1 incelendi.

Morfolojik inceleme ile denenen en yiiksek konsantrasyon olan 15 mg/ml’de hiicrelerin kiime
karakterizasyonunun, hareketlerinin ve aktifliginin kontrol ile benzer oldugu goriildii. En
yiiksek konsantrasyon olmasina ragmen, ortamda hem normal kiime olusturmus, hem de tekli,

morfolojileri tipik ve formazan kristali olusturmus hiicreler bulunmaktadir (Sekil 4.67).
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Ozellikle 40x biiyiitmede incelenmesi ile hiicrelerin intak, hareketliliklerinin aktif oldugu

tespit edildi.

Sekil 4.67 PEG’in 15 mg/ml konsantrasyonunun Ep39 hiicreleri iizerindeki sitopatik etkisi
(20x).

Incelenen daha diisiik konsantrasyonlarda da morfolojik ©zellikler benzerdir. Hem tek tek
aktif hiicreler hem de hareketli ve canli kiimelerin varligi tiim konsantrasyonlarda

gbzlenmistir (Sekil 4.68, 4.69, 4.70).

Sekil 4.68 PEG’in 10 mg/ml konsantrasyonunun Ep39 hiicreleri lizerindeki sitopatik etkisi
(20x).
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Sekil 4.69 PEG’in 5 mg/ml konsantrasyonunun Ep39 hiicreleri iizerindeki sitopatik etkisi
(20x).

Sekil 4.70 PEG’in 0,1 mg/ml konsantrasyonunun Ep39 hiicreleri iizerindeki sitopatik etkisi
(20x).

Cizelge 4.16°da polietilen glikoliin farkli konsantrasyonlarinin Ep39 hiicrelerinin canliligina
etkisi verilmistir. Cizelge’de goriildiigii gibi 0,1 mg/ml konsantrasyonda canlilik oraninda
hafif bir dilsme goriilse de diger konsantrasyonlarda canlilik kontrol ile hemen hemen aynidir.
Morfolojik incelemeler ve canliligin incelenmesiyle denenen konsantrasyonlarda PEG’in

(MA: 4,600) Ep 39 hiicreleri iizerinde toksik etkisinin olmadig: tespit edilmistir.
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Cizelge 4.16 PEG’in (MA:4,600) farkli konsantrasyonlarinin Ep39 hiicrelerinin canliligina

etkisi
Ep 39
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Polietilen glikoliin toksik etkisini incelemek amaciyla kullanilan Ep 39 kiiltiirii diger hiicre
kiiltiirleri ile benzer duyarlilik géstermistir. PEG’in hiicrelerin canliligina etkisi; Ep39, MCF 7

ve L-929 hiicrelerinde ayn1 olmustur.

4.3.5 Molekiil Agirhg 2,000 Da Olan Polietilen Glikoliin Ep39 Hiicreleri Uzerindeki

Toksik Etkisinin Incelenmesi

Molekiil agirligi 2,000 Da olan PEG’in Ep39 hiicreleri iizerinde toksik etkisini incelemek
amaciyla polimer ile 48 saatlik etkilesim sonrasinda morfolojik inceleme ve canlilik tayini

yapildi.

Mikroskobik inceleme ile denenen biitiin konsantrasyonlarda hiicrelerin morfolojilerinin,
kiime 6zelliklerinin kontrole benzer oldugu gozlendi (Sekil 4.71, 4.72, 4.73 ve 4.74). Kiiltiir
ortaminda kiime olusturmus ve olusturmamis hiicrelerin hareketlerinin aktif oldugu tespit
edildi. Ayrica tiim konsantrasyonlarda formazan kristali olusumunun kontrolden farkh

olmadig tespit edildi.
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Sekil 4.71 PEG’in 15 mg/ml konsantrasyonunun Ep39 hiicreleri lizerindeki sitopatik etkisi
(20x).

Sekil 4.72 PEG’in 10 mg/ml konsantrasyonunun Ep39 hiicreleri lizerindeki sitopatik etkisi
(20x).

Sekil 4.73 PEG’in 5 mg/ml konsantrasyonunun Ep39 hiicreleri iizerindeki sitopatik etkisi
(20x).
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Sekil 4.74 PEG’in 0,1 mg/ml konsantrasyonunun Ep39 hiicreleri iizerindeki sitopatik etkisi
(20x).

Cizelge 4.17°de canliligin konsantrasyona bagli degisimi verilmistir. PEG’in bu molekiil
agirhiginda artan konsantrasyona bagli olarak Leishmania canlilifinda ¢ok hafif bir azalma
goriilmektedir. Ancak bu azalma diisiik miktarda olup tiim konsantrasyonlarda canlilik

kontrole yakin degerlerdedir.

Cizelge 4.17 PEG’in (MA:2,000 Da) farkli konsantrasyonlarinin Ep39 hiicrelerinin canlilifina

etkisi
Ep 39
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Sonucta PEG’in bu konsantrasyonunun morfolojik ve miktar olarak canlilik incelemeleri, bu
polimerin, PAA’dan (MA: 100,000 Da ve 2,000 Da) farkli olarak Ep39 hiicreleri iizerinde

toksik etki etmedigini gostermistir.
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4.3.6 Molekiil Agirhg 1,000 Da Olan Polietilen Glikoliin Ep39 Hiicreleri Uzerindeki

Toksik Etkisinin incelenmesi

Polietilen glikoliin denenen biitiin konsantrasyonlarindaki hiicreler morfolojik olarak
incelenmistir. Incelenen biitiin konsantrasyonlarda Ep39 hiicrelerinin normal, saglikli,
hareketlilik a¢isindan aktif olduklar tespit edildi. Ayrica biitiin konsantrasyonlardaki hiicre ve
kiime karekterleri ile formazan olusumlarinin kontrole benzer oldugu goézlendi (Sekil 4.75,

4.76, 4.77 ve 4.78).

Sekil 4.75 PEG’in 15 mg/ml konsantrasyonunun Ep39 hiicreleri iizerindeki sitopatik etkisi
(20x).

Sekil 4.76 PEG’in 10 mg/ml konsantrasyonunun Ep39 hiicreleri lizerindeki sitopatik etkisi
(20x).
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Sekil 4.77 PEG’in 5 mg/ml konsantrasyonunun Ep39 hiicreleri iizerindeki sitopatik etkisi
(20x).

Sekil 4.78 PEG’in 0,1 mg/ml konsantrasyonunun Ep39 hiicreleri iizerindeki sitopatik etkisi
(20x).

Cizelge 4.18’de PEG’in Ep39 hiicrelerinin canliligina etkisi verilmistir. Molekiil agirligr 1000
Da olan PEG’in biitiin konsantrasyonlarinda Ep39 hiicrelerinin canliliginin kontrole yakin
oldugu gozlenmistir. Sekiller incelendiginde diisiik konsantrasyonlarda daha fazla mor renk
goriilmesine ragmen, MTT ile incelemede fark goriillmemistir. Bunun nedeni, goriintiilerin

kuyucuklarin farkli bolgelerinden alinmasi olabilir.
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Cizelge 4.18 PEG’in (MA:1,000 Da) farkli konsantrasyonlarinin Ep39 hiicrelerinin canliligina

etkisi
Ep 39
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Sonug olarak PEG’in bu konsantrasyonunun morfolojik ve canlilik incelemeleri, bu polimerin
MCF 7 ve L-929 hiicrelerinde oldugu gibi Ep39 hiicrelerinde de toksik etki etmedigini
gostermistir. PEG’in denenen 3 molekill agirhginda da Ep39 Kkiiltiiriinde diger kiiltiir
modelleri ile aymi sonuglarin alinmasi, bu kiiltiir modelinin diger kiiltiirler gibi polimer

etkisinin incelenmesinde kullanilabilecegini gostermistir.
4.4  Polimerlerin 72 Saatlik Toksik Etkisinin Ep39 Hiicre Kiiltiiriinde incelenmesi

4.4.1 Molekiil Agirhg 100,000 Da Olan Poliakrilik Asitin Ep39 Hiicreleri Uzerindeki
72 Saatlik Toksik Etkisinin Incelenmesi

Poliakrilik asitin Ep39 hiicrelerinin canlilig iizerindeki etkisi, farkli inkiibasyon siirelerinde
incelenmistir. PAA (MA:100,000 Da) ile 48 saatlik inkiibasyonun 5 mg/ml konsantrasyondan
sonra toksik etki olusturdugu tespit edilmisti. Inkiibasyon siiresi 72 saate ¢ikarildiginda Ep39

hiicrelerinin canliligini nasil etkiledigi Cizelge 4.19’da sunulmustur.

Cizelge 4.19’da da goriildiigii gibi artan polimer konsantrasyonlarinda hiicrelerin canliliginda
biiyilkk bir artis vardir (p<0,05). Bu durum o6zellikle de 0,35 mg/ml’den sonra

belirginlesmektedir.
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Cizelge 4.19. PAA’nin (MA:100,000 Da) farkli konsantrasyonlarinin Ep39 hiicrelerinin
canliligina etkisi (72 saat)

Ep 39
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Polimerin 72 saatlik etkisi ayn1 konsantrasyonlar kullanilarak sayim ydntemi ile incelenmistir.
Cizelge 4.20°de, parazit sayis1 kontrolde 6x10° hiicre/ml iken en yiikksek konsantrasyonda
2x10° civarinda oldugu goriilmektedir.

Cizelge 4.20 Sayim yontemi ile PAA nin (MA:100,000 Da) konsantrasyonuna bagl olarak
Ep39 hiicrelerinin canliligina etkisi (72 saat)

Ep 39
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Bu da hiicrelerin 72 saatlik inkiibasyonda polimer konsantrasyonunun artmasiyla daha fazla
cogaldigin1 gostermektedir. MTT yontemi ile elde edilen bulgular sayim yontemi ile de

dogrulanmaistir.

Polimer ile 48 saat etkilesim de toksik etki goriilmekteyken 72. saatte hiicre canliliginin
kontrole gore bu kadar yiiksek olmasi oldukga sasirtict bir bulgudur. Bu durum PAA’nin
bilinmeyen bir Ozelligini ortaya cikarmaktadir. Literatirde bu molekiil agirhigi ve bu
konsantrasyonda oldukca toksik oldugu bilinen PAA’nin herhangi bir 6karyotik hiicre tipinde
boyle bir etkisi oldugu ile ilgili bilgi bulunmamaktadir. Ortaya konulan bu hiicre kiiltiir
modeli ile viicutta enfeksiyon olusturabilecek enfektif bir ajanla polimerlerin etkilesimleri
gosterilmis ve polimerlerin hiicreler ile farkli inkiibasyon saatlerinde farkl etkiler olusturdugu

tespit edilmistir.

4.4.2 Molekiil Agirhig 30,000 Da Olan Poliakrilik Asitin Ep39 Hiicreleri Uzerindeki 72

Saatlik Toksik Etkisinin incelenmesi

PAA’nin 48 saatlik inkiibasyonunun ardindan inkiibasyon siiresini 72 saate ¢ikartarak PAA
Ep39’un etkilesimi MTT yontemiyle incelendi. Cizelge 4.21’de PAA’min artan
konsantrasyonlarinda Ep39 hiicre canliligimin arttigr goriilmektedir. PAA’nin 10,7 mg/ml’lik
konsantrasyonunda canlilik en iist seviyeye ulasmustir. Yiiksek konsantrasyonlarda Ep39

hiicrelerinin canlilig1 kontrole gére anlamli derecede yiiksektir (p<0,05).

Cizelge 4.21 PAA’nin (MA:30,000 Da) farkli konsantrasyonlarinin Ep39 hiicrelerinin
canliligina etkisi (72 saat)

Ep 39
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Cizelge 4.21'de goriildiigii gibi PAA’nin 30,000 Da molekill agirhiginda 72 saatlik
inkiibasyonunda polimer konsantrasyonu arttik¢a hiicre canliliginda artis goriilmektedir. Bu

durum polimerin 100,000 Da molekiil agirlikli formu ile benzerdir.

4.4.3 Molekiil Agirhg 2,000 Da Olan Poliakrilik Asitin Ep39 Hiicreleri Uzerindeki 72

Saatlik Toksik Etkisinin incelenmesi

Poliakrilik asitin (MA: 2,000 Da) farkli konsantrasyonlarinin bulundugu kiiltiir ortaminda
Ep39 hiicrelerinin 72 saat inkiibe edildi. Canliliklart MTT yontemi ile kolorimetrik olarak
olciildii.

Cizelge 4.22°de goriildiigii gibi, bu molekiil agirligindaki PAA’nin farklhi konsantrasyonlar
ile 72 saatlik etkilesimdeki Ep39 hiicrelerinin canliligi kontrolle benzerdir. 48 saatlik
inkiibasyon siiresinde goriilen toksik etki bu inkiibasyon siiresinde goriilmemektedir. Ancak
diger iki molekiil agirhiginda goriilen konsantrasyona bagh artis da goriilmemistir. Bunun
nedeni heniiz tam olarak agiklanamamistir.

Cizelge 4.22 MTT yontemi ile PAA’nin (MA:100,000 Da) farkli konsantrasyonlarinin Ep39
hiicrelerinde canlilik etkisi (72 saat)
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4.4.4 Molekiil Agirhgi 4,600 Olan Polietilen Glikoliin Ep39 Hiicreleri Uzerindeki 72

Saatlik Toksik Etkisinin incelenmesi

Polietilen glikoliin en yiiksek molekiil agirligindaki 10 farkli konsantrasyonunun, Ep39

hiicrelerine 72 saatlik etkisi MTT yontemi ile incelenmistir.

Cizelge 4.23’de polimerin tiim konsantrasyonlarinda Ep39 hiicrelerinin canlili1 birbirlerine
benzer olup kontrole gore anlamli bir fark olusmamistir. PEG’in 48 saatlik inkiibasyonu ile
olusan etki, 72 saatte de devam etmektedir. PEG 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siiresince toksik
veya hiicrelerin ¢ogalmasini uyarici bir etki gostermemistir.

Cizelge 4.23 PEG’in (MA:4,600 Da) farkli konsantrasyonlarinin Ep39 hiicrelerinin canliligina
etkisi (72 saat)
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4.4.5 Molekiil Agirhg 2,000 Da Olan Polietilen Glikoliin Ep 39 Hiicreleri Uzerindeki

72 Saatlik Toksik Etkisinin Incelenmesi
PEG’in (MA:2,000 Da) Ep39 hiicreleri lizerindeki 72 saatlik toksik etkisi MTT yontemi ile
incelendi. Cizelge 4.24’de PEG’in konsantrasyonuna bagl olarak Ep39 hiicreleri iizerindeki

72 saatlik etkisi gosterilmistir. PEG’in denenen konsantrasyonlarinda, hiicrelerdeki

canliliklarda kontrole nazaran farklilik goriilmemistir.
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Cizelge 4.24 PEG’in (MA:2,000 Da) farkli konsantrasyonlarinin Ep39 hiicrelerinin canliligina
etkisi (72 saat)

Ep 39
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4.4.6 Molekiil Agirhg 1,000 Da Olan Polietilen Glikoliin Ep39 Hiicreleri Uzerindeki 72

Saatlik Toksik Etkisinin incelenmesi

Polietilen glikoliin en diisiik molekiil agirlikli formunun Ep39 hiicrelerine 72 saatlik etkileri
MTT yontemi ile incelendi ve sonuclar Cizelge 4.25°de verildi. Cizelgede goriildiigi gibi
PEG’in farkli konsantrasyonlar1 bulunan Kkiiltir ortamindaki hiicrelerin canhliklarinda

kontrole nazaran 6nemli bir fark olugsmamaistir.

PEG’in incelenen biitiin molekiil agirhigi ve konsantrasyonlarda, 72 saatlik inkiibasyonun
Ep39 hiicrelerinin canliligina etkisi olmadig tespit edildi. Bu durum polietilen glikoliin Ep39

hiicreleri iizerindeki 48 saatlik etkisinin incelendigi calisma sonuglarim da desteklemektedir.
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Cizelge 4.25 MTT yontemi ile PEG’in (MA:1,000 Da) konsantrasyonuna bagl olarak
Leishmania hiicrelerinin canliligina etkisi (72 saat)

Ep 39
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Polietilen glikoliin 2 farkli inkiibasyon siiresinde de etkinin ayni1 yonde devam etmesine
karsilik poliakrilik asitte durum 48 ve 72 saatlerde birbirlerinden farklidir. Poliakrilik asit ile
Ep39 hiicrelerinin 72 saat inkiibasyonunda hiicrelerin kontrole gore asir1 derecede
cogalmalari, PAA ile Ep39 hiicre metabolizmasi1 arasinda bazi farkl etkilesimlerin oldugunu

diisiindiirmektedir.

Bu deney sonuclarn poliakrilik asitin Ep39 hiicreleri ile simdiye kadar denenmemis ve
bilinmeyen bir etkilesimi oldugunu gostermistir. Ayrica bu deney sonuclar1 polimerlerin bir
hiicre kiiltiinii oldiiriirken, inkiibasyon siiresi artirildiginda bagka bir Okaryotik hiicrenin

proliferasyonuna neden olabilecegini de gostermistir.

Ozellikle de denenen bu Ep39 hiicrelerin enfektif 6zelligi olan ve ciddi bir hastaliga yol acan
bir okaryotik hiicre olmasi Onemli bir soruyu ortaya koymaktadir. Bir polimerin hiicre
kiiltiirlerinde veya in vivo testlerde toksik olmadigi ortaya konuldugu igin insanda

kullanildiginda viicutta baska baz1 enfekte edici ajanlar1 uyarici 6zellikte olabilir mi?
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4.5 Polimerlerin Toksik Etkisinin Ep 39 Hiicrelerinin (Promastigotlarin)

Hareketliligine Gore incelenmesi

Ep39 hiicrelerinin flagellar hareketleri, ters mikroskop altinda 20x ve 40x biiyiitmede
rahatlikla goriilmektedir. Ayrica bu hiicreler genel durumlarina bagli olarak farkli kiime
olusturma ozellikleri de gostermektedir. Kiimelerin genel durumlar1 gézlenerek hiicrelerin

biyolojileri hakkinda fikir sahibi olmay1 miimkiin kilar.

Bu ozelliklerden yola ¢ikarak daha once MCF 7 ve L-929 hiicrelerinde 0,1 mg/ml
konsantrasyondan sonra artan konsantrasyonlarda toksik etkisi arttigi gosterilen poliakrilik
asitin 100,000 Da molekiil agirlikli formu kullanilarak polimer toksisitesinin incelenmesinde
ekspres bir yontem gelistirmek icin Ep39 hiicre hareketliligindeki degisimler incelendi.
Gozlemler polimer eklenmesini takiben 1. dakikadan itibaren ters mikroskop kullanilarak

yapildi.

Bunun i¢in 6 kuyucuklu mikroplak kullanildi ve polimerin son konsantrasyonu 20 mg/ml
olacak sekilde hiicrelerin iizerine ilave edildi. Polimer ilave edilip pipetle karistirtlmasini ilk
dakikada promastigotlarin hareketlerinin ve kiimelerdeki aktifligin tamamen durdugu

gozlendi.

Ik 2 dakika boyunca tamamen hareketsiz kalan promastigotlar 2. dakikadan sonra hafif
titresim tarzi hareketlere baslamistir. Promastigotlar yerlerini degistiremeyip sadece hafif
kipirtilar gostermis ve kamgilarim hareket ettirmeye baslamigdir. 10 dakika gectikten sonra

promastigotlardan bazilarin ¢ok yavas hareketlerle yer degistirebildikleri gdzlendi.

15 dakika gectikten sonra hafif hareketlilik kiimelerde de baslamistir. Yarim saat gectikten
sonra durumun 15. dakika ile benzer oldugu, kiimelerin ve tek promastigotlarin

hareketliliginin diisiik oldugu ancak kamcilarinda asir1 hareketlilik basladig1 gozlendi.

1,5 saatlik inkiibasyon ardindan kiimelerin sayica arttigi, aktifliklerini ilk yarim saate nazaran
artirdiklari, tekli hiicrelerin yer degistirmeye basladiklar1 ve hareketlerinin hizlandig

gozlendi.

24 saat gectikten sonra promastigotlarin durumlarinin oldukg¢a iyi, kiimelerin aktif,

hareketliligin yiiksek oldugu ve bazi1 hiicrelerin siskinlestikleri gézlendi.

48 saat sonra incelendiginde hareketlilik ve canliliklarinin ilk giine nazaran arttii, ancak

durumlarinin normal kiiltiire gore oldukga kotii oldugu tespit edildi.

Bu go6zlemlerden, bir polimerin toksik o©zellik gosterdigi konsantrasyonun, Ep39 hiicre

kiiltiiriinde sadece mikroskobik gdzlem yaparak tespit edilebilecegini diisiindiirmektedir. PAA
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ile Ep39 hiicrelerinde yapilan gozlemler, bir polimerin toksik 6zelligini yarim saat igerisinde
hicbir boya maddesi veya ekstra bir yontem uygulamadan sadece mikroskobik olarak

incelenebilecegini gostermistir.

Ayni polimerin 33 mg/ml konsantrasyonunu deneyerek 20 mg/ml konsantrasyonu ile elde
edilen gozlemleri kiyasladik. Ayn1 yontemle belli zaman araliklarinda hiicresel hareketliligi

gozlemledik.

Gozlemlerimize gore 33 mg/ml PAA eklenmesini takip eden ilk dakikalarda hareketlilik tek
tek olan hiicrelerde de kiimelerde de tamamen durmustur. 5. ve 10. dakikalarda durum ilk
dakika ile aymidir. 20 mg/ml konsantrasyonda 15. dakikada diisiik de olsa hareketlilik varken
burada higbir hareket gozlenmemistir. Bu durum daha yiiksek konsantrasyondaki polimerin
daha toksik etki etmesine gore hareketlilik yeteneklerinde ve tekrar eski hale donmelerinde

farkli cevaplar olusturdugunu gostermektedir. Hareketsizlik 20. dakikada da devam etmistir.

Polimer ilavesini takiben 50 dakika ge¢mesine ragmen hicbir hareketlilik gozlenmemesi
promastigotlarin canlilifini tamamen kaybettiklerini diistindiirmiistiir. Hareketsiz hiicrelerin
bulundugu bu sivi ortamdan 0,5 ml alinip 2,5 ml besiyeri bulunan ortama ilave edildiginde
promastigotlarin tekrar hareketlendigi, aktiflestigi ve ¢ogunun ortam degisimiyle beraber
bolinmeye basladiklar1 gozlenmistir. Ep39 hiicrelerinin  polimer etkisi ile sadece

hareketliliklerinin durdugu ancak canliliklarinin devam ettigi tespit edilmistir.

2 saat gectikten sonra 33 mg/ml PAA icerisindeki promastigotlarin ¢ok hafif hareketlenmeye

baslamalar1 da bu durumu desteklemistir.

24 saat sonra hareketliligin basladig1 ancak ¢ok yavas oldugu, hiicre morfolojilerinin genelde
bozuk oldugu, genelinin kiimelesme egilimi gosterdigi, tek tek canli promastigot miktarinin

yok denecek kadar az oldugu gézlenmistir.

Ep39 hiicreleri gozlemsel olarak elde edilen verilere gore baslangigta hareketlerini kaybedip
olumsuz etkilenmelerine ragmen belli bir siire sonra ortama adapte olup polimer
toksisitesinden minimum etkilenirken ilerleyen zamanlarda polimerin toksik etkileri
proliferasyonu uyarict bir 6zellige dontigmiistiir. Bu durum 48 ve 72 saatlik inkiibasyon
siirelerini kiyasladigimiz MTT deneylerinde tespit edilmistir. Hareketlilige gore yapilan

incelemelerde de benzer sonuglara ulagilmistir.
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4.6 Sonug

Son 30 yil boyunca polimerlerin tiptaki ve biyoteknolojideki 6nemi artmistir (Davis vd.,
1978; Duncan, 2003). Ancak polimerlerin tipta kullanilmalar1 i¢in biyouyumlu olmalari,
toksik etki gostermemeleri gereklidir. Giiniimiizde cesitli hiicre kiiltiir modelleri, polimer
toksisitesini incelemek icin kullanilir (Lestari vd., 2004). Mevcut kiiltiir sistemleri,
polimerlerin toksik 6zelligini ve biyouyumlulugunu inceleme olanagi saglar, ancak bu kiiltiir
sistemleri masrafli, zor ve zaman alicidir. Ayrica herhangi bir polimer organizmaya
verildiginde organizmada bulunmasi1 muhtemel bir enfeksiyon ajani ile nasil bir etkilesime
girecegi hakkinda bilgi verememektedir. Viicutta kronik seyreden bazi bakterial, viral, parazit,
fungal menseli enfeksiyonlar bulunabilir [3]. Bu enfeksiyonlara yol acan ajanlarin viicuda
verilen bir polimer ile nasil etkilesime girecegi konusunda literatiirde herhangi bir ¢alisma

bulunmamaktadir.

Bu sebeple bu tez ¢aligmasinda ilk kez olarak tipta kullanilan veya kullanilacak olan
polimerlerin sadece toksisitesi ve biyouyumlulugu hakkinda degil ayn1 zamanda organizmada
hastalik olusturabilecek enfeksiyonlarla (protozoan) etkilesimi konusunda da bilgi verebilecek

daha hizli, daha ekonomik ve kolay yeni bir kiiltiir modeli gelistirmeyi amacladik.

Bu tezin kapsaminda, farkli molekiil agirliklarindaki poliakrilik asit ve polietilen glikoliin
toksik etkisi ve enfektif bir ajanla (Leishmania) etkilesimi, farkli hiicre kiiltiirlerinde (MCF 7,
L-929, Ep39) incelendi. Caligmalarimizda, tibbin cesitli alanlarinda uygulanmakta olan
polimerlerden PAA ve PEG secildi (Mustafaev vd., 1998; Kope’cek 2000). Bu polimerlerden
PAA’nin toksik, PEG’in ise toksik olmamasi, toksisite ¢aligsmasi i¢in karsilagtirmali inceleme
yapmaya olanak verdi. Hiicre hatlarindan MCF 7 ve L 929 hiicrelerinin kullanilma sebebi,
ismi gecen polimerlerin toksisitesinin tayin edilmesinde bu hiicre kiiltiirleri iizerinde bazi
calismalarin yapilmis olmasi ve bu sayede kiyash calisma yapmaya uygun olmasidir. Ayrica
birinin (MCF 7) insan, digerinin (L 929) hayvan kaynakli hiicreler olmasidir (Shafie ve
Brooks, 1977; Sakaguchi vd., 2007).

Calismalarimizda Leishmania parazitlerinden olan L. tfropica’min promastigot formu
kiiltiiriiniin secilmesinin esas nedeni ise Leishmania protozoalarinin da kiiltiir caligsmalarinda
kullanilan MCF 7, L. 929 gibi tek hiicreli, 6karyot olmalaridir (Lye vd., 2002). Leishmania
protozoanlar1 diger hiicre kiiltir modellerinden farkli olarak daha zengin DNA icerigine
(niiklear ve kinetoplast DNA’s1) sahip oldugu i¢in polimerlerin genetik yap1 iizerindeki toksik
etkisinin incelenmesinde oldukca ©nemli olabilir. Bu hiicreler sivi kiiltiir ortaminda ¢ok

hareketlidir, ortam kosullarina bagl olarak hareket ve kiime olusturma 6zelligini degistirir.
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Olumsuz ortam kosullarina gosterdigi hiicresel tepkiler, invert mikroskop altinda anlik olarak
gozlenebilir. Ayrica kiiltiiriiniin yapilmasinin olduk¢a pratik ve ekonomik olmast her kosulda
deneysel caligsmalar i¢in kolaylik getirir. Siispanse bir kiiltiir oldugu i¢in tripsinizasyon gibi
zahmetli islemlere gerek duymadan kolayca pasaji yapilabilir, pasajt yapilirken ¢cok daha az

besiyeri harcar ve CO; etiiviine ihtiya¢c duymadan inkiibe edilebilir.

Bu acgidan polimerlerin toksik 6zelliginin ve biyouyumlulugunun tayin edilmesinde diger
okaryot hiicre kiiltiirleri yaninda promastigot kiiltiiriiniin de incelenmesinin uygun olacagini

diisiindiik.

Literatiirde, promastigot Kkiiltiirli sadece yeni anti-leishmanial ilaclarin gelistirilmesinde
kullanilmaktadir [2]. Ancak biyopolimerin toksisitesinin incelenmesi amaciyla Leishmania

kiiltiir modeli kullanimina ait bir bilgi bulunmamaktadir.

Bu tez calismasinda, PAA ve PEG’in farkli molekiil agirliklarinin toksik etkileri MCF 7, L-
929 ve Ep39 hiicre kiiltir modellerinde kiyash olarak incelendi. Deneysel calismalarda,
oncelikle molekiil agirligt 100,000 olan PAA’in farkli konsantrasyonlariin toksik etkisi ii¢
kiiltiir modelinde de incelendi. Elde edilen sonuglar, incelenen biitiin kiiltiir modellerinde
PAA’nin toksik etkisinin konsantrasyona bagli olarak yiikseldigini gosterdi. Ancak PAA’in
30,000 molekiil agirhiginin toksik etkisi, Ep 39 kiiltiiriinde; 2,000 molekiil agirligimin toksik
etkisi ise L 929 Kkiiltiiriinde c¢ok belirgin goriilmemistir. Bunun nedeni tam olarak
aciklanamasa da, literatiire uygun olarak, PAA’nin incelenen biitiin molekiil agirliklarinda
toksik etki gosterdigi tespit edildi (Billiau vd., 1970). Promastigot kiiltiiriinde de benzer
sonuclarin elde edilmesi onerilen bu kiiltiir modelinin PAA toksisitesini incelemek icin uygun

oldugunu gostermektedir.

PEG’in insan ve diger deneysel hayvanlar i¢in toksik olmadigi bilinmektedir (Jackson,1962).
Inceledigimiz her ii¢c hiicre kiiltir modelinde PEG’iin, toksik ve sitopatik etki etmedigi
gozlendi. PAA ile elde edilen sonuglardaki gibi, PEG’de de Ep 39 Kkiiltiiriiniin MCF 7 ve L

929 hiicrelerine uygun sonuglar gosterdigi tespit edildi.

MCF 7, L-929 ve Ep39 hiicre hatlarinda PEG’in toksik etkilerinin kiyasli olarak incelenmesi
ve ii¢ kiiltiir modelinde de ayni sonuglarin elde edilmesi, Leishmania promastigotlarinin
polimer toksisitesinin incelenmesinde bir model olarak kullanilmasinin miimkiin oldugunu

gosterdi.

Tez calismamizin diger boliimiinde, Ep 39 hiicre hattinda daha Once inceledigimiz
polimerlerin toksisitesinin hizli bir sekilde tayin edilmesini gelistirmeye calistik. Bunun igin

kiiltirdeki promastigotlarin, siirekli hareket halinde olmasi ve ortam sartlarina gore kiime
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karekterlerini degistirmesi gibi 6zelliklerinden faydalandik. Kiiltiir ortamina PAA’in yiiksek
konsantrasyonunlart (20 ve 33 mg/ml) eklendi, promastigotlarin hareketlerindeki degisiklikler
invert mikroskobunda incelendi. Polimer eklendiginde hareketlilikte gegici inhibisyon oldugu
ancak belli bir siire sonra hareketliligin yeniden basladig1 goriildii. Tekrar aktif hale gelme
siirelerinde 20 mg/ml ve 33 mg/ml konsantrasyonlarda fark oldugu; polimer konsantrasyonu
arttik¢a, tekrar hareketlenme siirelerinin uzadig: tespit edildi. Elde edilen bu sonuglar Ep
39’un diger hiicre hatlarindan farkli olarak polimerlerin toksisitesini tayin etmek igin 72 saat
degil, birkag saat gerektigini gostermistir. Boylece uzun siire PAA ile inkiibasyon sonrasinda
Ep39 hiicre hattinda ortaya c¢ikan, morfolojik ve fizyolojik degisimin (hareketsizlesmesi ve
sonra aktiflesmesi) ayn1 zamanda kisa inkiibasyon siiresinde de ortaya ¢ikmasi, incelenen
polimerlerin toksisitesinin tayin edilmesinde hizli bir yontem olarak kullanilabileceginin

uygun oldugunu gostermistir.

Leishmania promastigotlarinin kiiltiir ortamina eklenen toksik polimerin konsantrasyonuna
bagh olarak hareketlerini durmasinin ve belli bir siire sonra tekrar aktiflesmesinin sebebi tam
olarak bilinmemektedir. Bunun nedeni polimer ile promastigotlar arasindaki etkilesimin
promastigotlart gecici olarak hiicre siklusunun GO asamasina girmesi olabilir. Belli bir siire
sonra ise promastigotlarin kendilerini yeniden yapilandirmasi onlarin aktiflesmesine sebep
olur. Boyle diigiinmemizin temel nedeni yiiksek konsantrasyonda hareketsizlesmis
promastigotlarin normal besiyeri ortamina alindiklarinda, biiyiikk c¢ogunun bdliinmeye
basladiginin gozlenmesidir. Ancak bunun baska nedenleri de olabilir ki bunlar ileriki

calismalarda incelenecektir.

Calismamizin sonraki boliimiinde Leishmania kiiltir modeli ile sadece polimer toksisitesini
degil, aym1 zamanda viicutta bulunmasi muhtemel protozoa enfeksiyonlan ile etkilesim
sonrasi, enfeksiyoz ajanlarda olusabilecek degisimleri incelemeyi amagladik. Insan ve hayvan
organizmasinda bulunmasi muhtemel enfeksiyon ajanlarindan birisi de Leishmania
parazitidir. Bu sebeple biz ayn1 modeli bu amagla da kullandik. Bunun icin deneyler 48 ve 72
saatlik farkl inkiibasyon siirelerinde yapildi. Polimer ile 48 saat inkiibe edilen Ep 39 hiicreleri
MCF 7 ve L 929 gibi PAA’in yiiksek konsantrasyonlarinda toksik etki gosterirken,
inkiibasyon siiresi artirildiginda (72 saat) oldukga sagirtict bir bulgu elde ettik. PEG ile 72 ve
48 saatlik inkiibasyon siiresinde elde edilen bulgularda bir fark gozlenmezken, molekiil
agirligi 30,000 ve 100,000 olan PAA ile Ep 39 hiicrelerinin 72 saatlik etkilesimi ile hiicrelerin
canliliginin kontrole nazaran oldukg¢a yiiksek oldugu goriildii. Bu durum Leishmania ile
enfekte ve hastaligin tanis1 konulmamis bireylere, farkli bir amacla bu polimerin veya bununla

yapilmis ilag konjugati verildiginde, viicutta aktif veya latent donemdeki parazitlerin
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aktiflesmesine neden olabilecegini diisiinmekteyiz. Bu acidan degerlendirildiginde
polimerlerin sadece toksik etkisi ve insan hiicreleri ile etkilesimi degil, insanda bulunmasi
muhtemel herhangi bir enfektif ajanla olan iliskisinin incelenmesinin 6nemli oldugunu

gostermektedir.

Bu calismada ilk kez olarak, tipta ve biyoteknolojide kullanilan veya kullanilacak
polimerlerin toksisitesini, biyouyumlulugunu ve organizmada hastalik olusturabilecek
enfeksiyonlarla (protozoan) etkilesimi sonucunda ortaya cikacak degisimleri tayin etmeye
imkan saglayacak daha hizli, daha ekonomik ve daha kolay yeni bir Kkiiltiir modeli

gelistirilmistir.
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