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Bu calismada, sican kanindaki monosit ve nétrofil 16kositlerin monodispers
poli(glisidil metakrilat) [poli(GMA)] mikrokurelerine kargi fagositik aktiviteleri
arastinimistir. Monosit ve nétrofil 16kositlerin diiz poli(GMA), yikli poli(GMA)
[poli(GMA)-OH ve poli(GMA)-NHz] ve biyomodifiye poli(GMA) [poli(GMA)-
albumin ve opsonize poli(GMA)] mikrokdreleri ile olan etkilesimleri inklibasyon
siiresine karsi incelenmigtir. Bu inceleme fagositoz yapan hiicrelerin ve hicre
icine alinan tanecik sayisinin mikroskop altinda gdzlenmesi ile yapilmistir.
Inceleme sonucunda tizerinde fonksiyonel grup bulunduran mikrokirelerin diiz
olanlara gére daha fazla tercih edildikleri tespit edilmigtir. En yiksek fagositik
aktiviteye opsonize mikroklrelerde rastlanmigtir (p<0.05). Pozitif ve negatif
yiklli poli(GMA) mikrokirelerinin fagositik aktivite sonuglan arasinda ise

anlamli bir fark bulunmamigtir.
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MEASUREMENT OF in vitro PHAGOCYTIC ACTIVITY BY USING
FUNCTIONAL GROUP CARRYING MONODISPERSE POLY(GLYCIDYL
METHACRYLATE) MICROSPHERES IN RAT BLOOD
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ABSTRACT

In this study, phagocytic activity of monocyte and neutrophil leukocytes in rat
blood was investigated for monodisperse poly(glycidyl methacrylate)
[poly(GMA)] microspheres. Interactions of monocyte and neutrophil
leukocytes with plain poly(GMA), charged poly(GMA) [poly(GMA)-OH and
poly(GMA)-NH2] and biomodified poly(GMA) [poly(GMA)-albumin and
opsonized poly(GMA)] was studied against the incubation time. This study
was carried out by determination of phagocytosis rate of cells and internalised
particle amount. Phagocytes showed higher phagocytic activity for functional
group carrying poly(GMA) microspheres then the plain poly(GMA) particles,
for opsonized poly(GMA) microspheres phagocytic activity was the highest
(p<0.05). No significant difference in phagocytic activity results was found
between positively and negatively charged poly(GMA) microspheres.
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1. GIRIS

Her canh kendini diger canlilarin verebilecekleri zararlardan korumak igin bazi
yéntemler gelistirmistir. Bu ydntemler canlinin organizasyonu arttikga daha
karmasik sistemlere dénliismekle birlikte temel olarak ayni amaca yéneliktir.
En ilkel tek hicreliden en karmagik ¢ok hicrelilere kadar en temel savunma
sistemini fagositoz olusturmaktadir. Bu savunma sistemleri cansiz
partikiillerden ¢ok canlilara ydnelik olarak geligsmigtir.

Fagositoz, gliniimiizde mekanizmasi halen tam olarak aydinlatilamamis
fagositik hicrelerin viicut savunmasi igin gelistirdikleri &zel bir yéntemdir.
Tirden tare farkliliklar gosterebildigi gibi bireyden bireye de baz farkliliklar
gbsterebilen bu savunma yéntemi, vicudun saglikli yasayabilmesi igin

onemlidir.

Fagositozun saglikli olmasi, serum opsoninlerinin fagosite edilecek
partikiillerin ylzeyine baglanabilmesi ile yakindan ilgilidir. Dugik serum
opsonik aktivitesi ¢ok ciddi enfeksiyonlara neden olabilmektedir (Lehmann et
al., 2000). Bu bireylerde fagositik aktivitenin élcliimesi in vitro kosullarda
gerceklestiriimektedir. Bu sayede fagositik aktivitede bir bozukliuk olup
olmadigi tespit edilebilmektedir. Ormegin, hilcre ylzeyinde fagositozun
gerceklesmesini saglayan reseptorlerin eksikligi fagositik aktivitenin distk
olmasina neden olur. Hangi reseptériin eksik oldugu ise biyokimyasal testlerle

anlasilabilir.

Fagositik aktivitenin olglilmesi i¢cin kullanilan yéntemler daha ¢ok bakteri ve
funguslarin in vitro kosullarda test edilecek kanla kangtirimas: ile
gergeklestiriimektedir (Lehmann et al., 2000). Bu yéntemde ¢ogunlukla ticari
sekilleri bulunan fluoresan igaretli mikroorganizmalarin 16kosit ya da makrofaj
kiilttirl ile inklibe edilmesi ve "flow cytometry" yontemleriyle hiicre igine alinan
partiklllerin ylizde olarak belirlenmesi saglanmaktadir (Esteban et al., 1998).
Ayrica tip alaninda lateks/polistiren partikller kullanilarak da fagositik aktivite
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6lciimektedir (Lehmann et al., 2000). Bu yodntemler yalnizca fagositik
aktiviteyi 6lcebilmekte fakat fagositik aktivitenin bozuklugunu ortaya
koyamamaktadir.

Fagositik aktivitenin 6lglilmesi bazi bagisikhk sistemi bozukluklarinin tespit
edilmesinde oldugu kadar fagositik mekanizmanin ve hiicrelerin fagositik
tercihlerinin belilenmesinde de ©&nem kazanmaktadir. Cinkiu fagositoz
gunimuizde ila¢g salinimi (Fontana et al., 2001), gen terapisi (Walter et al.,
2001; Howard et al., 2000), asI ve bagisikhk gelistirme gibi (Wang et al.,
1999) biyoteknolojik ydntemler igin de kullaniimaktadir.

Polimerik materyallerin biyomedikal alanda kullaniimasi uzun bir zamandan
beri devam etmekte olup teknolojilerinin artmasina ve daha yodun aragtirma
yapiliyor olmasina bagli olarak giderek ivmelenmektedir. Bunun en énemli
nedeni pek ¢ok uygulamaya ucuz ve pratik alternatifler getiriyor olmalaridir.
Buna bagh olarak, fagositik aktivitenin tespit edilmesinde polimerik
materyallerin kullaniminin arastiriimasi dogaldir. Uretimlerinin kolay olmasinin
yani sira kolay islenebiliyor olmalari, fagositik aktivitenin élgiilmesi igin uygun
olmalarini getirmektedir. Gink0 partikiillerin ylzeyine takilacak gesitli -opsonik
ya da non-opsonik- fagositozu saglayan proteinler ile hem fagositik aktivitenin
Olcliimesi saglanabilir hem de fagositik mekanizmada nasil bir eksiklik oldugu
tespit edilebilir. Ayrica fagositoz yapan hiicrelerin gesitli fonksiyonel gruplara

olan egilimlerinin ve tercihlerinin belirlenmesinde kullanilabilir.

Poli(glisidil metacrilate) [poly(glycidyl methacrylate), poli(GMA)] kimyasal
yapisi nedeniyle pek c¢ok fonksiyonel grubun Kkolaylikla takilabilecedi bir
polimerdir. Sentezlenme agamasinin 6zelliklerinden dolayr mikroktrelerin esit
blylklikte olmasi fagositik aktivitenin olgllmesi sirasinda standardizasyon

saglamaktadir.

Bu galigmada, farkh fonksiyonel gruplar igceren monodispers 6zellige sahip
poli(glisidil metakrilat) [poli(GMA)] mikrokiirelerinin sigan kanindaki fagositik
ézellie sahip monosit ve nétrofillerin fagositik aktiviteleri Uzerine etkileri
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incelenecektir. Bu mikrokirelerin Uzerine takilan farkli fonksiyonel gruplarin
serumlu ortamda fagositozu nasil etkiledikleri ve kanda bulunan monosit ve
nétrofillerin mikrokdirelerle etkilesimleri arastirilacaktir. Bu galigma, zamana
karg! fagositik aktivitelerin farkli hiicre ve farkii mikrokiire gruplari arasindaki
degisiminin arastiriimasini amaglamaktadir. Bu sayede, fagositik aktivitenin
olglilmesine yodnelik bir standartin olusturulmasi hedeflenmektedir. Ayrica, bu
calismadan elde edilen sonuglarin, fagositoz aktivitesinden yararlanarak
yapilmakta olan biyoteknolojik arastirmalar igin de Isik tutucu olmasi
beklenmektedir.



2. TEMEL BILGILER

2.1. Fagositoz

Fagositoz vicuda giren yabanci partikdllerin, 6li hiicre ve dokularin yok
edilmesi igin viicudun savunma sistemi olan bagisiklik sistemi tarafindan
gelistiriimis bir mekanizmadir. Fagositoz, pek ¢ok hiicre ve molekilin ortak
calismasi ile gergeklestirilen karmasik bir mekanizmadir. Bu mekanizmanin
temel elemanlar viicudun savunmadan sorumlu olan hiicreleri olan 16kositler

(akyuvarlar)'dir.

2.1.1. Lokositler

Normal insan kani mililitrede 4000-10,000 kadar I6kosit igerir. Bu hiicrelerden
yaklasik %40'I nétrofil, %20-45' lenfosit, %2-10'u monosit, %1-6'sI eosinofil
ve %1'den azi da bazofildir (Beme ve Levy, 1993).

Sitoplazmalarinda graniil icerdikleri icin nétrofiller, eosinofiller ve bazofiller
graniilosit olarak bilinir. Bu hiicreler 12-15 ym c¢apindadirlar ve kiglk, g¢ok
loblu gekirdekleri vardir (Berne ve Levy, 1993). Bu lékositlere ayni zamanda
gekirdek yapilarinin 6zelliklerinden dolay! polimorfonikleer I6kosit (PMN) de
denir.

Notrofiller gok loblu gekirdek igerirler ve Giemsa boyasi ile boyandiklarinda bu
cekirdekleri koyu mor boyanir. Periferal kandaki bazi nétrofiller lobsuz, gubuk
seklinde cekirdek de icerebilirler. Nétrofillerin grandllerinin kiigik bir kismini
olugturan primer graniiller bakteri duvarlarini yikan gesitli enzimler igerirler.
Notrofil grandllerinin sayica daha g¢gok olan ve sekonder granil olarak
adlandirilan diger kismi ise demir baglayan laktoferrin proteini, katyonik

bakteri proteini ve B1z badlayan proteinleri icerir (Bermne ve Levy, 1993).

Nétrofillerin organizmanin savunmasinda 6nemli rolleri vardir. Bunlar doku

zedelenmesi olan her yere aniden ve makrofajlardan ¢ok daha hizli bir gekilde
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ulagarak savunmayi gergeklestirirler (Bilgehan, 1999).

Kemik ilijinde olusturulduktan sonra 12 saat igcinde nétrofiller kan dolasimina,
oradan da damar digi dokulara gegerler ve 4-5 glin burada faaliyet gésterirlér.
Burada mikroorganizmalarca salgilanan kemotaktik ajanlarin etkisiyle hasarl
dokulara diger granilosit, makrofaj, pihtilagma sisteminin elemanlar ve
komplementer sistem elemanlaryla birlikte ulagirlar. Notrofiller bakteri
enfeksiyonlarina karsi, bakterilerin tutulup yok edildikleri temel savunmayi
gerceklestirirler.

Bakterileri pargalama mekanizmasinin igleyisi bakterilerin nétrofil ylizeyine
tutunmasiyla baglar. Bu iglem bir adezyon proteini olan fibronektin ile antikor
ve komplement opsoninlerinin bakteri yilzeyine yapigsmasi ile saglanir.
Nétrofillerden ¢ikan yalanci ayaklar ile ylizeye tutunmus bakteri hiicre igine
alinarak fagositik vakuol (fagozomiar)'da hapsedilir (Noyan, 1998). Bakteri bu
fagozomlar iginde ndtrofil graniillerinden salinan enzimler ile pargalanir. Bu
enzimlerden olan lizozimler bakteri membranini pargalar. Fagositik aktivite
nedeniyle nétrofilin metabolik iglevierinde ani bir ylikselme gergeklesir. Bu
metabolik reaksiyonlar hidrojen peroksit (H20,), stiperoksit anyonlari (O2) ve
hidroksil radikalleri (-OH) gibi bakteriyi pargalayacak serbest radikallerin
olusumuna neden olur (Berne ve Levy, 1993).

Eosinofiller gogunlukla iki loblu gekirdek igeren ve Giemsa ile boyanmis
preparatlarda sitoplazmalarinda graniilleri biyik pembe gériinen l6kositlerdir.
Gaplan genelde 10-12 pm kadardir (Noyan, 1998). Bir kez kan akimina
katildiklarinda 30 dakika icinde damar digi dokulara gecerek haftalarca orada
is gorirler. Nétrofiller gibi eosinofiller de kemotaktik ajanlarin etkisiyle hareket
ederler. Eosinofiller de nétrofillere benzer ama ayni olmayan ydntemlerle
fagositoz yapar ve organizmalar pargalarlar (Berne ve Levy, 1993). Sayilar
daha ¢ok paraziter enfeksiyonlarda artar (Noyan, 1998). Ayrica alerji ve
hipersensitivite durumlarinda da sayilar artar (Berme ve Levy, 1993).

Bazofiller ¢ok loblu ¢ekirdek iceren ve Giemsa ile mor boyanan graniilleri
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olan lbkositlerdir. Diger granilositler gibi bazofiller de fagositik 6zelliklere
sahip hareketli hiicrelerdir. Fagositoz 6zelliklerinin yani sira bol miktarda
heparin tasiyan ve mast hiicrelerine benzeyen pargal ¢ekirdekli I6kositlerdir
(Noyan, 1998). Bazofiller damar digi dokulara go¢ ederek, antijen-antikor
kompleksleri gibi kimyasal uyarilara gére hareket ederler. Bu kompleksler
bazofillerin ylizeyindeki immunoglobulin reseptérlerine baglanirlar. Uyan alan
hiucreler etraflarindaki dokulara granillerinden histamin salar. Bu, o bdlgede

lokal bir cevabin olusumunu baglatir.

Lokositlerin dérdiincti sinifi olan monositler, diger |6kositlere gbére daha
biylktir ve ortalama 15-20 ym ¢apa sahiptirler (Berne ve Levy, 1993).
Giemsa ile boyanmig preparatlarda mor ve genelde bdbrek seklindeki
cekirdekleri ile taninirlar. Monositler kemik ilijinden kana verilir ve burada
olgunlagirlar. Olgunlagan monositler bir-iki gin icinde, belki de yillarca
kalacaklan dokulara gbé¢c ederek yerlesirler. Buralarda retikiiloendotelial

sistemin makrofajlarini olustururlar.

Makrofajlar ve monositler, hareketli ve fagositik olarak aktif hicrelerdir.
Mikroorganizmalar, denatiire proteinler ve 6li hiicreler gibi gesitli partikilleri
fagosite ederler. Mikroorganizmalarin 6ldiriiimesi ise nétrofillere benzer bir

mekanizma ile gerceklestirilir.

Monositler ayni zamanda bagigiklik cevabinin olusumunda da gdrev alirlar.
Bu isi, T ve B lenfositler ile tepkimeye girerek yaparlar. Monositlerin doku
tromboplastininin  olugturulmasini  saglamak, plasminojenin, proteolitik
enzimlerin ve diger biyolojik olarak aktif ajanlarin aktive edilmelerini saglamak

gibi pek ¢ok baska goérevleri de vardir.

Lenfositler blylk bir ¢cekirdege sahip oldukga heterojen bir hiicre grubudur. 6
ve 20 um arasinda degisiklik gdsteren ¢aplarn vardir ve sitoplazma miktarn
hiicrenin bylkligine gére degisir. Olduriici T hiicreleri diginda lenfositlerin
sitoplazmalarinda granil bulunmaz (Berne ve Levy, 1993).



2.1.2. Lokosit gogii

Tum polimorfonikleer 16kositler ve makrofajlarin gok biylk bir gogunlugu
kandan yangi ya da enfeksiyon bdlgesine gegmek icin endotel tabakasini
asarak kan damarinin duvarindan gegip, ekstraselller matriks boyunca
ilerlemek zorundadir. Enfeksiyon bélgesine dogru yapilan bu gog¢ fagositin
enfeksiyon bdlgesinin tanimasini, kan damarinin endotel tabakasina ve diger
tabakalarna tutunup gegmesine ve uyariya neden olan hiicreye dogru
hareket ederek onu yok etmesi ile gergeklesir.

A Opsaonizasyen B Ressptor kimesine tutunma

Aktin-miyazin capraz baflanyla
psddopadiann clusumu

lizozomal pargalanmanin baglamasi
metabolik aktivitenin artmasi

Fagolizozom clugumu

Sekil 2.1. Fagositozun dért asamasi. (A) tanima asamasi. Bu asama direkt
olabilecedi gibi opsonizasyon araciliiyla da olabilir. (B) Fagositozun
yapilabilmesi igin fagosite edilecek partikiil fagosite tutunmak zorundadir.
Bunun igin hiicre membranindaki reseptdrler membranin fagositoz yapacak
olan kismina toplanirlar. (C) partikiliin igeri alinmasi hiicre membraninin
degismesi ile baslar. Bu asamada partiklliin pargalanmasi igin hazirlik yapilir
ve hicrenin metabolik aktivitesi artar. (D) Fagositozun son asamasi partik(iliin
iceri alinarak fagozomun olusturulmasidir (Paul, 1999'dan degistirilerek).



2.2. Fagositozun Hiicre Biyolojisi

Fagositoz dort temel agamada incelenebilinir (Sekil 2.1.). llk asama hedefin
fagositik hicre tarafindan taninmasidir. Fagositozun gergeklegebilmesi igin
fagosite edilecek partikiliin fagosit tarafindan tutulmasi gerekir. Tanima iglemi
direkt hiicrenin hedef (zerindeki yabanci olarak algiladigi bir reseptori
taninmasi ile olabilecedi gibi opsonizasyon ile de olabilir. Opsonizasyon,
organizmaya ait proteinlerin patojen organizmalarla, apoptotik hiicrelerle ya
da hiicre enkazlariyla etkilesmesi ile gergeklesir. Fagositozdaki diger bir
asama reseptor-ligand etkilesiminin olugturdugu 6zel hiicresel cevaplardir. Bu
cevaplar membranda ve sitoplazmada degisikliklerin yapilmasi igin gereklidir.
Bu degisiklikler tutunma, degranilasyon, enzim sekresyonu ve hiicre igi
metabolik aktivitenin artmasi igin gerekli olan degisikliklerdir. Uglincii agsama
ise hiicre icine alinacak olan partikiliin ekstraseliler bélgeden alinarak hiicre
icindeki vesikiiler aga verilmesidir. Son asama olarak, iceri alinan partikil
parcalanacagi fagositin lizozomal sistemine ulagir (Paul, 1999).

2.2.1. Fagositik hedefin taninmasi

Fagositlerin yabanci bir partikiild hiicre igine alabilmeleri igin dnce o partikile
tutunabilmeleri gerekir. Genelde yiizeyleri plrizli ve pozitif yikll partikiller
hicre ylzeyine kolay tutunabildikleri igin kolay fagosite edilirler (Noyan, 1998).
Ancak tek bagina bu kriterler fagositoz i¢in yeterli degildir. Zira, farkli yiklere
sahip partikiillerle yapilan g¢aligmalar pozitif ve negatif yUkli partikillerin
fagositozu arasinda anlamli bir fark olmadigini ortaya koymustur (Ahsan et
al., 2002). Fagositoz sirasinda partikilin hiicre ylizeyine tutunmasi
cogunlukia fagositoz yapacak olan hiicrenin yabanci partikilii tanimasi ile
gerceklesir.

2.2.1.1. Nonopsonik tanima

Gergek fagosit membranlarinda yabanci partikillerin taninmasi igin 6zellegmis
8



reseptérler bulunur. Bu reseptérierden bazilari normal hilicre ya da dokular
fagosite edilecek partikiillerden ayirdetmeye 6zellesmistir. Nonopsonik fagosit
reseptdrleri Cizelge 2.1.'de gosterilmigtir.

Cizelge 2.1. Fagosit reseptorlerince direkt olarak taninan hedefler (Paul,
1999).

Fagositik hedef Fagosit reseptéri Reseptér ailesi
Uzerindeki ligand

Lipopolisakkarit CD14 GPI-baglayan
Fosfatidilserin CD11/CD18 integrin

Peptidoglikan pek ¢cok reseptoér 6l hticre tutan reseptorier
Karbonhidrat mannoz reseptori C-tipi lektin

Pek cok bakteri hiicre ylizeylerinde lektinler tagir. Nonopsonik fagosit
reseptoérieri de genelde bu molekiilleri tanirflar. Mannoz, galaktoz, L-fukoz, N-
Asetilglukozamin, N-Asetilgalaktozamin gibi bircok seker birgcok bakterinin
yizeyinde bulunur (Sharon, 1987).

Ancak bu molekillere ait reseptérler genelde patojen mikroorganizmalari
tanimakta basarisizdirlar, ¢linkl pek ¢ok zararli virus ya da bakteri bu
reseptorleri atlatmanin yollanini  gelistirmiglerdir. Ancak, sonug¢ olarak
nonopsonik tanima zararll partikiilleri yakalamanin ilk asamasidir ve
mikroorganizmalar basit tanima ydntemlerini atlatacak sekilde gelisirken
konak organizma da daha karmasik mekanizmalan gelistirecek sekilde
gelistirmistir (Paul, 1999).

2.2.1.2. Opsonin reseptorleri

Yiizey molekdllerini taniyamadigi partikiller igin vicudun geligtirdigi yontem
opsonizasyondur. Opsonizasyon bir seri ¢6zlnebilen proteinin yabanci
partikillerin ya da hasarli dokularin etrafini sarmasiyla gergeklesen bir
mekanizmadir. Fagositik hiicrelerde bu proteinleri tantyan reseptérler bulunur



(Cizelge 2.2.) Plasmanin temel opsoninleri gesitli immunoglobulinler ve
komplementleridir (Paul, 1999).

Cizelge 2.2. Yabanci maddeler ya da apoptotik hiicreler igin kullanilan bazi
opsoninler (Paul, 1999).

Opsonin Fagosit reseptoéri
Antikor IgG Fc
Komplement v

C3 fragmaniari CR1, CR3, CR4

Ciqg C1qgR
Lektinler

Mannoz baglayan protein ?7C1gR

C-reaktif protein ?
Fibrinojen Bazi integrinler
Fibronektin Bazi integrinler
Trombospondin aVB3, CD36, CD47

2.2.2. Fagositozda fermuar hipotezi

Yaklasik 20 yil énce Silverstein et al. fagositoz ile ilgili bir model énerdi. Bu
model, fagositozda hedef partikiil ve fagositik hicre Uzerindeki reseptdr
ligandlarinin, tekrarlayan etkilegsmeler gerektirdigini ve yeni etkilesimierin
olugsumunun durduruldugu noktada partikilin igeri alindigini savunan bir
modeldi ($ekil 2.2.). Bu model fermuar hipotezi olarak isimlendirildi. Bu
modele gbre, fagositik hlicre hedef partikilin Ustiinde fermuar gibi
ilerlemektedir. Plazma membrani ve fagositik hiicre arasindaki etkilesim
fermuarin basinda yakin ama fagositik kabin tabaninda uzaktir. Aktin
mikroflamanlari fermuarin 6niinde polimerize olup dlzenli zincirler
olustururken, fagositik kabin tabanindaki aktinler daha az organizedir (Paul,
1999).

Fagositoz sirasinda partikdlin igeri alinmasini fermuar hipotezi agiklayabildigi
halde fermuar hipotezinin agiklayamadiyi bazi 6zel mekanizmalar vardir.
Ancak deneysel sonuclar ve elektron mikroskop gorintileri ile partikillerin
farkli mekanizmalar ile de igeri alinabilecegi gosterilmistir (Rittig et al, 1999,
Rittig et al, 1998) (Sekil 2.3.).
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2.3. Fagositoz Bozukluklan

Fagosit hastaliklarina ne siklikla rastlandigi resmi olarak bilinmiyor olmasina
ragmen, her 1/100.000'den daha fazla bir siklikla gérildiga tahmin
edilmektedir. Fagosit bozukluklarinin teshis edilmesi, 6zel tedavilerin
uygulanabilmesi (6r: proflaktik antibiyotikler ve interferon y) ve uygun
tavsiyelerin verilebilmesi, diger uzmanlarin (6r: dis hekimi) uyarimasi ve
kemik iligi implantasyonlar (6r: I6kosit adezyon bozuklugu igin) icin erken
karar verilebilmesi bakimindan &énemlidir. Belki daha da onemlisi, ¢esitli
hastaliklarin igaret etti§i 6zel fagosit bozukluklarinin tanimlanmasi ve uygun
ampirik tedaviye karar verilebilmesidir (Austen et al., 2001). Fagositoz ile ilgili

bazi bozukluklar Cizelge 2.3.'de gdsterilmistir.

Kismi Giris
Bongesen kaplamma (fij

L

ral
A
S

Antifare 77
nmmunqgllo‘bu lin

3r°c

Makrofajlar

B Lenfosit

Yayiima 3 Fagusﬁtoz

Sekil 2.2. Griffin ve Silverstein'in klasik deneyinin sematik gésterimi. Fermuar
hipotezine gbre fagosit ile hedef arasinda pes pese etkilesimler olur. Hedefin
tim ylzeyi opsonize oldugunda fagositoz tam olarak gerceklesebilir. Ancak
hedef bdlgesel olarak opsonize olursa hiicre igine alinamaz (Paul, 1999'dan

degistirilerek).
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Sekil 2.3. Fermuar tipli ve ¢ok katmanli psddopodlarin yaptigi fagositozun
karsilastinimasi; (a) klasik fermuar hipotezi; (b) mantar ya da zimosan
partikillerin hiicre igine alinisi sirasinda %2'lik bir kisimda membran
kapanmaz ve psddopod kenarlari Gst {ste biner. Burada psédopodlar
birlesebilir ya da fagozom duvarina ulasmadan 6nce bir yi§in olusturabilirler;
(c) fagosite edilen Leishmania %80'i, Borella burgdorferilerin %601 ve
Legionella pneumophila'larin  %100'Unde gergeklesen fagositozda ise
unilateral psdédopod olusumu ve membranin kivriimasi ile partikilin iceri
alinmasi gorallr. Leshmania'larda olusan psddopod sarmal olusturarak
fagozoma dogru ilerler. B. burgdorferilerde igeri alinan membranin yok olmasi
bakterinin sitosolde kalmasina neden olur. L. pneumophila fagositozu her
nasilsa replikatif bir vakuolde son bulur, ancak bunun mekanizmasi daha hala
anlagilamamistir (Rittig et al., 1998'den degistirilerek).
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Cizelge 2.3. Fagosit hastaliklar. OD, otozomal dominant; OR, Otozomal

resesif, CGD, kronik granilomatosus hastalii (chronic granulomatous

disease); IFN, interferon; Ig-E, immunoglobulin E; IL, interldkin; LAD, I6kosit

adezyon bozuklugu (leukocyte adhesion disorder); LFA, I6kosit faktdr antijeni;

MBP, mannoz baglama proteini

myeloperoksidaz (Austen, 2001).

(mannose binding protein);

MPO,

Hastalik

Gen Urind

Kalitim

Fonksiyonel defekt

Siklik nétropenia
Chediak-Higashi

sendromu
LAD-1

LAD-2
LAD-3

LAD-4

Nétrofil -spesifik

granul eksikligi

MPO eksikligi
CDG X-linked

AR/233690

AR/233700
AR/233710
Hiper-igE
enfeksiyonu

Nétrofil elastaz (ELA2)
Lizozomal

oD

transport OR

(Job's sendrom)
IFN-y reseptor 1
eksikligi
IFN-y reseptdr 1
eksikligi

IFN-y reseptor 2
eksikligi

IL-12 p40
eksikligi

IL-12 RB1
eksikligi

CD16 eksikligi
MBP eksikligi

regllatérd (LYST)

CD-18 OR
CD-11a (LFA-1)

CD-11b (Mo-1, Mac-1)
CD-11c (p150,95)
Sialyl-Lewis X (CD15s) OR
E-selektin (CD15s) OR
Rac2 oD
C/EBPe OR
MPO OR
gp91Ph™ OR
p22 Phox OR
p47 P OR
pe7 P OR
bilinmiyor oD
FN-yR1 OR
IFN-yR1 oD
IFN-yR2 OR
IL-12 p40 OR
iL-12 RB1 OR
CD16 (FcyRilll) OR
MBP OR

Tekrarlayan, siddetli nétropenia
Dev graniiller, dldartcu I6kositlerin
bozuklugu, kemotaksis bozuklugu
Mac-1, LFA-1, p150,95 eksikligi

CD15s eksikligi, anormal fukoz
metabolizmasi, Bombay fenotipi
E-selektin eksikligi ve efektif
olmayan epitel baglantisi

Inhibe edici rac2, anormal baglanma,
hiicre i¢i oksidatif reaksiyon
patlamasi

Miyeloidtranskripsiyon faktéri
defekti, bazi grandllerin eksikligi,
defensins

MPO eksikligi

Stuperoksit eksikligi, grantloma
olugumu

Superoksit eksikligi, graniiloma
olusumu

Siperoksit eksikligi

Superoksit eksikligi

Yiiksek IgE, yluzde ve kemikte
anormallikler, primer diglerin
tutulmasi

Tekrarlayan non tiberkiloz agir
myobacteria enfeksiyonu
Tekrarlayan non tiiberkiloz agir
myobacteria enfeksiyonu ve
myobacterial osteomiyelitis
Tekrarlayan non tiberkiloz agir
myobacteria enfeksiyonu
Tekrarlayan non tuberkiiloz agir
myobacteria, salmonella enfeksiyonu
Tekrarlayan non tiiberkiloz agir
myobacteria, salmonelia enfeksiyonu
CD16 eksikligi, anormal ADCC, NK
aktivitesi, izoimmin nétropenia
Tekrarlayan bakteriyel enfeksiyonlar,
otoimmunitenin artig!
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2.4. Fagositoz Aktivitesinin Olgiilmesi

Fagositik aktivitenin ginimiizde kullanilan 6lgim teknikleri fagositoz ile ilgili
bazi bozukluklarn tespiti igin gelistirilmistir. Fagositoz kullanilarak yapilan ilag
salimi (Fontana et al., 2001), gen terapisi (Walter, 2001; et al., Howard et al.,
2000), asi ve bagisiklik gelistirme gibi (Wang et al., 1999) biyoteknolojik
yéntemlerin verimliligini arttirmak igin yapilan aragtirmalarda da bu teknikler
kullanilmaktadir.

Fagositoz ile ilgili bozukluklarin tespiti, bu bozukluklarin varliginin aslinda
gbrindiginden daha fazla olmasinin anlagiimasi Gzerine daha biyik énem
kazanmaktadir. Her ne kadar, bu tip bozukluklarin temel bir takim tespit
yontemleri var ise de, bu yéntemierin her yerde uygulanamiyor olmasi
fagositik bozukluklarin tespitini ve tam sayisinin bilinmesini engellemektedir.

Genelde bu tip hastaliklar ile ilgili olusan gipheler enfeksiyonlara kargi asiri
hassasiyet ve dayaniksizliktan kaynaklanmaktadir. Bu durumda ilk olarak
nétrofil sayisindaki bir bozukluktan stiphelenmek dogal olanidir (Eeden et al.,
1999). Daha sonra daha kompleks tani yéntemlerine bagvurulmalidir. Bu tani
yontemleri genelde in vitro kosullarda fagositik aktivitenin odlglimesine

dayanir.

Fagositoz aktivitesinin dlgtilmesinde ilk igslem fagositozun tespitidir. Ginimiize
kadar fagositoz aktivitesinin 6lglilmesinde bakteri, mantar, zimosan ya da
polimerik partikiiller kullaniimistir (Lehmann et al., 2000). Bu partikillerin
fagositozunun tespitinde ise g¢ok gesiti ydntemler kullaniimaktadir.
Mikroskobik inceleme ya da flow cytometry ydntemi siklikla kullantlan
yéntemlerin baginda gelmektedir. Bunlann yani sira, deneylerde canli
partiklller kullanilmigsa gesitli mikrobiyolojik caligmalarla da fagositoz
saptanabilir. Bu ydntemlerin hepsinin de kendine gbre gesitli avantajlari ve

dezavantajlar vardir.




Mikroskopik ydéntemin en blyilk avantaji arastiricinin fagositozu direkt olarak
gérmesidir. Ancak bakteri gibi kigilik partikiillerin fagositozunun gérilmesi bu
yontemle zordur. Elekiron mikroskopisi bu sorunu ortadan kaldirsa da rutin

testler icin uygun olmamasi bir dezavantajdir.

Flow cytometry yonteminin en blyilk avantaji galigmaya hiz ve kolaylik katiyor
olmasidir. Ancak canli partikillerle galigildigi taktirde replikasyon nedeniyle
fluoresan igaretin giderek azalmasi s6z konusudur. Ayrica hiicre igine alinan
partikiillerin  fluoresan igareti oksidasyon nedeniyle bozulabilmektedir
(Hampton ve Winterbourn, 1999).

Fagositozun tespit ediimesinden sonraki asama fagositik aktivitenin
hesaplanmasi agamasidir. Fagositik aktivitenin hesaplanmasinda iki ayn
kavram devreye girer (Silva ve Peck, 1999). Fagositik kapasite ve fagositik
indeks adini alan bu hesaplama yoéntemlerinde, fagositik kapasite; fagositoz
yapmis htcrelerin tim hicrelere oranini igermektedir. Burada igeri alinan
partikill sayisi énemli degildir. Igeri alinan partikil sayisi fagositik indekste
oénem kazanir. Fagositik indeks; fagositoz yapan hicrelerin igindeki ortalama
partikil sayisini vermektedir (Es. 2.1. ve 2.2.). Fagositoz miktarinin dagik
oldugu caligmalarda fagositik kapasite katsayisinin kullanilmasi daha dogru
olur. Fagositik indeks genelde fagositoz miktannin ¢ok yiksek oldugu

caligmalarda daha blylik 5nem ve anlam kazanir (Leiro et al., 1995).

Fagositoz yapan hiicre sayis!
Fagositik kapasite= (2.1)
Sayilan toplam hiicre

Fagosite edilen partikiil sayisi 55
Fagositik indeks= (2.2))

Fagositoz yapmig hiicre sayisi
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2.5. Poli(GMA)

Glisidil metakrilattan hazirlanan polimerler pek ¢ok farkli fonksiyonel grubun
Gzerlerine takilmasi igin reaktif 6zellik tagimalarindan dolayi ginimiizde
biyomedikal uygulamalar basta olmak Uzere pek g¢ok alanda uygulama
bulmaktadir (Horak ve Shapoval, 2000). Polimerden g¢ekirdeklenme
polimerizasyonu tekniklerinin  kullanilmasi ile mikron boyutlarinda
monodispers partikiller olusturulabilmektedir.

0]

Il
HoC= G- C—OCH2CH— CH;
I
CHs O

Sekil 2.4. Poli(GMA)'nin formlii (Shiho ve DeSimone, 2001)

Burada, monodispers partikillerin sentezlenmesi igin segilen dispersiyon
polimerizasyonu, monodispers kirelerin hazilanmasinda diger tek basamakli
tekniklere gére daha avantajlidir. Dispersiyon polimerizasyonunda baglangigta
monomer, baglatici ve stabilizatér dagitma ortaminda homojen olarak
¢oziinmls durumdadir. Homojen olan bu yapi, polimerizasyon reaksiyonunun
baglamasiyla birlikte olusan hizli g¢ekirdeklenme sonucunda polimer ve
dagitma ortamini igeren iki fazli yapiya dénigmektedir. Elde edilen bu iki fazli
yapidan dagitma ortami uzaklagtirilarak polimer elde edilmektedir.

Dispersiyon polimerizasyonuyla sentezlenen uriinlerin molekl agirhgi, boy ve
boy dagilimi ve monomer dénlgiimine etkili olan pek gok etken vardir.
Bunlar; polimerizasyon sicakhd, karnigtirma hizi ve sekli, dagitma ortaminin
tiri ve bilesimi, stabilizator tiri ve miktan, baglatici turi ve miktarn,
monomer/dagitma ortami hacimsel oranidir (Horak ve Shapoval, 2000). Bu
faktorlerin degistiriimesi ile istenen o6zelliklerde partikiillerin hazirlanmasi

mumkindar.
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Farkl 6zellikte poli(GMA) mikrokireleri kullanilarak kromatografi uygulamalari
basta olmak lizere gesitli biyomedikal ¢aligmalar yapilmigtir (Zhang et al.,
2002). Cok reaktif olmasi poli(GMA) mikrokirelerin segilmesinin en temel
nedenidir. Burada, poli(GMA) partikiilleri hem reaktif olmalarindan hem de
monodispers 6zellije sahip olmalarindan dolayi fagositik aktivitenin dlgtimesi
icin tercih edilmistir.
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3. YONTEM VE GERECLER

3.1. Poli(glisidil metakrilat) Mikrokiirelerinin Sentezlenmesi

Poli(glisidil metakrilat) mikrokiirelerin sentezlenmesinde Horak ve Shapoval'in
(2000) dispersiyon polimerizasyonu teknigi modifiye edilerek kullaniimigtir.
Polimerizasyonda baslatici olarak AIBN (azobisizobutironitri) (BDH
Chemicals Ltd., U.K.), stabilizatér olarak PAA (poliakrilik asit) (M;:12,000) ve
dagitma ortami olarak da etanol (Birpa Ltd, Turkiye) kullaniimigtir.

Polimerizasyon iglemi igin kullanilan reakiérde su etanol ile uzaklastinlmig ve
tamamen kuru ve polar bir ortamda reaksiyonun gergeklesmesi saglanmigtir.
100 ml'lik reaktérde 6nce 30 ml etanol igcinde 0.45 g PAA, 45 dakika sireyle
¢6zlImls, PAA tamamen ¢oziindiikten sonra 3 ml glisidil metakrilat monomeri
(Aldrich Chem. Corp., WI, U.S.A.) eklenmistir. Baglatici olarak 0.06 g AIBN
reaktére eklendikten sonra ortamda oksijen kalmamasi igin 2 dakika stre ile
N2 gazi gegirilmigtir. Reaksiyon galkalayicii su banyosunda (Memmert,
Almanya) 8 kanigtirma hizinda, 70 °C'ta 24 saat strdurGimuastar.

Karigstirma sonunda ortamda olugsan mikrokiireler etanolde saklanmis,
fonksiyonel grup takilacak olanlar ise santrifijde (Nive A.$., Turkiye) 5000
dev/dak'da ¢oktirilip slpernatant! uzaklagtinlarak distile su ile yikanmigtir.
Bu yikama iglemi etanol(in tamamen uzaklagsmasi igin bes defa tekrar

edilmistir.

3.1.1. Poli(GMA) mikrokiirelerinin hidroksillenmesi

Mikrokirelerin hidroksillenmesi islemi igin 0,5 g poli(GMA) 20 mL %10'luk
NaOH ile etkilestirilerek 80°C'ta kangtirma hizi 8'de 24 saat reaksiyona
sokulmus, reaksiyon sonrasinda santrifiijde 5000 dev/dak'da mikrokireler
coktirilerek distile su ile ykanmighr. Bu islem pH:7 olana kadar
shrdariimustir. Yikanan mikroktreler 4 °C'ta PBS'te saklanmisgtir.
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3.1.2. Poli(GMA) mikrokiirelerinin aminlenmesi

Aminleme iglemi icin 1 g poli(GMA) 10 mL %251k NHs; g¢ozeltisi ile
calkalayicida 10 saat 50°C'de reaksiyona sokulmustur. Reaksiyon
tamamlandiktan sonra santriflijde mikrokireler ¢dkturalmis ve distile su ile
yikanmistir. Yikama islemi stipernatant pH'I 7 oluncaya kadar tekrarlanmigtir.
Yikanan mikrokireler 4 °C'ta PBS'te saklanmigtir.

3.1.3. Glutaraldehit aktivasyonu

Poli(GMA) mikroklrelerine protein tutturmak icin &nce partikillerin
glutaraldehitlenmesi gerekmektedir. Bu iglem igin 0,1 g aminli mikrokire 10
mL pH: 8.5 borat tamponunda ¢ézeltide %2 glutaraldehit olacak sekilde
etkilestiriimigtir. Reaksiyon oda sicakhdinda manyetik karigtiricida 250
dev/dak'da 30 dakika sOrdirGimistir. Reaksiyon sonunda elde edilen

mikroklreler 10 mL distile su ile beg defa yikanmigtir.

3.1.4. Poli(GMA) mikrokiirelerinin albuminlenmesi

Glutaraldehit aktivasyonu yapilmig olan mikrokirelere albuminin takilmasi i¢in
0.1 g partikiil 10 mL tampon ¢6zeltisinde 50 mg albumin varliginda reaksiyona
sokulmustur. Reaksiyon iki farkli tampon g¢ézeltisinde gergeklestiriimigtir.
Bunlar pH:7.4 fosfat tamponu ve pH:5 asetat tamponudur. Reaksiyonlar 24
saat 4°C'ta 250 dev/dak kanstirma hizinda gergeklestirilmigtir. Her iki
mikrokire grubu da santriflijde ¢oktlrilmis ve bes defa yikanmigtir. Yikanan
mikrokiireler 4 °C'ta PBS'te saklanmisgtir.

3.1.5. Poli(GMA) mikrokiirelerinin opsonizasyonu

Mikrokurelerin opsonizasyonu Prior ve arkadaslarinin (2002) yéntemi modifiye
edilerek gergeklestirildi. Calismalarda bu yéntemden farkh olarak fare serumu

yerine sigan serumu kullanildi.
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Opsonizasyon, glutaraldehit aktivasyonu yapilmig 0.1 g poli(GMA)
mikrokirenin, 10 mL, %2'lik serum ile 4°C'ta 24 saat 250 dev/dak'da
karigtinlmasi ile saglanmigtir. Reaksiyon sonunda santriflijde opsonize
mikrokireler 5000 dev/dak'da santrifilj ile ¢oktariimis ve fosfat tamponu ile
bes defa yikanmigtir. Daha sonra partikiller 4°C'ta PBS ¢ozeltisinde
saklanmistir.

3.1.6. Mikrokiirelerin sayllmasi ve biiyiikliiklerinin élglilmesi

Hazirlanan alti farkli &zellie sahip poli(GMA) mikrokiireler kan ile
etkilestirimeden 6nce PBS icinde mm? bagina diisen partikill sayisini tespit
edilmesi igin 151k mikroskobu altinda Thoma lami ile sayilmigtir. Eilde edilen
partikilllerin bayakllkleri Prior marka mikroskopta 1000x blyitme altinda
Jena marka okiler mikrometresi ile élgilmustir.

3.2. in vitro Fagositoz Aktivitesinin Olgiilmesi

Mikrokdrelerin fagositik aktivitelerinin élgtilmesi icin 200-250 g agirliinda alti
adet disi Wistar albino sigan (Rattus norvegicus) kullanildi. Her bir sicanin
saglikll olup olmadiginin tespiti igin makroskopik gézlemin yani sira |6kosit
sayilar da dlglilda. Lokosit sayilan 5000-7000/mm?® olan siganlar deney igin
kullanildi. Bu sayim saglik kontrolinin yani sira lékosit bagina digen

mikrokiire sayisinin standardizasyonu igin de gereklidir.

Deneylerde kullanilacak kan 90/10 oraninda Ketalar® (50 mg/mL ketamin,
Parke Davis) ve Rompun (%2 ksilazin, Bayer) anestezisi altindaki siganlarin
sol ventrikiliinden heparinlenmis enjektér ile toplandi. Her hayvanin kani ile
alti farkli mikrokire grubu etkilestirilerek her birinde farkli mikrokiire olan alti
deney grubu elde edildi. Mikrokireler 1 mm? kanda 200.000 adet partikiil
olacak sekilde kanla karigtirilarak 37°C'ta su banyosunda inkibe edildi. 5.,
10., 20., 30. ve 60. dakikalarda deney gruplarindan érnek alinarak yayma kan
preparati (froti) hazirlandi. Hazirlanan yayma kan preparatlan havada
kurutulduktan sonra 4 dakika metil alkol ile fikse edildi ve Giemsa gdzeltisi ile
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30 dakika boyanarak distile su ile yikandi (Terzioglu et al., 1982, Benson et
al., 1988).

Boyama sonrasi preparatlar Prior marka optik mikroskopta 1000x biiylitmede
incelenerek fagositoz yapan hiicre ve iclerine aldiklari mikrokireler sayildi.
Sayim sirasinda sadece nétrofil 16kositler ve monositlerin yaptiklari fagositoz
dikkate alindi. Sayim sirasinda monosit ve nétrofiller ¢gekirdek yapilarinda
gore ayirdedildi. Tek parca ve genelde bébrek seklini andiran, Giemsa ile mor
boyanmig ¢ekirdege sahip olan lékositler monosit, genelde ¢ok parcah ve
polimorfoniikieer karaktere sahip olan ve yine Giemsa ile mor boyanmis
¢ekirdede sahip olan I6kositler de nétrofil olarak belirlendi (Ayhan et al., 1995,
Benson et al., 1988, Noyan, 1998).

Sayim sirasinda tespit edilen fagositoz yapan hiicrelerin sayisi ve fagosite
edilen mikroklre sayisi fagositik kapasite ve fagositik indeks degerlerinin
hesaplanmasinda kullanildi (Silva ve Peck, 1999). Sonuglarin istatistiksel
degerlendiriimesinde tek yonli varyans analizi ve Tukey testi kullanildi.
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4. SONUCLAR ve TARTISMA

4.1. Fagositozun Gozlenmesi

Yapilan calismada, elde edilen partikiillerin  buylkldkleri  okuler
mikrometresinde 2 + 0.2 ym olarak di¢lilimis ve hazirlanan farkh fonksiyonel
gruplar igeren poli(GMA) mikrokireler sayllarak kandaki monosit ve nétrofil
I6kositlerin yaptiklari fagositoz gézlenmigtir (Sekil 4.3., 4.4.). Fagositozun
varligi, mikroskop altinda ¢ekirdek ve mikrokirelerin ayni anda netlegsmesi ve
cekirdekte mikrokdrelerin itmesi sonucu olugsan kromatin yoguniuktan
kaynaklanan koyu renk ile kontrol edilmistir. Bu gézlemler sonucu elde edilen
sonuglar agagida sunulmustur. Sekil 4.1. ve 4.2. Poli(GMA) mikrokdrelerine

ait gériinttleri vermektedir.

Sekil 4.1. Poli(GMA) mikrokdrelerinin tarama elektron mikrografi.
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Sekil 4.3. Noétrofil I6kositin fagosite ettigi poli(GMA)-albumin (asetat)
mikrokdireleri.
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Sekil 4.4. Monosit ve nétrofil I6kositlerin poli(GMA) mikrok(relerini fagositozu
(1000x). (A ve D) notrofil I6kosit tarafindan fagosite edilen albuminli
partikiller, (B) monosit tarafindan fagosite edilen opsonize partikiller, (C) iki
nétrofil I6kosit tarafindan fagosite edilmis hidroksilli partikiller, (E) monosite
tutunmus opsonize partikiller ve (F) nétrofil 16kosit tarafindan fagosite edilmis
bes poli(GMA)-OH patrtikdlleri.
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4.2. Poli(GMA) Mikrokiirelerinde Fagositik Kapasite ve Fagositik indeks
Sonuglan

Kandaki monosit ve nétrofil I6kositlerin partikdller ile olan etkilesimleri igik
mikroskobu altinda incelenmis, monosit ve nétrofil I6kositler tespit edilip
fagositoz yapan hiicre sayisi ve iglerine aldiklan partikdil sayilan sayilmistir.
Alti ayn deney grubu ile yapilan élgiimlerin sonuglari fagositik kapasite ve
fagositik indeks olarak hesaplanmis ve bu hesaplama her mikrokiire grubu
icin tekrarlanmigtir. Asagida 60 dakika inkiibasyon sonucunda 6lgiilen
fagositik kapasite (Sekil 4.5.) ve fagositik indeks (Sekil 4.6.) sonuglari

verilmigtir.

Buna gére 60 dakika inklibasyon sonunda diz poli(GMA) mikrokirelerin
fagositik kapasite degeri monositler igin 0,17 + 0,04, nétrofiller igin 0,18 = 0,04
bulunmustur. Bu degerler poli(GMA)-OH igin sirasiyla 0,36 + 0,02 ve 0,31 +
0,07, poli(GMA)-NH; i¢cin 0,44 = 0,10 ve 0,43 + 0,12, poli(GMA)-albumin
(fosfat) icin 0,43 = 0,10 ve 0,48 * 0,07, poli(GMA)-albumin (asetat) icin 0,44 +
0,11 ve 0,50 + 0,08, opsonize poli(GMA)'lar icin ise 0,56 = 0,11 ve 0,63 * 0,07

olarak bulunmustur.

Fagositik indeks degerleri diiz poli(GMA) mikrokireleri i¢in monositler igin
1,50 + 0,44, nétrofil I6kositleri igin ise 1,96 + 0,66 bulunmustur. Fagositik
indeks degerleri sirastyla poli(GMA)-OH igin 2,20 + 0,36 ve 2,13 + 0,36,
poli(GMA)-NH; icin 1,83 + 0,39 ve 2,22 + 0,43, poli(GMA)-albumin (fosfat) icin
2,00 + 0,38 ve 2,27 + 0,62, poli(GMA)-albumin (asetat) icin 0,03 + 0,34 ve
2,48 = 0,19 ve opsonize poli(GMA) i¢in 2,03 + 0,35 ve 2,73 = 0,53

bulunmustur.
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Isik mikroskobu ile yapilan él¢iimler sirasinda poli(GMA)-OH ve poli(GMA)-
NHz mikrokirelerinin  kiimeler halinde toplanma egilimlerinin  oldugu
gbzlenmistir. Bu nedenle partikiillerin hilicre igine alinmalarinin homojen
olmadigr géralmustar (Sekil 4.7.).

10 pm

Sekil 4.7. Poli(GMA)-OH mikrokurelerinin kiimeler halinde toplanmasi.

Calismada farkh fonksiyonel gruplar tasiyan poli(GMA) mikrokirelerinin
zamana kargi monosit ve nétrofiller tarafindan fagosite edilmeleri de
incelenmistir. Buna goére {zerinde fonksiyonel gruplar tasiyan poli(GMA)
mikrokdrelerinin fagositoz hizlari daha yiksektir. Zamana karsi monosit ve
nétrofil 6kositlerin verdikleri fagositik kapasite sonuglarn Cizelge 4.1.'de
verilmis olup grafiksel gésterimleri monosit ve nétrofil I6kositlerin zaman karsi
verdikleri fagositik kapasite sonuglan Sekil 4.8.-13.'da verilmistir. Zamana
karsi monosit ve nétrofil I6kositlerin gdsterdikleri fagositik indeks sonuglari ise
Cizelge 4.2.'de toplanmis olup, monosit ve nétrofil 16kositlerin farkli poli(GMA)
mikrokdrelerinin varhginda verdikleri fagositik indeks sonuglari Sekil 4. 14.-
19'te grafiksel olarak gésterilmistir.
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Fag. Kapasite

Sekil 4.8. Monosit ve notrofil [6kositlerin diiz poli(GMA) mikrokiireleri ile
etkilesimleri sonucu zamana karsi verdikleri fagositik kapasite sonuglari.
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Sekil 4.9. Monosit ve notrofil l6kositlerin poli(GMA)-OH mikrokireleri ile
etkilesimleri sonucu zamana karsi verdikleri fagositik kapasite sonuglari.
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Sekil 4.10. Monosit ve notrofil I6kositlerin poli(GMA)-NH, mikrokireleri ile
etkilesimleri sonucu zamana karsi verdikleri fagositik kapasite sonuglan.
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Sekil 4.11. Monosit ve nétrofil idkositlerin fosfat tamponunda hazirlanmig
poli(GMA)-albumin mikrokireleri ile etkilegimleri sonucu zamana karsi

verdikleri fagositik kapasite sonuglari.
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Sekil 4.12. Monosit ve notrofil I6kositlerin asetat tamponunda hazirlanan
poli(GMA)-albumin mikrokdreleri ile etkilesimleri sonucu zamana Kkarsi

verdikleri fagositik kapasite sonuglar.
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Sekil 4.13. Monosit ve nétrofil Iokositlerin opsonize poli(GMA) ile etkilegimleri
sonucu zamana karsi verdikleri fagositik kapasite sonuglari.
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Sekil 4.14. Monosit ve nétrofil 16kositlerin diiz poli(GMA) mikrokireleri ile
etkilesimleri sonucu zamana karsi verdikleri fagositik indeks sonuglari.

- - -¢- - - monosit
—3— ndtrofil

2,5

1,5 -

Fag. Indeks

—
1

0 m LI T T T T T T T T T T 1

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65
t (dak)

Sekil 4.15. Monosit ve nétrofil 6kositlerin poli(GMA)-OH mikrokireleri ile
etkilesimleri sonucu zamana karg: verdikleri fagositik indeks sonuglari.
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Sekil 4.16. Monosit ve ndtrofil l16kositlerin poli(GMA)-NH, mikrokireleri ile
etkilesimleri sonucu zamana karsi verdikleri fagositik indeks sonuglari.
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Sekil 4.17. Monosit ve nétrofil I6kositlerin fosfat tamponunda hazirlanan
poli(GMA)-albumin mikrokdreleri ile etkilegimleri sonucu zamana kargi
verdikleri fagositik indeks sonuglari.
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Sekil 4.18. Monosit ve notrofil 6kositlerin asetat tamponunda hazirlanan
poli(GMA)-albumin mikrokireleri ile etkilesimleri sonucu zamana Kkargl
verdikleri fagositik indeks sonuglari.
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Sekil 4.19. Monosit ve nétrofil I6kositlerin opsonize poli(GMA) ile etkilegimleri
sonucu zamana karsi verdikleri fagositik indeks sonuglari.
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Diz mikroklrelerin monosit ve nétrofiller tarafindan fagositoz edilebiimeleri,
Uzerine fonksiyonel grup ya da protein takilmig olan partikillere gére daha zor
olmaktadir. DGz poli(GMA) mikrokirelerinin hem monositler hem de nétrofil
I6kositler tarafindan fagosite edilme oranlan %20'nin altindadir. Zira, diz
mikrokirelerin fagositik kapasite sonuglari anlamh bir bigcimde diger bes
mikroklire grubunun fagositik kapasite sonuglarindan dasik ¢ikmigtir
(p<0.05). Yalniz diiz poli(GMA) ve poli(GMA)-OH'larin nétrofil 16kositler
tarafindan fagosite edilmeleri arasindaki fark diigiik olup istatistiksel olarak
anlamli bulunmamisgtir.

Viicudun pozitif yiklG mikrokiireleri daha kolay taniyabildigi konusundaki
literatlr bilgisine ragmen (Noyan, 1998), poli(GMA)-OH ve poli(GMA)-NH;
mikroktireleri arasinda ne fagositik kapasite ne de fagositik indeks sonuglan
arasinda anlamli bir sonug bulunmustur. Poli(GMA)-OH partkilleri monositler
tarafindan daha fazla fagosite edilmektedirler. Bu nedenle monositlerce
yapilan poli(GMA)-OH fagositozu albumin takilmis poli(GMA)'larin fagositoz
miktarina yakindir. Ancak albuminli poli(GMA)'larin nétrofil [6kositlerce yapilan
fagositozu poli(GMA)-OH'lara gére daha yiksek bulunmustur (p<0.05).

Albuminli poli(GMA) mikrokdrelerin fagositik kapasite sonuglari incelendiginde
pH:7.4 fosfat tamponunda albuminlenen mikrokireler pH:5 asetat
tamponunda albuminlenen mikroklrelere gére daha az bulunmustur. Bu
sonug albuminin izoelektrik noktasinin pH:5 olmasi nedeniyle daha fazla
albuminin poli(GMA) mikrokirelerine tutunmasina baglidir. Ancak aradaki fark
60. dakika icin kayda deger degildir. Bunun yaninda, nétrofil I6kositlerin
pH:7.4 fosfat tamponunda hazirlanan albuminli mikrokireleri opsonize
poli(GMA)'lara gére daha az tercih ettikleri tespit edilmigtir (p<0.05). Asetat
tamponunda hazirlanan poli (GMA)-albumin'lerin opsonize olanlarla arasinda

higbir fark bulunamamigtir.

Monosit ve nétrofil [6kositlerin poli(GMA)-NH. ve poli(GMA)-albumin (pH:5,
pH:7.4) arasinda 6nemli bir fark olmamasina ragmen nétrofil I6kositlerin
opsonize mikrokireleri aminli mikrokirelere tercih etmeleri anlamli
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bulunmustur (p<0.05).

Nétrofil I6kosit ve monositlerin opsonize poli(GMA) mikrokdrelerini fagositozu
%50'nin {zerinde bulunmustur. Ozellikle, nétrofil I6kositlerin diiz, hidroksilli,
aminli ve pH:7.4te hazilanmig poli(GMA)-alboumine gbre opsonize
mikrokiireleri daha fazla tercih ettikleri belirlenmigtir (p<0.05). Monositlerin ise
60. dakikanin sonunda aminli, albuminli ve opsonize mikrokiireler arasinda
anlamli bir tercih yapmadiklan gértimastur.

Hicrelerin igine alinan ortalama partikil sayilan (fagositik indeks) diz
poli(GMA) mikrokirelerinde oldukga disik bulunmustur. Dider gruplarda
sonuglar birbirine yakin olmakla birlikte diiz mikrokdrelerle arasinda anlamii
bir fagositik indeks sonucu bulunan tek mikrokiire grubu poli(GMA)-OH
olmustur (p<0.05).

Poli(GMA) mikrokiirelerinin fagositozlar incelendiginde hem fagositik kapasite
hem de fagositik indeks degeri olarak noétrofil I6kositlerin yaptii fagositoz
monositlere gbére daha yilksek bulunmustur. Yalmiz OH grubu igeren
poli(GMA) mikrokirelerinde hem fagositik kapasite hem de fagositik indeks
monositlerde daha yiiksek bulunmustur. Ancak nétrofil I6kositlerin poli(GMA)-
OH mikrokurelerini monositlere gére daha az tercih etmeleri ile ilgili elde
edilen sonug istatistiksel olarak degerlendirildiginde aralanndaki farkin

anlamliiginin disiik oldugu gérilmistir (p<0.1).

Poli(GMA) mikrokirelerinin kana karigmasi ile baglayan fagositik cevap, 5.
dakikanin sonunda monositlerde diger mikrokirelerle kargilastinidiinda
poli(GMA)-OH igin gok hizh bir cevabin olugmasi ve 10. dakikaya kadar diiz
poli(GMA) mikrokiireleriyle arasinda anlamli bir farkin olugmasi ile devam
etmektedir (p<0.05). Bu artig poli(GMA)-albumin (fosfat) ve opsonize
poli(GMA) igin de yiiksek olmasina kargin 5.dakikanin sonundaki istatistiksel
anlamlihgi daha dlsik bulunmustur (p<0.1), ancak bu fark 10. dakikada
p<0.05 anlamllija ulasmaktadir. 20. dakikaya gelindijinde mikrokurelerin
fagositik aktiviteleri hepsinde hizla artmakta ve hig bir mikrokirenin fagositik

37



degerleri arasinda anlamhi bir farkhiik gbézlenmemektedir. 30. dakika
mikrokirelerin fagositozunun artik platoya ulagti§i ve nihai fagositik kapasite
farkliliklarinin belirmeye basladi§i zamandir.

Monositlerin alti mikrokiire igin gosterdikleri fagositik kapasite hizlan ile ilgili
olarak bu bilgilerin igiginda poli(GMA)-OH mikrokurelerinin fagosite edilme
hizinin diz mikrok(irelere gére yiiksek oldugunu ve bunu poli(GMA)-albumin
(fosfat) ve opsonize poli(GMA) mikrokdrelerinin izledigi séylenebilir.

Notrofillere ait fagositik kapasite hizlar ise opsonize mikrokiirelerde en
ylksektir. 5. dakikadan baslayarak 60. dakikaya kadar diiz mikrokireler
arasinda fark bulunmaktadir (p<0.05). Poli{(GMA)-albumin(fosfat) mikrokuireleri
de hizli bir fagositik kapasite olugturmakta ve 10. dakikadan baglayarak 60.
dakikanin sonuna kadar diz mikroklreler ile arasinda istatistiksel bir fark
gbzlenmektedir (p<0.05). Poli(GMA)-albumin (fosfat) mikrokirelerinin hiicre
icine hizla alinmaya baglamasina karsin 30. dakikadan sonra bu hizin
yavaglamasi ve 60. dakikada opsonize mikrokireler ile aralarindaki farkin
anlamli bir bigimde agiimasi nétrofillerin bu mikrokireleri iki farkh tanima
yontemi ile algiliyor olmalariyla agiklanabilir. pH:5%in albuminin izoelektrik
noktasi olmasi nedeniyle asetat tamponunda albuminlenmis mikrokdrelerin
daha fazla albumin igermesi beklenir (Shirakama et al., 1989). Ayni zamanda
fosfat tamponunda albuminlenmis mikrokurelerde daha fazla agik glutaraldehit
ucu olacagindan kanda hizli bir bigimde opsonize olmalar ve hizla fagosite
edilmeleri beklenir. Bunun nedeni aldehitlerin vicutta pek ¢ok
biyomolekdllerin yapisinda bulunan amin gruplari ile kolay reaksiyona
girmesidir (Rembaum et al, 1979). Poli(GMA)-albumin (asetat)
mikrokirelerinin ise ylizeyinde daha fazla yabanci protein olacagindan
fagositozun yavag devam etmesine ragmen sonugta daha fazla fagosite
edileceklerdir.

Monositlerin alti mikrokiire ile yaptiklar fagositik aktiviteye ait fagositik indeks
degerleri ise 5 dakikada poli(GMA)-NHz'nin digindaki tiim mikrokdreler ile diz
mikrokireler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farki gdstermektedir
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(p<0.05). Ancak bu fark 10 ve 20 dakikalarda azalmakta, sadece poli({GMA)-
OH mikrokareleri bu farki 60 dakikaya kadar siirdiirmektedir.

Notrofillerde fagositik indeks, opsonize mikrokireler ve poli(GMA)-albumin
(fosfat) mikrokirelerinin ilk 5 dakikadaki hizli yukseligleri ile artmaya
baslamaktadir. Notrofillerdeki fagositik kapasite sonuglarina benzer
nedenlerden dolayr poli(GMA)-albumin (fosfat) mikrokareleri hizli bir
baslangica ragmen ilerleyen dakikalarda aym yikseligi gésterememektedir.
10. dakikada poli(GMA)-albumin (asetat) mikrokirelerine ait fagositik indeks
degerleri ile diiz mikrokireler arasindaki fark anlaml hale gelmektedir ve
opsonize mikrokirelere ait dederler yine ayni sekilde diiz mikrokirelere gore
farkhdir (p<0.05). 30. dakikaya kadar opsonize mikrokireler ile diz
mikrokUreler arasinda anlamii bir fark bulunmasina ragmen 60. dakikada bu
fark kaybolmaktadir.

Sonug olarak partiklllerin nétrofiller ve monositler tarafindan fagosite
edilmelerinde fonksiyonel gruplarin varlidi fagositozu arttirmaktadir. Onceden
opsonize edilmis mikrokirelerin fagositozu opsonizasyon igin ekstra bir zaman
gerektirmedigi i¢in diger mikrokirelere gére hizla igeri alinmaya baglamakta
ve ¢ok ylksek fagositoza neden olmaktadir. Poli(GMA)-OH ve poli(GMA)-NH>
mikrokurelerinde fagositoz hizi diiz mikrokiirelere gdre fazla olmasina ragmen
aradaki fark da fazla kayda deg§er degildir.

Poli(GMA)-albumin mikrokdrelerinin hazirlanmasi sirasinda kullanilan farkl
tamponlar mikrokiirelerin fagositoz 6zelliklerini degigtirmektedir. Asetat
tamponunda albuminlenen mikrokirelere daha fazla albumin tutundugu ve
fosfat tamponunda albuminlenen mikrokiirelerde daha fazla agik glutaraldehit
ucu kaldid i¢in poli(GMA)-albumin (fosfat) mikrokireleri 6nce hizli bir bigimde
opsonize olmakta ve hizli bir fagositik aktiviteyi baglatmaktadir. Ancak 60.
dakikanin sonunda partikilllere ait fagositik aktiviteler arasindaki fark
kapanmakta, hatta poli(GMA)-albumin (asetat)lar daha fazla fagosite

edilmektedir.
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Elde edilen sonuclara goére Gizerinde grup tasimayan partikillerin tagiyanlara
gbre fagositozlari daha yavas ve daha az gergeklesmektedir. Bunun nedeni
partikilin alinabilmesi igin énce opsonize olmasi gerekliligidir. Partikil
fagositlerin ylzeyine tutunmadan hiicre igine alinamayacaktir. Yapilan
calismada fagositik aktivitenin oélgiilmesi serumlu ortamda gegeklestigi igin
mikrokireler opsonize olabilmektedir.

Hazirlanan mikrokireler canh materyaller icermedikleri igin hiicre ylzeyinde
bu partikiilleri tutabilecek reseptérler yoktur. Bu nedenle, diiz mikrokurelerin
oncelikle kanda opsonize olmalari gerekmektedir. Bu da belli bir zaman
alacaktir. Daha onceden opsonize edilmis mikrokireler ile diz poli(GMA)
mikrokiireleri karsilastinlacak olunursa, daha &6nceden opsonize edilen
mikrokirelerin fagositik kapasite ve indeks degerlerinin hizla yikseldigi
goérulmektedir. Dtz mikrokiirelerin fagositoz degerleri ise yavag yilikselmekte
olup gok uzun bir zaman sonra 6énceden opsonize edilen mikrokirelerle yakin
bir sonuca ulagmasi beklenir. Ancak unutulmamalidir ki opsonizasyonun daha
kolay gerceklegsmesi icin opsonize mikrokireler sentezlenirken once
glutaraldehit aktivasyonu yapilmigtir.

Hidroksilli poli(GMA) ve aminlenmis poli(GMA) arasinda fark gbézlenmemig
olmasi da buyik ihtimalle her ikisinin de ylkli gruplar olmalarindan dolayi
kolay fagosite edilebilmelerinden kaynaklanmaktadir.  Poli(GMA)-OH
partiki]llérinin fagositozu sirasinda ilging olan bir diger unsur monositlerin poli
(GMA)-OH mikrokdrelerini noétrofillere gére daha fazla tercih ediyor
olmalandir.

Ginumuzde, fagositlerin ylUklli partikilleri daha kolay fagosite edilebildigi
konusundaki Dbilgilere ragmen fizikokimyasal 6zelliklerin fagositozu nasil
kolaylastirdigi heniiz tamamen aydinlatilabilinmis degildir (Ahsan et al., 2002).
Bunun nedeni yUkiii partikillerin bir reseptér olmadan nasil fagosite
edilebildiklerinin fermuar hipotezine goére aciklanamiyor olmasidir. Ancak,
poli(GMA)-OH ve poli(GMA)-NH; ile yapilan deneylerde fagositik kapasite
sonuglarinin diger fonksiyonel grup tasiyan mikrokirelere goére dusuk
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clkmasina ragmen fagositik indeks sonuglarinin yakin hatta daha yiksek
olmasini fizikokimyasal ézelliklere baglamak mimkindir. Glnkd hazirlanan
preparatlarda ylkli mikrokirelerin kimeler olusturma egilimlerinin oldugu
gbzlenmistir. Bu egilim fagositoz yapan hicrelerin azliina ragmen, fagositoz
yapan hicrelerin ¢ok partikiil almasina neden olmaktadir. Bunun nedeni
mikrokiireyle karsilasan hucrelerin tek degil, ¢ok sayida partikiille
kargilasmasi ve fagositoz yapan hiicrenin fagosite ettigi mikrokiireye yapigik
olan diger partikilleri de fagosite etmesi olarak yorumlanmigtir.

Poli (GMA)-albumin mikokrelerinin her ikisinin de fagositler tarafindan yiksek
oranda fagosite ediliyor olmasi sigan hicrelerinin sigir albuminini yabanci
madde olarak algiliyor olmalarindan kaynaklanmaktadir. Poli (GMA)-albumin
mikrokiirelerinin hazirlanmasinda kullanilan BSA'nin sigan hcreleri
tarafindan yabanci protein olarak taninmasi oldukga ilgingtir. Glinkii normalde
albumin, kanda en fazla bulunan proteinlerden biridir ve viicudun bagigiklik
sistemi tarafindan algilanmaz. Hatta albumin ile kaplanmig implantlarn
viicudun savunma sistemi tarafindan yakalanmamasi beklenir. Daha 6nceden
albumin takilmis polistiren bazli mikrokirelerin fagositik aktivitelerinin
takilmamig mikrokirelere gére daha az oldugu bulunmustur (Ayhan et al.,
1995).

Poli(GMA) mikrokiireler monodispers bir dagiima sahiptir. Bundan dolay!
sonuglarda hlcreler arasinda ayni grup mikrokireler kargilagtinldigi zaman
fagositoz miktarinin standart sapmasinin disik oldugu gdrilmektedir.
Bagisiklik cevabinin kriterlerinden biri olan fagositoz hizinin veya miktarinin
standardize edilmeye galigildigi bdylesine bir yéntemde bu énemli bir kriter

olmaktadir.

Vicudun patojen canlilara karsi korunmasi ve hayatta kalabilmesi igin
bagisiklik sisteminin saglikl galigtyor olmasi gerekir. AIDS hastaligi 6meginde
oldugu gibi bagigiklik sisteminin galigmasinin aksamasi insanin basit bir
enfeksiyondan bile &lebilmesine neden olmaktadir.
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Yakin zamana kadar bagisiklik sistemi ile ilgili ¢gok az sorunun varligi
biliniyordu ve bunlarin biyiik bir kismi halen aydinlatilabilmis degildir. Insanin
tim gen haritasinin gikartildi§i bu zamanda, baz insanlarin hastaliklara
neden daha duyarli oldugunun aniagilamamig olmasi bayik bir eksikliktir.

Gunimuzde fagositoz bozukluklari ile ilgili bazi hastaliklar bilinmesine ragmen
bu bozukluklannin tespitinde kullanilan ydntemlerin ¢odu hastanelerde
uygulanamamaktadir. Bu, testlerin pahali ve yorumunun zor olmasindan
kaynaklanmaktadir. Bu testlerin daha sik yapilabilmesini saglamak amaciyla
gelistiriimekte olan yéntemler polimerik biyomateryallerin kullanimina yénelik
olmaktadir. Ozellikle lateks/polistiren partikillerin fagositoz aktivitesinin tespit
edilmesinde kullanilmasi literatlirde yer bulmaktadir (Lehmann et al., 1997).

Fagositik aktivite ile ilgili galismalar giinimizde hala bakteri ve maya gibi
canli organizmalarla yapilmaktadir. Ancak bu organizmalarin boyutlarinin
kiigiik olmasi nedeniyle mikroskopta gézlenmeleri zor olmaktadir. Bu ¢aligma
ancak fluoresan isaretli mikroorganizmalar ile yapilabilmektedir. Bu ise
fagositik aktivitenin olgtiimesinin pahali olmasina yol agmaktadir. Daha ucuz
bir yéntem olan lateks/polistiren partikiiller ise es boyutlu olmadiklar igin
olctilen fagositik aktivitenin standart sapmasi yliksek olmaktadir.

Arastirmaya yénelik olarak kullanilan tim fagositik aktivite dlgim metodian
farkll partikiiller kullanilarak yapildig igin aragtirmalarnin birbirleriyle
karsilagtiriimas! zorlagsmaktadir. Farkli biylkliklerde partikiiller kullanildig
icin hlcrelerle etkilestirilecek partikiil sayisinin da bir standardizasyonu
olamamaktadir. Fagositik aktivitenin kontrollii olarak &lgilebilmesi igin fagosite
edilecek partikilin buytklaganan, yizey o6zelliklerinin ve fagositozun 6lgim
metodunun standardize edilmesi gerekir. Ancak bu sekilde fagositoz
bozukluklarinin tespiti her yerde pratik ve ucuz olarak yapilabilir ve
karsilagtinlabilir. Béyle bir standardizasyon fagositoz kullanilarak yapilan
biyoteknolojik aragtirmalarin da &ninl agacaktir. Bu tip arastirma 6rnekleri
literattirde vardir (Fontana et al., 2001, Walter et al., 2001; Howard et al.,
2000, Wang et al., 1999).
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Fagositoz ile ilacin istenilen hicreye ulastinimasi fagositk sistem
hastaliklarinin tedavisi igin 6nemlidir ve 6zellikle antibiyotiklerin biyopargalanir
polimerlerle monositlere génderilmesi basarili bir bigimde gergeklestirilmigtir
(Prior et al., 2002). Ayrica AIDS tedavisine yonelik anti-HIV oligonikleotitleri
tagiyan fagositik partikiillerin makrofajlarca alinmasi ile ilgili ¢aligmalar da
literatlirde yerini almigtir (Akhtar et al., 1997).

Gen terapisine yonelik fagositoz galigmalar, DNA'nin partikiller iginde serum
nilkkleazlarindan korunmasi nedeniyle fagositlere yoénelik gen terapisi
caligmalannda tercih edilmektedir (Howard et al., 2000). Ayrica in vivo
uygulamalarinin mumkin olmasi fagositoz yolu ile gen terapisinin tercih

edilmesinin bir bagka nedenidir.

Plazmid DNA's! ile immiinizasyon yeni ve etkili bir agilama ydéntemidir. Bu,
antijenik proteinleri kodlayan plasmid DNA'sinin hicre tarafindan alinarak
proteinin ifadesi ve immiin cevabin artmasini saglayan bir yéntemdir (Wang et
al., 1999). Bu cesit bir asilama ydnteminin diger asilara gére daha avantaji
olmasini saglayan, enfeksiyona yol agacak bir ajanin viicuda verilmiyor olmas:

ve DNA'nin Uretiminin kolay olmasidir.

TUm bunlarin yani sira fagositoz yapan hucrelerin tercihlerinin belirlenmesi
fagositoz kullanilarak yapilan gesitli biyoteknolojik aragtirmalar i¢in de destek
niteli§i tasiyacaktir. Clnkl ginlimiizde fagositoz pek g¢ok biyoteknolojik
aragtirmada bir arag olarak kullaniimaktadir.

Bu biyoteknolojik yéntemlerde hiicre igerisine istenilen maddenin génderilmesi
esastir. Hicrenin istenilen maddeyi yeterli dizeyde alabilmesi igin fagositoz
miktarinin yliksek olmasi gerekmektedir. Bazen de partikl tarafindan taginan
maddenin hasara ugramadan hiicreye ulastinlabilmesi igin fagositoz hizinin
yilksek olmasi énem kazanir. Bu teknikler igin uygun ozelliklere sahip tagiyici
partikillin segilebilmesi igin fagositlerin hangi 6zelliklere sahip partiktlieri
tercih ettiklerinin iyi bilinmesi gerekir.
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Bu tercihlerin daha iyi belirlenebilmesi igin bagka fonksiyonel gruplarin da
tercihlerinin belilenmesi, fagositoz aktivitesini 6lcme amaciyla ya da
biyoteknolojik galigmalarin veriminin arttiriimasi amaciyla partikillerin hicre
icine goénderiimesi galigmalarinin gelismesini saglayacaktir. Bu fonksiyonel
gruplar hiicre Gzerindeki reseptdrlerin varhiginin tespit edilmesi amaciyla gesitli
karbonhidrat gruplan olabilecegi gibi, fibronektin gibi gesitli opsonik ajanlar da

olabilir.

Mikrokurelerin (Gzerine, fagositik calisma amaciyla takilabilecek opsonik
ajanlann diginda, gesitli hastaliklarin tedavisi amaciyla nakleotit, protein gibi
pek cok baska molekdller de vardir. Omegin, otoimmiin hastaliklarda viicudun
kendi dokularina karsi gelistirdigi reaksiyonu baskilamak, hatta yok etmek
fagositoz mekanizmasinin daha iyi anlasiimasi ile mimkin olabilir. Ayrica
fagositoz yolu ile yapilan gen terapi ¢alismalarinda degisiklie ugrayan hiicre
sayisinin arttirlimasi i¢in en fazla tercih edilen partikillerin kullaniimasi yine
fagositoz mekanizmasinin iyi bilinmesine baglidir.

Benzer caligmalarnn sadece monositler ve nétrofillerle degil, viicudun diger
bélgelerinde bulunan makrofajlarla da yapilmasi fagositoz ile ilgili galismalara
daha fazla destek saglayacaktir. Bunun yaninda, farkl yizey 6zelliklerine ve
fizikokimyasal 6zelliklere sahip bagka polimerik partikiillerin kullaniimasi ve
biyoteknolojik caligmalara yénelik olarak biyopargalanir polimerlerin
denenmesi, gelecek calismalarda fagositozun kullanildi§i arastirmalara
destek niteliginde olacaktir.
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