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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

BENTONIT, ZEOLIT NANOPAI_{TiKULLER_iNIN VE BENTONiT-ZEOLIT .
NANOKOMPOZITININ RETINA PIGMENT EPITEL HUCRELERINE ETKILERI
Resat DUMAN
Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Nanobilim ve Nanoteknoloji Anabilim Dali
Damisman: Dog. Dr. Atilla EVCIN

Bu ¢alismada; Bentonit nanopartikiilleri (BN) ve Zeolit minerallerinden Zeolit 4A
(Z4A) nanopartikiillerinin ve bunlarin nanokompozitlerinin ARPE-19 (insan Retina
Pigment Epiteli) hiicre hatlar1 {izerine etkileri incelendi. Bu etkiye gore retinal
hastaliklarda potansiyel bir hedefe yonelik goz ici tedavi ajani igin tasiyici sistemler
olusturulmast i¢in bu ajanlarin varsa potansiyel yararini ortaya ¢ikarmak amaglanmistir.
Uygun sayida pasajlamalar ile c¢ogaltilan ARPE-19 hiicrelerine belirlenen farkli
konsantrasyon araliklarinda BN ve Z4A’nin hem ayr1 ayri hem de nanokompozit olarak
uygulamalar1 yapilarak 24 saat inkiibasyondan sonra MTT testi ile canlilik dlgtimleri
yapildi. Nanobentonit, nanozeolit ve kompozitleri i¢in sitotoksik dozlar ve etkin dozlar
(IC50) belirlendi. Hiicre viabilitesi agisindan en yiiksek sonuglar 30 pg/ml BN ile elde
edilirken, Z4A ile hiicre viabilitesi agisindan en yiiksek sonuglar 1 pg/ml ile, Bentonit-
zeolitin nanokompozitinin (BZNK’nin) ise B10 pg/ml + ZEO10 pg/ml dozunda hiicre
viabilitesi agisindan en yliksek sonuglar elde edildi. Ayrica, bu etkin dozlar ile hiicre
lizatlarinda ELISA teknigi ile apoptosis analizi yapilarak kaspaz-3 diizeyleri
degerlendirildiginde ise kontrol grubu ile hem BN hemde Z4A grubunda kaspaz-3
aracilt apoptozis agisindan faklilik bulunmamistir. Bu da bu ajanlarin ARPE-19 hiicre

kiiltiirleri i¢in belirlenen dozlarda giivenli oldugunu gostermektedir.
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ABSTRACT
M.Sc. Thesis

EFFECTS OF BENTONITE, ZEOLITE NANOPARTICLES AND BENTONITE-
ZEOLITE NANOCOMPOSITE ON RETINAL PIGMENT EPITHELIAL CELLS
Resat DUMAN
Afyon Kocatepe University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Nanoscience and Nanotechnology
Supervisor: Assoc. Prof. Atilla EVCIN

In this study, the effects of bentonite nanoparticles and zeolite 4a nanoparticles and their
nanocomposites on ARPE-19 (Human Retinal Pigment Epithelium) cell lines were
investigated. The aim is to reveal the potential utility of these agents, if any, to establish
drug delivery systems for targeted intraocular therapeutic agents.After 24 hours
incubation, viability measurements with MTT were performed by applying BN and
ZAA and nanocomposites at different concentration ranges determined to ARPE-19
cells grown by appropriate number of passages. Cytotoxic doses and effective doses
(IC50) were determined for nanobentonite, nanozeolite and composites. The highest cell
viability results were obtained with 30 pg/ml BN, 1 pg/ml with Z4A, and B10 ug / ml +
ZEO 10 pg / ml with the nanocomposite of bentonite-zeolite. Furthermore, apoptosis
analysis by ELISA technique was used to evaluate caspase-3 levels in cell lysates with
these effective doses. There was no difference in caspase-3 mediated apoptosis in both
BN and Z4A groups. This suggests that these agents are safe at established doses for
ARPE-19 cell cultures.
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1. GIRIS

Goz hastaliklarinin tedavisinde ilag uygulamalarinda kullanilan yontemleri 4 temel
baslikta toplayabiliriz: sistemik uygulamalar (agizdan ve damar igine uygulama),
Topikal (damla, merhem, jel formlar1) uygulama, peribulber (géz ¢evresine yapilan)
uygulamalar (subtenon, subkonjuktival gibi), intravitreal (direk g6z igine yapilan)

uygulamalar.

Sistemik uygulamalarla ilaglarin géz i¢i dokulara gecisi ¢ok daha az olmaktadir.
Topikal uygulamalar 6n segment hsataliklar1 igin daha ¢ok tercih edilmektedir.
Peribulber uygulamalarda da ilaglarin gz i¢i dokulara gegisi snirli kalmaktadir.
Intravitreal uygulamalar ise retinal toksite, endoftalmi, retina dekolmani, iiveit ve

Katarakt gibi 6nemli komplikasyonlar goriilebilmektedir (Ugurlu 2013).

Oftalmolojik ilaglar hangi yontemle géz dokularina uygulanirsa uygulansin; goz
dokularinin anatomik bariyerleri yanisira, fizyolojik olarak diger dokulardan daha farkli
olmasi nedeni ile uygulanan ciddi problemlerle karsilagilmaktadir (Urtti 2006, Nagarwal
vd. 2009).

Yeni goz ilag ¢alismalarinda g6z i¢i dokulara uygulanmak istenen tedavilerdeki en
onemli sorun, hedef dokuda istenen terapdtik ilag dozunun saglanmasi sorunudur.
laglarm dagilimimi iyilestirmek ve etki siiresini artirmak amaci ile yani daha etkin
biyoyararlaniom elde edebilmek icin oftalmolojide nanoteknoloji temelli caligsmalar
giderek artmaktadir. Bu c¢alismada; Bentonit nanopartikiilleri (BN) ve Zeolit
minerallerinden Zeolit 4A (Z4A) nanopartikiillerinin ve bunlarin nanokompozitlerinin
ARPE-19 (insan Retina Pigment Epiteli) hiicre hatlari {izerine etkileri incelendi. Bu
etkiye gore retinal hastaliklarda potansiyel bir hedefe yonelik goz i¢i tedavi ajami icin
tastyict sistemler olusturulmasi igin bu ajanlarin varsa potansiyel yararini ortaya

¢ikarmak amacglanmustir.



2. LITERATUR BILGILERI
2.1 Retina

Goz dokusu kafatas1 icerisinde orbita adi verilen koruyucu bir kemik yap1 icerisinde
yerlesmistir. GOzlin yapisi incelendiginde kabaca 3 tabakadan olustugunu séylemek
miimkiindiir. En dista tunica fibrosa (sklera ve kornea) bulunmaktadir. Bu fibroz tabaka
sayesinde g6z kiiresinin sekli saglanmaktadir. Kornea tabakasi saydam bir tabaka olup
goriintliniin odaklanmasinda 6nemli bir gérevi bulunmaktadir. Orta tabakada (tunica
vasculosa): koroid, corpus ciliare, iris bulunmaktadir. En i¢ tabaka (tunica nervosa) ise:

retina’dir (Altintas 2013).

Goriintiinlin algilanmasinda ve islenerek oksipital kortekse gonderilmesinde en dnemli
tabaka Retina tabakasidir. Retinanin i¢ yiizeyi vitreus ile dis ylizeyi ise potansiyel bir
bosluk ile retina pigment epiteli ile temas halindedir. Retina esas olarak 2 ana baslikta

incelenir;

Norosensoriyel tabaka

Retina pigment tabakasi1 (RPE)

Retinanin distan i¢e dogru tabakalari:

1- Retina Pigment Epiteli
2- FotoreseptOr tabaka

3- Dis limitan tabaka

4- Dis niikleer tabaka

5- Dis pleksiform tabaka
6- Ic niikleer tabaka

7- 1g pleksiform tabaka
8- Ganglion hiicreleri

9- Sinir lifleri

10- I¢ limitan tabaka



2.2 Retina Pigment Epiteli (RPE)

Bruch membrani iizerinde; ndrosensoriyel tabaka ile koroid arasinda yer almaktadir.
Yapisinda melanin pigmenti igermektedir. Embiyolojik donemde melaninin ilk olarak
sentezlenmeye baslandig1 yer; RPE ‘dir. Retina Pigment Epiteli histolojik kesitlerde tek
katl1 4-8 koseli heksagonal hiicreler olarak tespit edilir.

Sekil ve biyiikliikleri retinanin farkli bolgelerinde degiskenlik gosterir. Makula
bolgesindeki hiicreler daha fazla melanozom igerirken, perifere dogru gittikge hiicreler
daha az pigment icerir ve caplar1 artar. RPE hiicreleri sabit sayida fotoreseptor hiicresi
ile iletisim halindedir. (Her bir RPE hiicresi i¢in yaklasik 45 fotoreseptor hiicresi).
Fotoreseptorlerle iletisimini saglayan; histolojik kesitlerde RPE hiicresinin fotoreseptor
hiicrelere bakan tarafta fotoreseptor dis segmentlerine ulasan mikrovilluslar
goriilebilmektedir (Altintas 2013). Retina ve RPE arasinda siki baglantilar mevcut

degildir; bu alan subretinal bosluk olarak adlandirilmaktadir.

Retina Pigment Epiteli hiicrelerinin 2 ana pigmenti melanozom ve lipofuksindir.
Melanozom Retina Pigment Epiteli sitoplazmik graniillerinde bulunur. Yasla birlikte
lizozomlar tarafindan yikilabilir. Melanin pigmenti retinaya 151¢in odaklanmasinda ve
absorbsiyonunda gorevlidir. Ayrica antioksidan etkisi de bulunmaktadir (Altintas 2013).
Lipofuksin ise fotoreseptorlerin hasarlanmis dis segmentlerine ait membran
lipidlerinden kaynaklandigi diigiiniilmektedir. Yagla birlikte Retina Pigment Epiteli
icinde giderek Lipofuksin pigmenti artmaktadir (Altintas 2013).

Yeni doganda doneminde 4-6 milyon RPE hiicresi vardir. Retina Pigment Epiteli

hiicrelerinin rejenerasyon yetenegi yoktur.

RPE hiicreleri birbirlerine baglanirken, lateral yiizeyleri Verhoeff membram
olusturarak, eksternal limitan membranla beraber dis kan-retina bariyerini meydana
getirir. Dis retina kan bariyerinde zonula okludens ve zonula adherens olarak
adlandirilan baglanti kompleksleri bulunmaktadir. Zonula okludensler su ve iyonlarin

serbest gecisini Onlemektedirler.



Retina Pigment Epitelinin en 6nemli gérevleri;

1- A vitamini metabolizmasi

2- Di1s kan retina bariyeri

3- Isik absorbsiyonu

4- Fotoreseptorlerin dis segment fagositozu,

5- Subretinal alandaki madde transportu,

6- Retina adezyonu,

7- Birgok biiyiime faktoriiniin sentezlenmesinden sorumludur (Triphati ve Wond 1999,
Marmor 2000, inan 2014).

2.3 Nanoteknoloji

“Nano” kelimesi bir fiziksel biiyiikliiglin milyarda biri anlamina gelir. Bir nanometre ise
metrenin bir milyarda biri olarak tanimlanabilir. Nanoteknoloji 1-100 nm boyutlarindaki
bilim ve teknoloji uygulamalar1 olarak bilim ve teknolojide pek c¢ok alanda
kulanilmaktadir (Sahoo vd. 2003). Nanoteknoloji; daha fonksiyonel, daha az yer
kaplayan, daha az enerji kullanan, daha dayanakli, daha ucuz ve hala bilemedigimiz

olaganiistii yeni 6zelliklere sahip iirlinlerin liretilmesine olanak saglamaktadir.

Gilintimiizde tip alanindaki 6zellikle nanoteknolojinin uygulamaya konulmasi ile birlikte
yeni bir dénem baslamistir. Oniimiizdeki 20 yil icerisinde ¢ok hizli bir sekilde
nanoteknolojik tirinlerin insanligin kullanimina sunulmasi beklenmektedir (Diebold ve

Calonge 2010).

2.4 Oftalmolojide Nanoteknoloji Uygulamalari

Nanotip uygulamalar1 oftalmoloji alaninda da yeni cihazlarin, yeni ilaglarin sayilarinin
artmasimna ve biyolojik sistemleri igeren molekiiler yapilarla benzer iiriinlerin
tiretilebilmesine olanak saglamaktadir. Oftalmolojide kullanilan ilaglarin g6z i¢indeki
hedef dokuya penetrasyonu engelleyen dogal bariyerlerin mevcudiyeti, hedef hiicre
seciminin daha o6zellikli olmasi, ilaglarin kontrollii salinnminin g6z dokulart igin
hassasiyeti  gibi  durumlar  ozellikle ilag  teknolojisinde  nanoteknolojinin

kullanilabilirligini artirmaktadir.



Ilag endiistrisinde nanoteknolojinin kullaniminda biyoyararlanim, biyouyumluluk, ilag
doz ayarlamalari, stirdiiriilebilir ilag serbest salinimlari, hedef doku se¢imi, genotoksite,

sitotoksite, doku hasar1 gibi kavramlar da 6n plana ¢ikmaktadir (Kamaleddin 2017).

Oftalmolojik uygulamalarla kullanilan terapétik nanoparcaciklarin tasariminda ve
tiretiminde dikkat edilmesi gereken biyoyararlanim ve biyouyumlulugu artiran bazi
Ozellikleri vardir. Kimyasal kompozisyon, partikiil biiyiikliigii, ilag uygulama big¢imi,
nanopartikiillerin kaplama ve yiizey ozellikleri, agregasyon dereceleri, zeta potansiyel
degerleri ve suda ¢oOziinirliik degerleri gibi 6zellikleri biyouyumlulugu ve

biyoyararlanimi etkileyen 6nemli 6zellikleridir (Kamaleddin 2017).

Ozellikle daha yiiksek molekiil agirliklar1 olan ilaglar, i¢ ve dis kan retina bariyerinden
kaynaklanan kisitli gecirgenlik nedeniyle goz i¢i dokulara uygun konsantrasyonlarda
ulagsamamaktadir. Arastirmalar 20 nm biyiikligiindeki nanopartikiillerin iyi retinal
konsantarasyonlara ulastigint ancak 100 nm biiyiikliigiindeki nanopartikiillerin ise
retinal konsantarasyonlarinin ¢ok diisiik oldugunu gostermektedir. Nanoteknoloji
sayesinde pozitif ve negatif yiiklii nanopartikiiller sayesinde ¢esitli dokulardaki yiizey
kimyasmin olumlu ve olumsuz etkileride giderilebilmektedir (Amrite ve Kompella
2005).

Farkli ilaglarin goz icinde kontrollii olarak salinimina izin veren invaziv/invaziv
olmayan nanosistemler ve ¢ok cesitli nanopartikiil tiirleri bulunmaktadir. Literatiirdeki
yayinlar degerlendirildiginde bugiine kadar cesitli dendrimerler, nanokristaller,
emiilsiyonlar, lipozomlar, kati lipid nanopartikiiller, miceller ve polimerik
nanopartikiiller igeren ¢esitli oftalmolojik nano ilag sistemleri gelistiriimeye devam
etmektedir (Akhter vd. 2005, Adjinto 2015, Peptu vd. 2015, Mitra vd. 2016).

2.5 On Segment Hastaliklarinda fla¢c Uygulamalar

NP tabanli intrastromal enjeksiyonu ile gerceklestirilebilen korneal gen tedavisi umut
vaat etmektedir. Yine intrastromal NP'lerle uygulanan anti-VEGF tedavileride kornea

neovaskiilarizasyonunun tedavisinde kullanilmistir (Qazi vd. 2012).



Betametazon igeren nanopartikiillerin artmis biyoyararlanim, kalig siiresi ve uzun siiren
etkileri ile tiveit tedavisinde olas1 bir ¢6ziim olabilecegi gosterilmistir (Sakai vd. 2006).
Kitosan hidrojelleri temelli nanopartikiillerin fungal keratitlerde tedavide korneal
yiizeydeki ilacin kalis siiresini ¢ok artirarak etkiledikleri gosterilmistir (Gratieri vd.
2011).

Ayrica kontakt lensler ile birlikte kullanilan nanopartikiillerin antimikrobiyal aktiviteyi
uzattigl, terapotik etkileri artirdigi ve keratit modellerinde siirekli salinim ile etki
edebilecegi gosterilmistir. Enfeksiyonlari, astigmatizmayi ve korneal skar dokusunu
azaltmak i¢in dendrimer temelli nanopartikiiller aracili hidrojeller korneal yara iyilesme
slirecini kontrol etmek igin deneysel anlamda kullanilmaktadir (Grinstaff 2007, Ciolino
vd. 2011). Nanohidrofilik polimer kullanilarak iiretilen hidojellerde degisik ilaglar i¢in
kontollii ilag salinimina izin veren yapilar olarak kullanilmaya baglanmistir (Li vd.
2013).

2.6 Arka Segment Hastaliklarinda ila¢ Uygulamalar

Retina ve subretinal bolgelere uygulanabilen NP temelli bazi ilaglarin (Deksametazon
asetat, bir integrin-antagonistinin) koroidal neovaskiilarizasyon (CNV) iizerindeki
inhibisyon etkilerine neden olabilecegi gosterilmistir. Minimal fototoksisite ile gozle
goriiliir derecede etkili CNV okliizyonu icin dendritik fotosensitizer ile yliklenmis bir
supramolekiiler nanotasiyicilar nanoteknoloji-bazli fotodinamik tedavi sitemi ig¢in
kullanilmaya baslanmistir. Yine nanopartikiil temelli ilaglarda CNV inhibisyonu i¢in
gen terapilerinde denenmektedir (Ideta vd. 2005).

Subretinal enjeksiyon yoluyla nanopartikiil aracili kompakt DNA kullanilarak

uygulanan okiiler gen teradivileri uygulanmaya baslanmistir (Cai vd. 2010).

Progresif retinal dejeneratif hastaliklarda nanoceria'in retina hiicrelerinde fotoreptor

hiicrelerin 151k kaynakli dejenerasyonunu engelledigi gosterilmistir (Chen vd. 2006).

Karboplatin ~ igerisindeki  dendrimerlerin  kapsiillenmesinin,  serbest  ilagla



karsilastirildiginda retinoblastoma tiimoriiniin bilylimesini azaltmada daha etkili oldugu

gosterilmistir (Kang vd. 2010).

Ayrica timolol ve brimonidine gibi ilaglarin nanoteknolojik tretimi Sayesinde

biyoyararlanimi artirilarak kullanilmaya baglanmistir (Tam vd. 2011).

2.7 Bentonit

Kil mineralleri, tane boyutu genellikle 2 mikrondan daha kiigiik olan ve tabakali yapiya
sahip sulu aliminyum ve magnezyum silikatlardir. Kil minerallerinin kristal yapisinda
bulunan her bir tabaka, tetrahedral (Si-O) ve oktahedral (Al-O-OH) katmanlariin {ist
iste dizilmesi ve ortak oksijen iyonlar1 araciliyla birbirine baglanmasiyla olusur (Sekil
2.1).

Ticari ad1 bentonit olan ve smektit grubunda yer alan montmorillonit (MMT) Kili, genel
kimyasal formiilii (Na, Ca)oss (Al, M@)2(Sis O10)(OH)2*nH20) olan tabakali yapiya

sahip sulu bir aliiminyum silikattir.

O ve {): Oksijen O ve @: Silisyum

Sekil 2.1 Bentonit tabakali yapisi
A: oktahedron, B: tetrahedron, C: oktahedral katman, D: tetrahedral katman (Grim
1968).



Bentonit
e Yiiksek spesifik yiizey alani,
e lyi adsorbans yetenegi,
e Yiiksek katyon degistirme kapasitesi,
e Mide-bagirsak bariyeri asmak i¢in muko-yapiskanlik,
e Oral olarak biyouyumlu,
e Yiiksek sisme kapasitesi,
e Plastisite,
e Yiiksek kimyasal stabilite,
e Asidik ortamlarda stabil kalma ve
e lyi mekanik 6zelliklerine sahiptir (Jain ve Datta 2015, lliescu vd. 2014, Aguzzi
vd. 2007, Kevadiya vd. 2012) ve
e Giglii bir detoksifikatordiir (Jain ve Datta 2015, Nayak vd. 2011).

En biiyiik kaynaklarinin bulundugu Wyoming, Fort Benton’dan sonra admni almigtir

(Moosavi 2017). Bentonit sahip oldugu iistiin karakteristik 6zellikleri ile

Farmasotik ve kozmetik endiistrisi,

Ilag tastyici sistemi,

Adsorpsiyon proseslerinde adsorban,

Kimyasal sentezleme proseslerinde katalizor,

Dental enfeksiyon ve

Gida paketleme malzemelerinde anti bakteriyel aktivite,
Hap tiretiminde yaglayici,

Emiilsiyon yapici,

NS N N N N N NI NN

Seramik, ¢imento ve benzeri endiistrilerde kullanilmaktadir. (Yang vd. 2016,

Elmore vd. 2014, Summa ve Tateto 2014, Jayrajsinh vd. 2017).

Kil minerallerin insanlar tarafindan tibbi amagla kullanilmaya baslamasi ilk caglara
kadar dayanir. Antik ¢aglarda Mezopotamya ve eski Misir’da cogunlugu kil olan tibbi
topraklarin  kullanildign  da ayrica kanmitlanmistir.  Homo  Erectus ve H.
Neanderthalensis'in yaralar1 iyilestirmek, tahrigleri gidermek, cildi temizlemek igin

cesitli killeri kullandiklarina dair isaretler vardir. Nubian topraklarin bir anti-



inflamatuvar olarak kullanilmast veya kadavralarin mumlanmas: i¢in ¢amur

materyallerini kullanmistir (Carretero 2002).

Bentonit kilinin detoksifiye edici ajan olarak davrandigi literatiirde gdsterilmistir. Bu
Ozellik, negatif ylik toksinlerinin emilimine yol acan polikatyonik dogasina atifta
bulunmaktadir. T-2, Fusarium mantarinin dogal olarak olusan bir yan {iriinii olan ve
insanlar ve hayvanlar i¢in toksik olan bir trikotesen mikotoksinidir. Siganlar, T-2
toksikozundan 2 hafta 6nce bentonit aldiginda, bu toksinin fekal atiliminda belirgin bir
artis, bentonitin T-2 toksikozuna karsi iyilestirici etkisini gosterdigi bildirilmistir

(Moosavi 2017).

Aflatoksinler, esas olarak karacigeri etkileyen bazi kiifler tarafindan dretilen zehirli ve
kansere neden olan kimyasallardir. ilk olarak 1989 yilinda Dvorak ve arkadaslari
bentonitin aflatoksini adsorbe etme kapasitesini gosterdigini bildirimislerdir (Moosavi
2017).Metal toksisitesi veya metal zehirlenmesi, belirli metallerin belirli formlardaki ve
yasamdaki dozlar iizerindeki toksik etkisidir. Kursun zehirlenmesi, insanlarda ve diger
omurgalilarda viicuttaki agir metal kursunun artan seviyelerinin neden oldugu tibbi bir
durumdur. Kursun c¢esitli viicut siireclerine miidahale eder ve kalp, kemikler,
bagirsaklar, bobrekler, iireme ve sinir sistemleri dahil olmak {izere bir¢ok organ ve doku
icin toksiktir. Domuzlarda, 100 giin boyunca montmorillonite beslenme takviyesi, kan,
beyin, karaciger, kemik, bobrek ve saglarda kursun konsantrasyonunu azaltmistir

(Moosavi 2017).

Kuzey Amerika'da alerjik kontakt dermatitin en yaygin goriilen cilt hastaliklarindan
birisidir. Quaternium-18 bentonit losyonunun deneysel olarak iiretilen alerjik kontakt
dermatiti 6nleme veya azaltmada etkili oldugu gosterilmistir. Ayrica, belirli bir oranda
bentonit mineralini igeren giines losyonlarinin, en yiliksek UV 15181 seviyesini absorbe
etmede piyasada bulunan gilines losyonundan daha giiclii olduklar1 bildirilmistir

(Moosavi 2017).

Bentonit, uzun bir siire tipta i¢in ishal tedavisi olarak kabul edilmistir. Oral yolla



uygulanan bentonitin farklt nedenli diyare (viriis enfeksiyonu, besin alerjisi, spastik
kolit, mukoza koliti ve gida zehirlenmesi) faktorlerinin % 97'sini tedavi ettigi
gosterilmistir (Moosavi 2017). Giliniimiizde antibiyotige direncli patojenik bakterilerin
sayis1 artmistir. Bu endise verici egilim yeni antibakteriyel ajanlari tanimlama ve
degerlendirme ihtiyacin1 ortaya koymaktadir. Dogal jeolojik minerallerin, yeni tedevi
edici bilesikler icin umut saglayabilecek antibakteriyel ozelliklere sahip oldugu
bildirilmistir. Montmorillonite'nin Escherichia coli'nin T1 ve T7 koliformlarini in vitro

absorbe edebilecegi gosterilmistir (Moosavi 2017).

Sahip oldugu bu 6zellikleriyle de montmorillonit kili yeni nesil ilag tagiyict sistemlerde
tek basina veya kompozit malzemelerde bilesen olarak kullanilabilir ve medikal kil
olarak kabul edilir (Aguzzi vd. 2007, Dong ve Feng 2005). Dogada bol miktarda
bulunan bu tabakali aliiminyum silikat hammaddesinin yukarida sayilan iistiin fiziko-
kimyasal ozellikleri yaninda tabaka kalinliklarinin ve tabakalar arasi bazal boslugun
yaklagik 0.9-1.2 nm olmasi ve tabaka aralarindaki katyonlarin daha biiyiik boyutlu
organik molekiiller veya inorganik bagska maddeler ile yer degistirebilmesi sebebi ile
montmorillonit kili yeni nesil ilag tasiyici sistemlerinde nano-kompozit malzeme
bilesenlerine bir aday olarak gosterilebilir (Lee vd. 2005, Liu vd. 2011).

2.8 Zeolitler

Zeolitler farkli boyutlarda ve yapilarda gézenek ve kanallara sahip kristal yapida;
sodyum, potasyum, magnezyum, kalsiyum, stronsiyum ve baryum gibi 1A ve 2A grup
elementlerinin hidrate aliimina silikatlaridir (Sekil 2.2). Minerallerin ¢ogu dogal olarak

bulunur ve diinyanin biiytlik bir kisminda biiyiik 6l¢iide yeraltindan ¢ikartilir.

Zeolit mineralleri zeolit yap1 ve 6zelliklerinin (adsorpsiyon, iyon degisikligi yapabilme,
adsorpsiyon ve buna bagli molekiiler elek yapisi, silis icerigi, ayrica tortul zeolitlerde
acik renkli olma, hafiflik, kiiclik kristallerin gézenek yapisi) bir¢ok arastirmalarinda

kullanilmaktadir.

Farkli boyutlarda ve yapilarda gozenek ve kanallara sahip olmasi nedeni, ile dogal ve

sentetik olarak mevcut olan zeolitler endiistride pek ¢ok alanda (kirlilik kontrolii, enerji,
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tarim — hayvancilik, maden — metaliirji- saglik) kullanilmaktadir.

@ counter |
fon position
&t sits | @ caunter ion position at sits I
a ' b c

Sekil 2.2. Zeolit A yapisinin gosterimi (Te Hennepe vd. 1988)
a. Hekzagonal pencerelerin merkezinde bulunan I yerindeki zit iyon konumuna sahip
P kafesine sahip kesikli oktahedron yap1 birimi
b. Il yerindeki katyon konumuna sahip a-kafesine erisim saglayan 8 iiyeli halkali
pencereyi olusturan 4 yap1 birimi veya B-kafesleri
C. a-kafesini olusturan yap1 birimlerinin kiibik dizilisi.
Zeolitler; saglik alaninda deterjan yapimindaiyon degistirici olarak en ¢ok deterjan
endiistrisinde su yumusatici ajan olarak veya fosfatlarin yerine, dis macunu ve ilag
uretiminde de kullanilmaktadir. Glimiis ve ¢inko yiiklenmis antibakteriyel etki gosteren
malzemelerin tiretilmesinde de zeolitler kullanilmaktadir (Bes Yillik Kalkinma Plani

1996).
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3. MATERYAL ve METOT
3.1 Deneysel Calismada Kullamlan Kimyasal Malzemeler

3.1.1. Bentonit

Na-Bentonitin (Karben Bentonit Turkey) XRF analizi Cizelge 3.1°de verilmistir.

3.1.2 Zeolit 4A

Bentonite katki1 maddesi olmak tizere Zeolit 4A (Union Carbide Linde Division, UOP)

kullanilmis olup ozellikleri Cizelge 3.2°de verilmistir. Zeolit 4A’nin SEM-EDX
fotografi Sekil 3.1°de verilmistir. Sekil 3.2, Sekil 3.3, Sekil 3.4 “ de sirasi1 ile Zeolit 4A
‘nin DTA-TG grafigi, Zeolit 4A ‘nin XRD paterni, Zeolit 4A ‘nin tane boyut analizi

gosterilmistir.

Cizelge 3.1 Kullanilan Na-Bentinotin XRF Analizi.

SiO2 AlOs  Fe203  CaO Na2O  MgO K20 TiO:
59,4997 17,8454 4,0841 3,2388 2,432 2,1291 10,9396 0,3506
P20s SrO MnO  SOs BaO Zr02  ZnO Ig
0,1252 0,1112 0,1067 0,074 0,0479 0,0295 0,0115 8,9747

cps

20—

15—

10—

Energy (kel)

Sekil 3.1 Zeolit 4A ‘nin SEM-EDX fotografi 1800X.
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Sekil 3.3 Zeolit 4A ‘nin XRD paterni.
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WENMASTERSIZER

KS AR-GE FYZYK LABORATUARI
Result: Analysis Report
Sample Details
Sample ID: Zeolit 4/A Run Number: 298 Measured: 5 Jun 2001 Tue 14:38
Sample File: 01DIGER Record Number: 77 Analysed: 5 Jun 2001 Tue 14:38
Sample Path: C:\SIZERMP\DATA\ Result Source: Analysed
Sample Notes: S.ONAL
5.6.2001
LAB.KYT:1567
System Details
Sampler: MS1 Measured Beam Obscuration: 16.9 %
Presentation: 5OHD [Particle R.I. = (1.5295, 0.1000); Dispersant R.l. = 1.3300]
Analysis Model: Polydisperse Residual: 0417 %
Modifications: None
~ Result Statistics
Distribution Type: Volume Concentration = 0.0082 %Vol Density = 2.630 g/ cub. cm Specific S.A.= 1.0080sq.m/g
Mean Diameters: D(v,0.1)= 0.85um D(v,05)= 7.07um D(v,09)= 17.15um
D[4,3]= 821um D[3,2)= 226um Span = 2.305E+00 Uniformity = 7.310E-01
["Size Low (um) In% Size High (um) Under% ize Low (um) In% Size High (um) Under%
.05 "0.00 0.06 0.00 569 574 6.63 47.28
0.06 0.00 0.07 0.00 6.63 6.61 7.72 53.89
0.07 0.00 0.08 0.00 7.72 7.35 9.00 61.24
0.08 0.00 0.09 0.01 9.00 7.92 10.48 69.16
0.09 0.01 0.11 0.01 10.48 7.56 12.21 76.71
0.11 0.02 0.13 0.03 12.21 6.70 14.22 83.42
013 0.04 0.15 0.07 14.22 5.52 16.57 88.94
0.15 0.09 0.17 0.16 16.57 422 19.31 93.15
0.17 0.18 0.20 0.34 19.31 298 2249 96.13
0.20 0.32 023 0.66 2249 1.92 26.20 98.05
0.23 053 0.27 1.20 26.20 1.12 30.53 99.18
0.27 0.76 0.31 1.95 30.53 0.58 35.56 99.75
0.31 0.90 0.36 286 35.56 0.25 4143 100.00
0.36 0.99 0.42 3.84 4143 0.00 4827 100.00
0.42 1.09 0.49 493 48.27 0.00 56.23 100.00
0.49 1.24 0.58 6.17 56.23 0.00 65.51 100.00
0.58 1.36 0.67 7.53 65.51 0.00 76.32 100.00
067 1.55 0.78 9.08 76.32 0.00 88.91 100.00
0.78 1.74 0.91 10.83 88.91 0.00 103.58 100.00
091 1.95 1.06 12.78 103.58 0.00 12067 100.00
1.06 214 1.24 14.92 120.67 0.00 140.58 100.00
124 228 1.44 17.20 140.58 0.00 163.77 100.00
144 225 1.68 19.45 163.77 0.00 190.80 100.00
1.68 210 1.95 2155 190.80 0.00 22228 100.00
1.95 1.96 2.28 23.51 22228 0.00 258.95 100.00
228 1.91 265 2543 258.95 0.00 301.68 100.00
265 2.04 3.09 27.47 301.68 0.00 351.46 100.00
3.09 241 360 29.88 351.46 0.00 409.45 100.00
3.60 3.02 419 3291 409.45 0.00 477.01 100.00
419 384 4.88 36.75 477.01 0.00 555.71 100.00
4.88 4.79 5.69 41.54
%
10 100
1 B P 80
& 80
i 70
dl & 60
4 50
4 40
15 A 30
SR, \ 20
<+ ///)\/ =
0 e N
0.1 1.0 10.0 100.0 : 1000.0

Sekil 3.4 Zeolit 4A ‘nin tane boyut analizi.
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Cizelge 3.2 Calismada kullanilan Zeolit 4A’nin 6zellikleri.

Sorpsiyon  Goézenek Gozenek

Zeolit - rakieri Cap1(A)  Hacmi (cc/g) Zitiyon
4A Hidrofilik 4 0,29 Na*
3.2 Hiicre Kiiltiirii

Bu c¢alismada ARPE-19 (a human RPE cell line, ATCC, Manassas,VA) hiicre hatt1
kullanilda.

ARPE-19 (a human RPE cell line, ATCC, Manassas,VA) trafik kazasinda dlen saglikli
19 yasinda erkek dondriin globundan hazirlanmistir (Lions G6z ve Doku Bankasi, CA,
ABD). Donoriin 6liimiinden 2 saat sonra eniikleasyon yapilan glob 12 saat soguk
ortamda saklanmisg, sonrasinda kalsiyum-magnezyum iceren Puck’in salin solusyonu,
0.1 mg/ml streptomisin 100 U/ml penisilin’le yikanmistir. Retina optik diskten itibaren
diseke edilmis. Selektif tripsinizasyon islemi yapilarak birinci pasaj kuboidal hiicre hatti
elde edilmis, yilizeyel hiicrelerden arindirilmistir. Hiicre hattt 16 ml DMEM
medyumundan 25cm lik flasklarda %10 konsantrasyonda CO2 olan ortamda 37°C
sicaklikta etiivde steril sartlarda bekletilmis, medyumlar haftada bir degistirilmistir
(Bayramova 2018).

ARPE-19 primer insan RPE hiicrelerinin 06zelliklerini tasimakla beraber hizli
proliferasyon ozelligi ile diger RPE hiicre kiiltiirlerinden farklilik gostermektedir.
Hiicrelerin bolinmesi yaklagik 24 saat olarak hesaplanmistir. Hiicrelerin elektron
mikroskopsinde kuboidal, kolumnar yapili, apikal mikrovillus igeren, hiicreler aras1 siki

adezyon baglantilarina ve birgok organele sahip oldugu goriilmiis (Bayramova 2018).

Sivi azot tankinda dondurulmus halde kriyovial tiipler ig¢inde saklanan ARPE-19
hiicreleri 37°C’lik su banyosunda kriyovial tiipiin kapak hizasinin suya batirilmamasina
dikkat edilerek hizli sekilde ¢oziindii. Temel hiicre kiiltiirii prensiplerine dikkat edilerek
bu hiicreler flasklara ekildi.Hiicre kiiltiirii flasklarda siispansiyon ortaminda hiicrelerin

biiyiitiilmesi ve ¢ogaltilmasi basamaklar1 asagida verilmistir.
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3.3 Hiicre Pasaji

ARPE-19 hiicreleri flaskin tabanina yapisan karakterdedir. Hiicreler %10 (v/v) oraninda
1s1 ile inaktif edilmis fotal buzagi serumu (FCS) ve 5 mM glutamin, 100 U/ml penisilin,
100 pg/ml streptomisin, 1 mM sodyum piruvat, 50 mikroM 2-merkaptoetanol ve 10
mM HEPES iceren RPMI 1640 besi yerinde 37°C, %5 CO2 ve %95 hava igeren bir
atmosferde inkiibe edildi. Hiicreleri ¢ogaltmak amaciyla yaklastk cm karede 4x10*
hiicre yogunlugu olacak sekilde 75 cm?’lik flasklara 3x10° hiicre 20 ml besi yeri iceren
kiltir kabma (150-mm flask) konarak 4-5 giin siireyle inkiibasyona birakildi.
Stispansiyon steril kapakli tiiplere aktarilarak 400xg ve 25°C’de 5 dakika santrifiyj
edilerek hiicre tortusu elde edildi. Pelet {izerine tiip hacminin yaklasik 1/3’t kadar taze
besi yeri sivisi konarak pipet ile karistirildi ve buradan alinan 20pul hiicre slispansiyonu
ile 90 pl tampon (IxPBS + %1 FCS) ve 100 pl tripan mavisi eppendorf icinde
karistirildi. Mikroskopik incelemede karisimda beyaz renkte canli hiicreler ile mavi
renkte Olii hiicrelerin mililitredeki sayis1 hemositometre iizerinde belirlendi. Sayimi
yapilan hiicrelerden yapilacak pasajlamalarda yeni kiiltiir kaplarma 10° hiicre/ml olacak
sekilde hiicreler dagitildi ve yeterli miktarda medium eklenerek inkubasyona kaldirildu.
Pasajlama islemi sonrasi hiicrelerin zemine tutunabilmeleri i¢in 24 saat beklenildi.

Flasklarin iizerine tarih, hiicrenin ad1, pasaj numarasi yazildi (Bayramova 2018).

Daha sonra deneyler i¢in hiicre elde etmek amaciyla flasklara asagida listelenen gruplar
olusturuldu.

1. Kontrol grubu (ARPE-19 hiicreleri ve medium)

2. BENTONIT grubu (ARPE-19 hiicreleri+medium+Bentonit)

3. ZEOLIT 4A grubu (ARPE-19 hiicreleri+medium+Zeolit 4A)

4. BENTONIT + ZEOLIT 4A grubu (ARPE-19 hiicreleri+medium+ Bentonit + Zeolit
4A)

3.4 MTT Hiicre Viabilite Ol¢iim Testi

MTT, hiicre canlilig1 ve iiremesini 6lgen, hassas, tekrarlanabilir, uygulanmasi kolay ve
radyoaktif izotop kullanimi gerektirmeyen avantajli bir yontemdir. Bentonit

nanopartikiillerinin ~ (NP’lerinin), Zeolit 4A NP’lerinin ve bentonit-zeolitin
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nanokompozitinin (NK’nin) ARPE-19 hiicreleri iizerindki etkisinin degerlendirilmesi
amaciyla MTT hiicre viabilite 6l¢iim testi yapildi. Kontrol grubunun viabilitesi %100

olarak degerlendirildi.

Bu yoéntemle 2x10*hiicre/ml de olacak sekilde hazirlanan hiicre siispansiyonundan,
100ul 96 kuyulu hiicre kiiltiirii tabakalarinin her kuyucuguna aktarildi. Ayn1 zamanda
hiicrelere 0,0002-0,001-0,002-0,01-0,02-0,1 mg/ml konsantrasyonlarinda bilesenler
eklenerek 37°C’ de inkiibe edildi. 24 ve 48 saat inkiibasyon siiresi sonunda her bir
kuyucuga 20 ul MTT boyast (5 mg/ml) ilave edilere, hiicreler 37 °C’ de 2 saat daha
inkiibe edildi. Bu silire sonunda hiicrelerden MTT boyast uzaklastirilmis ve her bir
kuyuya 200 ul DMSO eklenerek 10 dakika inkiibe edilmistir. Renk degisimi, ELISA
plaka okuyucusunda 540 nm dalga boyu ile belirlenmistir. Bilesen ile muamele
edilmeyen kontrol hiicre canliligt % 100 olarak kabul edilerek, deney hiicrelerinin

canlilik oranlar1 % olarak ifade edilmistir (Denizot ve Lang 1986).

3.5 Kaspaz 3 Testi

Biyokimyasal ve morfolojik olaylar sonucu olusan apoptozis ve nekroz; hiicre
Olimiiniin iki farkli bigimidir (Kiess ve Gallaher 1998). Nekrozda hiicre siser,
organeller bozulur, plasma membran1 yirtilir. Sitoplazma materyali hiicre disina gegerek
inflamasyona neden olur. Apoptozis sirasinda ise plazma membrani yirtilmaz.
Caligmalarda apoptozis nedenli hiicre 6liimiiniin belirlenmesinde Kaspaz 3 diizeylerinin
Ol¢iilmesi apoptozisin gosteirlmesi agisindan onemlidir. Hiicre hatlarinda 3 grup igin
ayr1 ayr1 yapilan MTT Hiicre Viabilite 6l¢lim testi sonuglarina gore belirlenen etkin

dozlar i¢in kontrol grubu ile kiyaslanmak {izere Kaspaz 3 testi uygulandi.

3.6 istatistiksel Analiz

Elde edilen verilerin istatistiksel analizleri SPSS (versiyon 15.0) paket programi
kullanilarak  yapilmigtir. Gruplar aras1 farkliliklar Kruskal-Wallis  testi ile
degerlendirildi. Gruplarin ikili karsilagtirmasi i¢in ise Dunn Coklu Karsilastirma testi

kullanildi. 0,05’ten kiiclik p degerleri anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1 ARPE-19 Hiicrelerinde MTT Hiicre Viabilite dl¢iim testi sonuclari

Bentonit NP’lerinin, Zeolit 4A NP’lerinin ve bentonit-zeolitin NK’nin ARPE-19
hiicreleri iizerindeki etkisinin degerlendirilmesi amaciyla MTT hiicre viabilite 6l¢lim

testi yapildi. Kontrol grubunun viabilitesi %100 olarak degerlendirildi.

Bentonit nanopartikiillerinin tek basina farkli dozlarda (1,5,10,30,60,120,240 pg/ml)
ARPE-19 hiicrelerinin canlilik diizeyleri tizerindeki etkisi degerlendirildi (Cizelge 4.1).
En yiiksek canlilik diizeyi 30 pg/ml Bentonit verilen hiicrelerde elde edildi.

Zeolit 4A NP’lerinin tek basina farkli dozlarda (1,5,10,30,60,120,240 pg/ml ARPE-19
hiicrelerinin canlilik diizeyleri {izerindeki etkisi degerlendirildi (Cizelge 4.2). En yiiksek
canlilik diizeyi 1 pg/ml Zeolit 4A verilen hiicrelerde elde edildi.

Bentonit-zeolitin NK’nin ARPE-19 Hiicreleri tizerindeki etkisi degerlendirildi. En
yiksek canlilik diizeyi B10+ZEO10 pg/ml Bentonit-zeolitin nanokompoziti verilen
hiicrelerde elde edildi (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.1 Bentonit nanopartikiillerinin farkli dozlarda pg/ml ARPE-19 Hiicrelerinde MTT

Hiicre Viabilite 6l¢iim testi sonuglart.
Konsantrasyon Canhhk

1 67,597

5 51,46358
10 59,22396
30 72,77059
60 64,1933
120 71,5525
h240 70,0933
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Cizelge 4.2 Zeolit 4A nanopartikiillerinin farkli dozlarda pg/ml ARPE-19 Hiicrelerinde MTT
Hiicre Viabilite 6l¢iim testi sonuglari.

Konsantrasyon Canhihk

1 81,1164

5 66,23553
10 73,56478
30 57,0683

60 54,02768
120 48,95848
240 46,15385

Cizelge 4.3 Bentonit-zeolitin nanokompozitinin farkli dozlarda pg/ml ARPE-19 Hiicrelerinde
MTT Hiicre Viabilite 6l¢tim testi sonuglari.

Konsantrasyon = Canhihik

B1+ZEO5 46,15385
B5+ZEO10 40,889
B5+ZEQO30 57,81711
B5+ZEO120 52,03086
B10+ZEO5 58,8155
B10+ZEO10 70,13842
B10+ZEO30 55,38915
B10+ZEOG0 50,53324
B10+ZEO120 57,6174
B30+ZEO5 43,11323
B30+ZEO10 48,8767
B30+ZEO30 44,02088
B30+ZEO120 52,8023
B60+ZEOS5 51,1686
B60+ZEO10 39,8457
B60+ZEO30 44,86045

B60+ZEO60 46,81189
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4.2 Kaspaz 3 Testi Sonuglari

Yapilan MTT analizleri ile ARPE-19 hiicreleri viabilitesi agisindan en yiiksek sonuglar
veren dozu kullanilarak Bentonit NP’lerinin, Zeolit 4A NP’lerinin ve bentonit-zeolitin
NK’nin ayr1 ayr1 apoptozis lizerine etkilerinin degerlendirilmesi amaciyla yapilan
kaspaz 3 ELISA testi sonuglar1 Cizelge 4.4> de detayli olarak sunulmustur. MTT test

sonuclar1 dagilimi ise Cizelge 4.5 de sunulmustur.

Cizelge 4.4 Bentonit NP’lerinin, Zeolit 4A NP’lerinin, bentonit-zeolitin NK ve kontrol
grubumuzun caspaz 3 degerleri.

Grup Mean Std. Deviation  Minimum  Maximum  Median

Kontrol ,15765317  ,071571567 ,082038 ;243139 ,15709050
Bentonit ,14469583 ,036039855 ,085484 ,193398 ,14757100
ZeolitdA ,23567267 ,061435258 ;130999 ;311974 ,25067700
B+Z ,28635660 ,155728859 ;115411 ;539265 ,26452500
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Sekil 4.1 Bentonit nanopartikiillerinin (NP’lerinin), Zeolit 4A NP’lerinin, bentonit-zeolitin
nanokompozitinin (NK) ve kontrol grubumuzun MTT test sonuglar1 dagilimu.
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Elde edilen veriler gruplar aras1 farkliliklar Kruskal-Wallis testi ile degerlendirildi.
Gruplarin ikili karsilastirmasi icin ise Dunn Coklu Karsilastirma testi kullanildi.
0,05’ten kiigiik p degerleri anlamli kabul edildi. (Cizelge 4.6) Dagilimlar1 ise ¢izelge

4.7’ de sunulmustur.

Caspaz-3 testi sonuglar1 degerlendirildiginde; kontrol grubu ile bentonit nanopartikiil
grubu arasinda ve kontrol grubu ile zeolit 4A nanopartikiil grubu arasinda; istatistiksel
acidan anlamli farklillk ¢ikmamustir. Kontrol grubu ile bentonit ve zeolit 4A

nanokompozitini kalsisaltirildiginda ise ise istatiksel olarak anlamli farklilik ¢ikmistir.

Cizelge 4.5 Bentonit nanopartikiillerinin (NP’lerinin), Zeolit 4A NP’lerinin, bentonit-zeolitin
nanokompozitinin (NK) ve kontrol grubumuzun caspaz 3 test sonuglar1 Dunn
Coklu Karsilastirma testi ile karsilastirilmasi.

Pairwise Comparisons of GRUP

Ornek 1-Ornek 2 Test Std. Hata Std. Test Sig.  Adj. Sig
Istatistigi Istatistigi
Bentonit-Kontrol ,833 3,916 ,213 ,831 1,000
Bentonit-Zeolit4A -8,167 3,916 -2,086 ,037 222
Bentonit-B+Z -9,133 4,107 -2,224 ,026 157
Kontrol-Zeolit4A -7,333 3,916 -1,873 ,061 367
Kontrol-B+Z -8,300 4,107 -2,021 ,043 260
Zeolit4A-B+Z -,967 4,107 -,235 ,814 1,000
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Sekil 4.2 Bentonit nanopartikiillerinin (NP’lerinin), Zeolit 4A NP’lerinin, bentonit-zeolitin
nanokompozitinin (NK) ve kontrol grubumuzun Caspaz -3 test sonuglart dagilimu.
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5. TARTISMA ve SONUC

Nanoteknoloji kullanilarak fretilen kontrollii ila¢ salinimi yapabilen ilag tasima
sistemleri sayesinde; ilaglarin kontrollii uygulanmasi, ilag parcalanmasini en aza
indirmek, yan etkilerin azaltilmasi, ilag biyoyararlaniminin arttirilmasi, hedeflenen
alanda ilagin efektivitesini artirmak, ila¢ geg¢irgenliginin arttirilmasi amag¢lanmaktadir

(Sahoo vd. 2008, Zarbin vd. 2010).

Giiniimiizde iretilen nanoteknolojik kontrollii ilag salimimi yapabilen ilag tasima
sistemlerinde: polialkilsiyanoakrilat, polimetilmetakrilat, polikaprolaktone, jelatin,
alblimin, polilaktik asit, kil mineralleri, hidroksiapatit, kitosan gibi pek ¢ok sentetik ve
dogal biyouyumlu malzemeler kullanilmaktadir (Gurny vd. 1985, Diepold vd. 1989,
Losa vd. 1991, Merodio vd. 2002, Luo vd. 2016).

Calismamizda kullandigimiz MMT kilinde negatif yiizey yiikii bulunmaktadir.
Katmanlar aras1 bolgelerde degistirilebilir katyonlarin (Na +, Ca2 +, vb.) emilimi ile bu
negatif ylik dengelebilmektedir. Bu nedenle, katyonik bilesikler ara tabaka bosluguna
araya girme egilimindedir veya bir kompleks olusturmak i¢in MMTnin ylizeyine
baglanma egilimindedir. Ayrica MMT Kili sahip oldugu yiiksek spesifik yiizey alani, iyi
adsorban yetenegi, yiiksek katyon degistirme kapasitesi, muko-adezif, biyouyumlu,
diisiik veya sifir toksisite, giiclii detoksifikator, yiiksek sisme kapasitesi, plastisite,
yiikksek kimyasal stabilite ve asidik ortamlarda stabil kalabilme, esnek ara tabaka
araliklar1 yetenegi gibi iistiin 6zellikleriyle farmasotik endiistride kontrollii ve hedefli
ilag tastyict sistemleri i¢in tek basina veya modifiye edilerek kullanilmasi i¢in biiyiik bir
potansiyele sahiptir (Aguzzi vd. 2007, Nayak vd. 2011, Kevadiya vd. 2012, Calebrese
vd. 2013, Iliescu vd. 2014, lliescu vd. 2014, Anirudhan vd. 2014, Rajkumar vd. 2015,
Lal and Datta 2015).

Glokom alaninda yapilan; Montmorillonite/chitosan nanopartikiillerini  kullanilan
calismada MMT ile hazirlanan yeni nanopartikiillerinin betaxolol hydrochloride i¢in
basaril1 bir ilag dagitim sistemi olabilecegi gosterilmistir. Belirgin bir toksite izlenmez
iken farmokinetik dagilimlarinin iyi oldugu, etki siiresinin uzun oldugu ve goz ici

basincinda yiiklenen bu ilag ile iyi bir basar1 elde edildigini bildirmislerdir ( Li vd.
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2018).
Literatiirde Retina Pigment epitel ve MMT kili ile ilgili ¢ok fazla calisma

bulunmamaktadir.

Literatiirde sadece bir c¢alismada calismada montmorillonite bazli polyurethane
nanokomposite kullanilmistir. ((Isophorone diisocyanate (IPDI) 8.58 Polycaprolactone-
diol 1000 (PCL1000) 4.85 Polycaprolactone-diol 2000 (PCL2000) 9.09 2,2-
bis(hydroxymethyl) propionic acid (DMPA) 0.97 Triethylamine (TEA) 0.73 Water
74.70 Hydrazine (HZ) 1.08)) (Da Silva vd. 2013).

Retina Pigment epitel transplantasyonu i¢cin ARPE-19 hiicrelerinin baglanabilecegi bir
tabaka tasarlamayi amaglayan bu ¢alismada RPE hiicrelerinin, in vitro baglanmasi,
hayatta kalmasi, organizasyonu ve farklilagsmasi arastirilmistir. Bu tasarlanan tabakanin
transskleral metod ile subretinal bosluga RPE hiicrelerini iletmek i¢in Bruch
membranina benzer sekilde gézeneklerden olusmasi, esnek ve ince olmasi, biouyumlu,
biyobozunur olmas1 gerektigi vurgulanmistir. Bu yapinin immun yanit1 uyarmamasi, A
vitamini, glikoz, yag asitleri gibi hiicre ihtiyaclarinin gegisine izin vermesi gerektigi

vurgulanmustir.

Montmorillonit kili nanopartikiillerinin RPE hiicre kiiltiirlerininn mekanik 6zelliklerini
ve biyobozunurlugunu kontrollii hale getirildigi 6ne siiriilmiis. 15 giinliik bekleme
siiresinden sonra ARPE-19 hiicrelerinin, MTT testi ile viabilitesi 98.56 + 4.59 olarak
bulunmus. Kontrol grubu %100 kabul edilmis. Istatiksel olarak kontrol grubu ile
anlaml bir farklilik olmadig1 gosterilmis. Degerlendirilen nanokompozit ve bozunma
triinlerinin  ARPE-19 hiicreleri i¢in toksik olmadigi oOne siiriilmiis. ARPE-19
hiicrelerinin %89.43 + 5.89 % unun basarili bir sekilde yeni yapilan nanokompozite

baglandigini ve yapisip ¢ogalabildigini gostermistir (Da Silva vd. 2013).

Ayrica elektron mikroskopisi ile 15. giin sonunda bu nanokompozitin iizerindeki RPE
hiicrelerinin organellerinin, sitoplazmik yapilarinin ve membranlarinin morfolojik
olarak normal oldugu, tek katli RPE ozelliklerinin ve zonula okludenslerin korundugu

gosterilmistir.
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Son olarak bu nanokompozit Kahverengi Norveg si¢anlarinda subretinal transskleral
olarak yerlestirilmis. 15 giin sonunda histolojik olarak arka segmentte bu

nanokompozitin biyouyumlulugu gésterilmistir (Da Silva vd. 2013).

Bu c¢alismada polimerik matrise dahil edilmis montmorillonit nanokompozitinin
muhtemelen poliliretanin yilizey kimyasini uyarladigini ve bu yiizeyin hidrofilisitesini
arttirdigini ve boylelikle fonksiyonel ARPE-19 hiicre hatt1 gelisimini desteklegini 6ne
stirmiislerdir (Da Silva vd. 2013).

Bir bagka ¢aligsmada ise rod hiicrelerinden esinlenerek gorsel bir fotokromik fonksiyona
sahip katmanli iyon kanallari, aliimina nano goézenekli zar yiizeyinde spiropiran-
modifiye edilmis montmorillonit ile olusturulmustur. Ve bdylece montmorillonit ile
kontrol edilebilir iyon aktarimi ig¢in degistirilebilir durumlu rod hiicrelerine benzer

sekilde fotokromik katmanli iyon kanallar1 olusturma potansiyeli gosterilmistir (Xiao
vd. 2019).

Bizim ¢alismamizda ise Bentonit nanopartikiillerinin tek basina farkli dozlarda (1, 5, 10,
30, 60, 120, 240 pg/ml) ARPE-19 Hiicreleri tizerindeki etkisi degerlendirildi. ARPE-19
Hiicreleri viabilitesi agisindan en yiiksek sonuglar 30 pg/ml Bentonit ile elde edildi.
Ayrica biyouyumluluk agisindan apoptozisin degerlendirildigi, Kaspaz-3 testi
sonuglarimiza gore kontrol grubu ile bentonit nanopartikiil grubu arasinda istatistiksel

acidan anlamli farklilik ¢ikmamastir.

Zeolitler genellikle adsorban materyaller olarak kullanilmaktadir. Zeolitler negatif yiike
sahiptir ve bu yiik katyonlarla (6zellikle Na + veya K +) dengelenir. Bu katyonlar, bir
¢ozelti i¢inde agir metaller veya amonyum iyonlar1 gibi arzu edilen pozitif iyonlarla
degistirilebilir (Rozi¢ vd. 2000, Savi vd. 2018). Zeolitler iyi tanimlanmis yapilari, kiigiik
molekiillere geri doniisiimlii baglanma, sekil ve biiyiikliik seciciligi ve metaloenzimler
gibi davranma ve bagisiklik sistemi Ozelliklerini diizenleme yetenekleri nedeniyle
yaygin olarak ila¢ dagitim sistemlerinde kullanilacag: diisiiniilmektedir (Inoue vd. 2002,
Kralj ve Pavelic 2003).
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Cesitli zeolitlerin detoksifiye edici, antioksidan, anti- inflamatuvar ve ndroprotektif

etkileri gosterilmistir (Mastinu vd. 2018, Bacakova vd. 2018).

Gilimiis gomiilii zeolit tip A'min Escherichia coli, Bacillus subtilis ve Staphylococcus
aureus'a kars1 antibakteriyel oldugu bildirilmistir (Zhang vd. 2009). Ayrica, zeolit X
tirii de, E. coli, Pseudomonas aeruginosa ve S. aureus'a kars1 bakterisidal etkiye sahip

olacak sekilde giimiis ile emprenye edilmistir (Kwakye-Awuah vd. 2008).

Istenilen 6zellige gore, zeolit formiilasyonlari, tibbi cihazlarn, yiizeylerin, tekstillerin
veya antimikrobiyal Ozelliklerin gerekli oldugu ev esyalarmin iiretiminde kullanilan
polipropilen veya polietilen gibi farkli malzemelerle birlestirilebilir (Demirci vd. 2014).
Zeolitler, anti-kanser tedavide yeni bir adjuvan olarak disiiniilmektedir. 5-Fu,
doxorubicin ve mitoxantrone gibi ilaclarin zeolitler ile taginabildigi goOsterilmistir.
(Grund vd. 2012, Vilaca vd. 2013, Khatamian vd. 2016, Adhikari, vd. 2015). Ayrica
zeolitleirn indometazin ve ibuprofen gibi bazi antiiflamatuvar ilaglar i¢in de kontrollii

salinim imkani1 verebilecek bir tasiyici olabilecegi gosterilmistir (Khodaverdi vd. 2014).

Bu ¢aligmada ise Zeolit 4A NP’lerinin tek basina farkli dozlarda (1, 5, 10, 30, 60, 120,
240) pg/ml ARPE-19 Hiicreleri {izerindeki etkisi degerlendirildi. ARPE-19 Hiicreleri
viabilitesi agisindan en yiiksek sonuglar 1 pg/ml ile elde edildigi gosterildi. Ayrica
Bentonit-zeolitin nanokompozitinin (NK’nin) RPE-19 Hiicreleri {izerindeki etKkisi
degerlendirildiginde ; ARPE-19 Hiicreleri viabilitesi agisindan en yiiksek sonuclar B10
ug/ml  +ZEO10 pg/ml Bentonit-zeolitin nanokompoziti ile elde edildi. Ayrica bu
giivenli dozlarda Kaspaz-3 testi sonuglar1 degerlendirildiginde kontrol grubu ile zeolit
4A nanopartikiil grubu arasinda apoptozis agisindan istatistiksel acidan anlamli farklilik
cikmamistir. Ama kontrol grubu ile bentonit ve zeolit 4A nanokompozitini

kalsilagtirildiginda ise ise istatiksel olarak anlamli farklilik ¢ikmistir.

Literatiirde Zeolit 4A ve Retina Pigment epiteli ile ilgili calismaya rastlaniimamistir.
Biz bu ¢aligmada litetiirde ilk defa Zelit 4A nin 1 pg/ml dozunda RPE hiicre kiiltiirii i¢in

biyouyumlu oldugunu 6ne siiriilmektedir.
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Sonug olarak bu ¢aligmada kullanilan bentonit ve Zeolit 4A; iyi biyouyumluluk,
yiikksek adsorpsiyon kabiliyeti, yiiksek katyon degisim kapasitesi ile retinal
hastaliklarda potansiyel bir hedefe yonelik g6z i¢i tedavi ajani igin tasiyict sistemler

olusturulmasi i¢in kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.
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