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B-ESTRADIOL YUKLU DOKU iSKELELERIi ILE IN-VITRO KEMiK DOKU
MUHENDISLIGI

Gilseren IRMAK

0z

Sunulan tez calismasinda, kemik doku rejenerasyonuna yonelik olarak 17-f
estradiol (E2) yuklu poli (laktik-ko-glikolik asit) PLGA nanopartikil-kitosan/HA doku
iskelesi sistemi gelistiriimesi ve olusturulan sistemin in-vitro etkinliginin adipoz
kokenli mezenkimal kok hicre (AdMSC) kulturlerinde arastirilmasi amaglanmistir.

Tez galismasinin ilk asamasinda farkli poli-laktik asit/poli-glikolik asit (PLA/PGA)
(50:50 ve 65:35) bilesimlerine sahip PLGA kopolimerlerinden, bos ve 17-3
estradiol yUkli nanopartikiller, emulsiyon-¢gdzlucu-buharlastirma yontemi ile
hazirlanmistir. Nanopartikullerin karakterizasyonu sonucu, bos ve E2 yuklu partikul
blyikliklerinin sirasiyla yaklagik 200 ve 241 nm oldugu saptanmistir. Uretilen
nanopartikillerin E2 enkapsulasyon verimlerinin, 50:50 PLGA igin %29 ve 65:35
PLGA igin ise % 52 oldugu HPLC ve UV spektrofotometre olgimlerinden
hesaplanmigs ve en uygun taslyict sistemin 65:35 PLGA nanopartikillerle
olusturulabildigi belirlenmistir. Nanopartikillerden salim g¢alismasi 40 gun
surdurtlmus ve nanopartikullere yuklenen E2’nin % 45’inin salindig1 saptanmistir.

icsel baglantili ve makrogdzenekli kitosan/hidroksiapatit (HA) siipergdézenekli doku
iskeleleri, gaz kopuklestirme teknigi ve mikrodalga isima ile g¢apraz-baglama
yontemi bir araya getirilerek sentezlenmistir. Sulu fazda bulunan E2 yukli PLGA
nanopartikuller, kitosan/HA doku iskelelerine, onceden hazirlanmis iskelelere
emdirilerek ve iskele Uretimi sirasinda kitosan ¢ozeltisine katilarak olmak tzere iki
sekilde yuklenmistir. Ticari olarak bulunan suda ¢ézinur E2 de doku iskelelerine
emdirilerek yuUklenmistir. SEM (taramali elektron mikroskobu) ve FTIR (Fourier
donusumlU kizilétesi spektroskopisi) analizleri ile PLGA nanopartiklllerin her iki
yontemle de doku iskelesi yapisina basariyla katildiklari gozlenmistir.

Nanopartikullerin emdiriimesiyle hazirlanan doku iskelelerinden salim ¢alismasi 55
gln surmus ve 17-B estradiol’dn %100’Gndn salindigr kimulatif salim profilinden
belirlenmistir. Nanopartikullerin doku iskelesi Uretimi agsamasinda yuklendigi
durumda ise salim 135 gun sirmustur ve sistemden 17-f estradiol’in % 92’sinin
salindigi belirlenmistir. Suda ¢dzinlr E2 yukli doku iskelesinden yapilan salim
calismasinda E2’nin 8 ginde % 80’i salinmigtir.

Tezin son asamasinda, E2 igeren PLGA nanopartikil-kitosan/HA doku iskelesi
sisteminin osteojenik aktivitesi ADMSC’ler kullanilarak in-vitro kosullarda hticre
kultara calismalari ile incelenmistir. Doku iskelelerinde hicre Gremesi MTT (3-[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolyum bromuir) analizi ile htcrelerin doku iskelesi
icerisindeki morfolojileri ise SEM ile belirlenmistir. Erken dénem osteojenik
farkhilasma, ALP(alkalen fosfataz) aktivitesinin olgimu ile belirlenmistir. RT-PCR
(gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu) ile AdMSC’lerin kollajen |,
osteokalsin, ve R-aktin ekspresyon seviyeleri tespit edilmistir. Analiz sonuglarina
g6re nanopartikul yuklu gruplarin, ADMSC hdcrelerinin osteojenik farklilasmasini



ve matris mineralizasyonunu diger gruplara gore daha fazla destekledigi
goralmustar.

Sonuglar 17-B estradiol yukli PLGA nanopartikil-kitosan/HA doku iskelesi
sisteminin 17-B estradiol’dn kontrolli ve uzun doénemde salimini sagladigini
gOstermektedir. Ayrica, hazirlanan sistem, AMSC’lerin Uremesini ve osteojenik
farklilagmasini 6nemli Ol¢ude arttirdigr igin kemik doku rejenerasyonu igin
degerlendirilebilir.

Anahtar Kelimeler: 17-B estradiol, poli (laktik-ko-glikolik asit) (PLGA),
nanopartikdl, kontrolli salim, adipoz kokenli kdk hiucre (AAMSC), kemik doku
muhendisligi.

Danisman: Prof.Dr. Menemse GUMUSDERELIOGLU, Hacettepe Universitesi,
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IN-VITRO BONE TISSUE ENGINEERING WITH B-ESTRADIOL LOADED
SCAFFOLDS

Gilseren IRMAK
ABSTRACT

The aim of the present study was to develop a system of 17-B estradiol (E2)
loaded poly (lactic-co-glycolic acid) PLGA nanoparticles-chitosan/hydroxyapatite
(HA) tissue scaffold and to investigate the in-vitro effectiveness of this system in
adipose derived mesenchymal stem cell (AAMSC) cultures for bone tissue
regeneration.

In the first part of the study, free and 17- estradiol loaded PLGA nanoparticles
were prepared from different compositions of PLA/PGA (50:50 and 65:35) by using
emulsion-solvent evaporation technique. Characterization studies showed that free
and 17-B estradiol loaded particle sizes were approximately 200 nm and 240 nm,
respectively. Encapsulation efficiency of nanoparticles was calculated as 29% and
52% for 50:50 PLGA and 65:35 PLGA, respectively by using UV
spectrophotometer and HPLC. Accordingly, 65:35 PLGA nanoparticles were
selected as optimum carrier system. Release study from nanoparticles was
continued up to 40 days and cumulative release (%) of 17-B estradiol from
nanoparticles was determined as 45 %.

Interconnected and macroporous chitosan/ HA superporous tissue scaffolds were
synthesized by combining microwave irradiation and gas foaming techniques.
PLGA nanoparticles in the aqueous phase were loaded into the chitosan/HA
scaffolds by two ways i.e. during manufacturing by stirring and after manufacturing
by embedding. In addition, water soluble E2 that available as commercial was
loaded into the chitosan/HA scaffolds by embedding. SEM (scanning electron
microscope) and FTIR (Fourier transform infrared spectroscopy) analysis
observed that PLGA nanoparticles were successfully loaded into the chitosan/HA
scaffolds.

In-vitro release studies indicated that 100 % of 17-B estradiol was released from
the scaffolds loaded with PLGA nanoparticles by embedding, during 55 days.
While the 92 % of the 17-p estradiol was releasing during 135 days from
chitosan/HA scaffolds that was containing PLGA nanopatrticles loaded by scaffold
fabrication, 80 % of water-soluable E2 was released from scaffolds in 8 days.

In the last part of the study, osteogenic activities of E2 loaded PLGA
nanoparticles-chitosan/HA tissue scaffold were determined in-vitro cell culture
studies by using AMSCs. Cell viability and proliferation were analyzed by MTT (3-
[4,5-dimethylthiazoyl-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide) assay and
morphological examination was performed with SEM. Early cell differentiation was
guantified by the determination of ALP (alkalene phosphatase) activity. Collagen |,
osteocalcin and R3-actin expression levels were determined using RT-PCR (real
time polymerase chain reaction). According to the results, it was observed that



nanoparticle loaded systems supported the osteogenic differentiation of AAMSCs
and extracellular matrix mineralization much more than other scaffolds.

The results indicate that the system of 17-p estradiol loaded PLGA nanoparticles-
chitosan/HA tissue scaffolds provides controlled and long term release of 17-8
estradiol. Also this system significantly enhanced proliferation and osteogenic
differentiation of AMSCs.

Keywords: 17-B estradiol, poly (lactic-co-glycolic acid) (PLGA), nanoparticle,
controlled release, adipose derived mesenchymal stem cell, bone tissue
engineering.

Advisor: Prof.Dr. Menemse GUMUSDERELIOGLU, Hacettepe University,
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1. GIRIS ve CALISMANIN AMACI

Doku muhendisligi yaklagimi ile kemik rejenerasyonunun saglanmasi icin doku
iskelesi, osteoblastlar veya osteoblasta farklilasabilen hucreler ile hicre
blyimesini ve mineralize kemik doku olusumunu destekleyen biyosinyaller
gereklidir. Bu U¢ bilesenin tumu kullanilabilecegi gibi, sadece hucreler ve doku
iskelesinin kullanimi ile gergeklestirilen kemik doku muhendisligi ¢calismalari da

bulunmaktadir.

Doku iskeleleri, hlcreler igin gegici bir yapay hlcre disi matris saglayacak sekilde
tasarlanan 3-boyutlu yapilardir. Doku iskelesi Uretiinde kullanilan malzemeler
vucut igine yerlestirildiginde istenmeyen doku tepkilerine yol agmayacak sekilde

biyouyumlu olmahdir (Gimusderelioglu, 2007).

Doku muhendisliginde biyosinyaller, in-vitro kdltir ortamina dogrudan
verilebildikleri gibi lokal olarak hasarli bolgeye de yerlestirilebilirler. Biyosinyaller,
ayrica doku iskelelerine de yuklenebilmektedirler (Gumusderelioglu, 2011).
Biyosinyal molekullerin implante edilecek doku iskelesinin ylzeyine dogrudan
enjekte edilmesi durumunda kararsiz kimyasal yapilari, yari édmdarlerinin kisa
olmasi ve doku igerisine yeterince alinamamalarindan dolay! etkin sonuglar elde
edilememektedir. Bu nedenle biyosinyallerin tasiyicilara yerlestirilerek kontrolli ve
uzun dénemde salimi giindeme gelmektedir. Bu amagla biyobozunur, biyouyumlu,
sentetik veya dogal polimerlerden ya da seramiklerden elde edilen mikro ya da
nano boyutlu tasiyicilar kullaniimaktadir (Gumusderelioglu, 2007). Bu tasiyicilar
doku iskelelerine emdiriime veya kimyasal baglanma seklinde yuklenmektedirler

(Gimusderelioglu, 2011).

Nanopartikuller boyutlari 10-1000 nm arasinda degisen kati partikil ya da
dispersiyon partikll olarak tanimlanmaktadirlar. Biyoaktif ajanlar (ilag, biyosinyal
molekdl vb.) nanopartikil matrise baglanabilir, enkapslle edilebilir ya da

goémdlebilirler (Soppimath et al., 2001).

PLGA polimerleri biyouyumlu ve biyobozunur 6zelliklerinden dolayi ilag, hormon,
peptid ve proteinlerin kontrolli salimi i¢in uygun tasiyicilardir. PLGA, yapisindaki
ester badlarinin hidrolizi sonucu laktik ve glikolik asit son UrUnlerine

bozunmaktadir. Polimerin bozunma davranisi salim kinetigini belirleyen énemli bir



parametredir. PLGA’y1 olusturan kopolimerlerden PGA hidrofilik yapida olup 2-4
haftada bozunur. PLA ise vyapisindaki metil gruplar dolayisiyla hidrofobik
yapidadir. Zengin laktik asit icerigi PLGA kopolimerlerinin hidrofilitesini azaltir ve

buna bagl olarak polimer daha yavas bozunur (Hirenkumar, 2011).

Kitosan, kimyasal Ozellikleri sayesinde hucre yapigsmasini ve c¢ogalmasini
desteklemektedir. Kemik doku muhendisligi igin kitosan doku iskelelerinin dnemli
bir 6zelligi ise hem in-vitro, hem de in-vivo kemik doku olugsumunu destekleyen
icsel baglantili gdzeneklere sahip iskelelerin olusumuna imkan vermesidir. Kemik
gibi sert dokularda matris mineralizasyonunun olusumu igin doku iskelesinin
mekanik Ozellikleri onemlidir. Hidroksiapatit (HA), Caio(PO4)s(OH)2 kimyasal
yapisina sahip olup kemik doku uygulamalarinda siklikla kullanilan bir
biyoseramiktir. Ayrica ylksek osteokonduktiviteye sahiptir ve kemigin temel

inorganik bilesenidir (Demirtas et al., 2006).

Mezenkimal kok hlcreler (MKH), yer aldiklari dokunun hucre tiplerine donugebilen
yani multipotent 6zellige sahip stromal kdkenli erigskin kdk hicrelerdir (Liu et al.,
2012). MKH’ler ylUksek proliferasyon yetenegi ve c¢ok iyi farklilasma kapasitesine
sahip olduklari i¢cin kemik rejenerasyonunda hiicre kaynagi olarak kullanimlari
giderek artmaktadir (Meijer, 2007).

Yag (adipoz) doku da kemik iligi gibi embriyonik mezodermden olusur ve heterojen
stromal hucre populasyonu igerir. Bu hucre populasyonu incelendiginde
adipositlerin disinda, preadipositler, endotelyal hucreler, duz kas hucreleri,
perisitler, fibroblastlar ve mezenkimal kok hucrelerden olustugu goértulmustar.
Adipoz dokudan elde edilen mezenkimal kok hicrelerin (AdMSC)’lerin yag,
kemik, kikirdak, kas ve sinir dokularina dénUsebildikleri gdsterilmistir (Zuk et al.,
2002). Yag doku kolay ulasilabilir olmasi, vicutta bol miktarda bulunabilmesi,
erisilebilir erigkin kok hucre kaynaklarina sahip olmasi ve plastik cerrahi icin rutin
bir islem olan yag aldirma (liposaksin) teknigi ile elde edilebilmesi nedeniyle kdk
hicre calismalarinda ¢ok 6nemli bir kaynak haline gelmistir (Zuk et al., 2001).
Kiguk miktar adipoz doku (100-200 mL) lokal anestezi ile alinabilir. Bir gram
adipoz dokudan enzimatik parcalama islemi ile yaklasik olarak 5x10° kok hiicre
elde edilmektedir ve bu miktar kemik iliginden elde edilen kdk hucre sayisinin
yaklasik 500 kat fazlasidir (Mizuno, 2009). AdMSC’ler, BMSC'ler ile ayni kaltir
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kosullarinda ve 2-4 hafta iginde osteojenik hicrelere farklilagma gosterirler (Rada
et al., 2009).

Biyosinyal molekuller genlerin GrinU olan protein/peptid molekdller olup yapisma,
yayllma, buylume, farkllasma ve apoptoz gibi hlcresel fonksiyonlari
dizenlemektedirler (lto, 1998). Kemik olusumu ve rejenerasyonu biyosinyal
molekuller tarafindan kontrol edilmektedir. Steroid bir hormon olan &strojen ise
kemik doku muhendisliginde rejeneratif etki sagladigr dugunuilen bir biyosinyal
molekildir. Ostrojen kemik metabolizmasinin dizenlenmesine biyik oranda
katilmaktadir. Kemik olusumunu arttirarak, kemik yikimini azaltmaktadir ve kemik
dongu (turnover) hizini yavaglatmaktadir (Seyisoglu, 1999). Ayrica, literatlrde
Ostrojenin mezenkimal kdk hucrelerin osteojenik farklilasmasini etkiledigi yonunde
az sayida calisma yer almaktadir. 17-f estradiol (E2), Ostrojenik kuvvetinin en
yuksek olmasindan dolayl Ostrojen kaynagi olarak rejeneratif tip alaninda
kullanilmaktadir. E2, hidrofobik yapida olup, sudaki ¢ozinurlGgu 5 mg/L’dir
(Guyton, 2005).

Yukarida da kisaca Ozetlenen literatir bilgisi i1s1dinda, dstrojenin doku iskelesi
yapisina katilarak uzun dénemde kemik doku olusumu Uzerindeki etkilerinin
incelendigi bir calismaya rastlaniimamistir. Sunulan tez galismasinin amaci PLGA
nanopartikillere yuklenmis 17-B estradioltin kitosan doku iskelesinden kontrolll ve
uzun sureli saliminin incelenmesi ve bunu takiben adipoz kdkenli mezenkimal kok
hlcrelerinin osteoblastik farklilasmasina etkisinin arastiriimasidir. Bu amagla
emdulsiyon-¢ézicu-buharlastirma yontemi ile 17- estradiol yikli PLGA
nanopartikiller  sentezlenmistir.  Uretilen  nanopartikillerin  boyutlarini  ve
morfolojilerini  belirlemek icin karakterizasyon c¢alismalari yapilmistir. 17-B
estradiol’in enkapsulasyon verimi HPLC ve UV spektrofotometrileri ile yapilan
Olcimler sonucunda belirlenmistir. 17-p estradiol yUkli nanopartikiller,
biyobozunur bir polimer olan kitosan/HA doku iskelelerinin yapisina iki sekilde
yuklenmiglerdir.  Birincisinde, 6nceden  hazirlanmis  doku iskelelerine
nanopartikiiller emdirilmistir. ikinci yéntemde ise nanopartikiiller iskele Uretim
asamasinda yuklenmistirler. Nanopartiktl yukli doku iskeleleri SEM ve FTIR ile
karakterize edilmislerdir. PLGA nanopartikillerden ve her iki yontemle olusturulan

nanopartikdl yikli doku iskelelerinden 17-8 estradiol salim ¢alismalari yapiimistir.



Hucre kdlturd calismalarinda ise, 17-B estradiolun AdMSC’lerin osteojenik
farklilagsmasina olan etkisi arastirilmigtir. Bu amacla hicre uremesi, hlcre
morfolojileri ve osteojenik farklilasma potansiyelleri belirlenmistir. Elde edilen

sonuglar, in-vitro kemik doku muhendisligi agisindan degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGILER

Bu bélimde, calismanin temelini olusturan konular ile ilgili literatur bilgisi 4 baglk
altinda sunulmustur. ilk olarak doku miihendisligine kisaca giris yapilmigtir. ikinci
bolimde kemik dokusu hakkinda bilgi verilmis ve kemik doku muhendisligi
yaklagsimindan s6z edilmistir. Ardindan, kemik doku muhendisliginde kullanilan
bilesenlerden biri olan doku iskelelerinin sahip olmasi gereken Ozelliklere yer
verilmistir. Kemik doku muhendisliginde kullanilan kok hucreler hakkinda ayrintili
bilgi sunulduktan sonra biyosinyaller hakkinda bilgi verilmistir. Uglincti boélimde
Ostrojen ve Ostrojenin kemik dokusu Uzerindeki etkileri ayrintili bir bigimde

aciklanmistir. Son béliumde ise nanopartikiller ile ilgili agiklamalara yer verilmistir.

2.1. Doku Muhendisligi

Doku muhendisligi; biyomalzeme, hlcre ve biyosinyal molekullerinin tek baslarina
veya birlikte kullanilarak canli dokularin tamiri veya yeniden yapilanmasi igin
biyoloji, kimya ve muhendislik ilkelerinin uygulanmasidir (Gumusgderelioglu, 2007).
Doku muhendisliginde, hasarli dokunun yenilenmesi ya da tamiri, fonksiyonlari
onarmaya ve ana doku ile iletisimi desteklemeye yardimci olmak amaciyla
tasarlanmis doku iskeleleri ile saglanmaktadir. Bu doku iskeleleri, hlcrelerin
¢ogalmalarina, farkhlasmalarina ve bdylelikle fonksiyonlarini surdlrmelerine
olanak saglayan yapay bir hlicre digi matris gorevi gérmektedirler (Theinhan et al,
2009). Uygun kaynaktan saglanan ve hicre kultirinde istenilen saylya ¢ogaltilan
hlcreler, biyosinyal molekdlleri ile birlikte s6z konusu doku iskelelerine ekilmekte
ve ardindan, elde edilen yapi, doku hasarinin bulundugu bdlgeye implante

edilmektedir (GUmusderelioglu, 2007).

2.2. Kemik Doku Mihendisligi
2.2.1. Kemik yapisi ve ozellikleri

Kemik, dinamik ve olduk¢ca damarli bir destek dokudur. Kemigin esas gorevi
vicuda destek saglamaktir. Buna ilave olarak kemik, mineral depolar, hareketle

sonuglanan kas kasilmasini destekler ve i¢ organlari korur.

Kemik dokusu iki ana boélumden olugsmaktadir; kortikal (siki, kompakt) ve
trabekiler (singerimsi) kemik bolgesi. Kortikal kemik sert yapidadir ve % 10

oraninda gozeneklilige sahiptir, toplam iskeletin yaklasik % 20’sini olusturmaktadir.
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Trabekuler kemik ise % 50-90 gobzeneklilige sahiptir ve bu 06zelligiyle kortikal
kemige gore yaklasik 20 kat daha dusuk sikistirma direncine sahiptir. Kemik
matrisi, kemige elastiklik veren organik kisim (% 35) ve kemige sertlik veren apatit
mineralleri iceren inorganik bilesenlerden olusan kompozit bir yapidir. Organik
kisim buyuk oranda tip 1 kollajen, glikoproteinler, proteoglikanlar ve sialoproteinler

gibi birgok protein icermektedir (Salgado et al., 2004).

Kemik, periosteum adi verilen ve osteoejenik aktivitesi olan bir bag dokusuyla
cevrilidir. Periosetumun, kemige destek saglanmasinda, kemidin beslenmesinde
ve onariminda buyuk roli vardir. Yapisinda kollajen ve elastik lifler bulunur.
Periosteumun altinda yer alan ve kemigin i¢ bosluklarini 6rten tabaka olan
endosteum ise kemik iligi boslugunu ve kortikal kemik iliginin kanal sistemlerini
cevreleyen ince retikiler bag dokusudur (Bayram, 1995). Bu tabakanin hem
kemik doku hucrelerini, hem de hemopoetik hucreleri yapabilme 6zelligi vardir
(Sunay, 2010). Kortikal kemik icerisinde Havers kanallari denilen ¢ok sayida ince
kanalciklar mevcuttur. Bu kanallarda kemik dokusunun kilcal damar dolagimi
(kapillerler) bulunur (Mehrara, 2006). Osteonlar, bir Havers kanaliyla onun
etrafindaki yaklasik 3-7 ym ¢apa sahip es merkezli lamelleri iceren kemigin en
temel birimidir (Rogel et al., 2008). Bir Havers kanali yan dallarla kemik iligi ve
periosteumla baglanti kurar. Bu yan dallara Volkmann kanallari adi verilir. Sert bir
matrise sahip olan kemik dokusunda kanal ve kanalikullerle kemigin disindan igine
kadar iligki kurulur ve bu sekilde metabolizma igin gerekli maddeler damar ve
kanalikullerle hlcrelere kadar ulasir (Bayram, 1995). Kemigin makroskobik yapisi

Sekil 2.1.’de verilmigtir.
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Sekil 2.1. Kemik doku yapisi

Kemik doku uc¢ cesit hicreden olusmaktadir. Bunlar; osteoblastlar, osteositler ve
osteoklastlardir. Osteoblastlar, mezenkimal orijinli osteoprogenitér hicrelerden
kaynaklanirlar. Matris igeriginin Uretiminden sorumlu hucreler olup, tip | kollajen
sentezleme ve mineralizasyonu duzenleme yetenekleri vardir. Osteositler,
kemigin esas hucreleri olup, olgun kemik hicreleridir. Ayrica, osteositlerin,
kalsiyumun kemiklerden kana verilmesi gibi énemli metabolik rolleri de vardir.
Osteoklastlar ise, kemikte yikimi ve resorpsiyonu gergeklestirdikleri gibi icerdikleri
kollajenaz ve diger proteolitik enzimlerle kemigi rezorbe etmektedirler. Eritici
enzimlerle eritilen kemik dokusu uzantilarla hicre igine alinmaktadir (Roodman,
1999).

Kemik yikim ve yapim olayl hayat boyu devam eder. Kemik dokusu,
osteoblastlarin  salgiladiklari  matrisin  dogrudan  mineralize olmasi ile
(intramembrandz kemiklesme) ya da daha oOnceden var olan kikirdak matris
Uzerine kemik matrisinin ¢okist (endokondral kemiklesme) ile sekillenmektedir.
intramembrandz kemiklesme olayinda, énce mezenkimal kok hiicreleri damarlar
etrafinda toplanirlar ve c¢ogdalirlar, aradaki bosluklar sertlesmemis matris ve
icindeki kollajen liflerce doldurulmustur. Bu hucreler, hiucrelerarasi madde ve lif

7



sentezini de yaparak osteositlere farklilagirlar. Olugan kemik trabekuler yapidadir.
Damar cevresindeki osteoblastlarin osteositlere donuserek bosalttiklari yerlere

yeni hicrelerin gelmesiyle olayda devamlilik saglanmaktadir (Sunay, 2010).

Kemik dokuda herhangi bir kirlk meydana geldiginde kanama olugur. Kirik
bdlgesinde hasarli dokunun ortadan kaldiriimasi icin fibroblastlar ve damarlarin
¢ogaldigr gézlenmektedir. Bu bdlge fibroz bir doku yapisi haline gelmekte ve kirik
yeri kikirdak dokuya donusmektedir. Bolgede daha sonra olgunlasmamis kemik
doku olusur. Bu doku daha sonra yavas yavas ortadan kalkarken yerini esas
kemik dokuya birakir (Mescher, 2009).

2.2.2. Kemik doku miihendisligi yaklagimi

Kemik hasarlarinda glncel tedavi, otolog kemik greftleri, allojenik greftler ve
bunlara alternatif, metal ya da seramik malzemelerin kullanimidir (Salgado et al.,
2004). Ancak, otogreftlerin dondr alan morbiditesini arttirmasi, allogreftlerin
hastalik tagima riskinin olmasi gibi sorunlardan dolay! son yillarda “kemik doku
muhendisligi” yaklasimi 6n plana ¢ikmistir (Khan 2008). Doku muhendisligi
yaklasimi ile kemik rejenerasyonunun saglanmasi igin doku iskelesi, osteoblastlar
veya osteoblasta farklilagabilen hicreler ile hiicre bluylimesini ve mineralize kemik
doku olusumunu destekleyen buyume faktorleri gereklidir (Sekil 2.2). Bu Ug
bilesenin timu kullanilabilecegdi gibi, sadece hicreler ve doku iskelesinin kullanimi

ile gerceklestirilen kemik doku muhendisligi ¢alismalari da bulunmaktadir.
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Sekil 2.2. Kemik doku muhendisligi yaklagimi.

2.2.3. Kemik doku miihendisliginde doku iskeleleri
2.2.3.1. Doku iskelelerinin genel o6zellikleri

Doku iskeleleri, hlcreler igin gecici bir yapay hlcre disi matris saglayacak sekilde
tasarlanan 3-boyutlu yapilardir. Doku iskelesi Uretiminde kullanilacak malzemeler
vucut icine yerlestirildiginde istenmeyen doku tepkilerine yol agmayacak sekilde

biyouyumlu olmalhdir (GimuUsderelioglu, 2007).

Kemik doku muihendisligi uygulamalarinda kullanilan iskelelerin osteoindiktif ve
osteokonduktif olmalari beklenmektedir. Osteoindiiktif malzemeler, greftin oldugu
bolgede kok hucrelerin osteoblastik hicre hattina farklilagsmasini indikleyen
malzemelerdir. Osteokondiiktif malzemeler ise osteojenik hicrelerin Gremelerini
destekleyerek, kemigin G¢ boyutlu yapisinin olusmasini saglayan malzemelerdir
(Salgado et al., 2004). Ayrica, kemik gibi yuk tasiyan dokularin rejenerasyonunda
kullanilan doku iskelelerinin mekanik dayanimlarinin yliksek olmasi gerekmektedir
(Hutmacher, 2007).

Doku iskelelerinin sahip olmasi gereken diger bir 6zellik ise uygun goézenekliliktir.
Kemik doku muhendisliginde doku iskelelerinin besin maddelerinin akigini ya da

difizyonunu destekleyecek, hiicre goéclne izin verecek sekilde %90 gozeneklilik
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oranina ve en az 100 ym godzenek ¢apina sahip olmalari hicrelerin penetrasyonu

ve blyuyen dokunun uygun sekilde damarlagmasi igin gereklidir (Cetin, 2010).

Hucreler kendi hdcre disi matrislerini olusturabilecek kapasiteye ulastiklarinda
iskeleye ihtiya¢ kalmayacagindan, doku iskelesinin biyobozunur bir malzemeden
uretiimesi gerekmektedir (Gumusderelioglu, 2007). Kemik rejenerasyonunun
amagclandigi ¢alismalarda kullanilan doku iskelelerinin fiziksel 6zelliklerini en az 6

ay boyunca korumalari gerekmektedir (Hutmacher, 2007).

2.2.3.2 Kemik doku miihendisliginde kullanilan biyomalzemeler

Kemik doku muhendisligi uygulamalarinda, metaller, seramikler, polimerler (dogal
ve sentetik) ve bunlarin birlesiminden olusan kompozit malzemeler
kullaniimaktadir. Metal malzemeler, vicut i¢inde bozunur olmama ve implantasyon
bdlgesinde enfeksiyon olusturma gibi bazi 6nemli dezavantajlara sahiptir.
Seramikler ise dusuk gerilme kuvvetine sahiptirler ve oldukga kirilgan yapidadirlar
(Salgado et al., 2004). Bilesimleri ve yapilari ayarlanabilen, biyobozunur polimerler

doku iskelesi uretimi icin olduk¢a cazip malzemelerdir (Khan, 2008).

Biyobozunur polimerler iki gruba ayrilmaktadir: dogal polimerler (kitin/kitosan
nisasta, aljinat, ve hiyaluronik asit ttrevleri olan polisakkaritler ile kollajen, ipek ve
fibrin jelleri iceren proteinler) ve sentetik polimerler. Dogdal polimerler yuksek

derecede organize olmus yaplilar olup, hiucre digi matris bilegenleri icermektedirler.

Dogal bir polimer olan kitosan, bocek ve kabuklu deniz hayvanlarinin kabuklarinda
bulunan kitinin kismi deasetilasyonu ile elde edilen katyonik ve dogrusal yapida bir
polisakkarittir (Muzarelli, 1977). Kitosan, kimyasal Ozellikleri sayesinde hucre
yapismasini ve c¢ogalmasini desteklemektedir. Kemik doku muahendisligi icin
kitosan doku iskelelerinin dnemli bir 6zelligi ise hem in-vitro, hem de in-vivo kemik
doku olusumunu destekleyen ig¢sel baglantili gozeneklere sahip iskelelerin
olusumuna imkan vermesidir. Kemik gibi sert dokularda matris
mineralizasyonunun olusumu igin doku iskelesinin mekanik 6zellikleri dnemlidir.
Guncel cgalismalar, kitosan doku iskelelerinin biyolojik ve mekanik 6zelliklerinin
gelistiriimesi igin hidroksiapatit (HA), B-trikalsiyum fosfat (TCP) gibi biyoseramikler
ya da jelatin, aljinat gibi biyomalzemeler ile birlestirimesine yodunlasmistir.

Kalsiyum fosfatin, kitosan matrise katilmasi rezorpsiyon ve bozunma kinetiklerine
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katkida bulunmakta, biyouyumlulugu ve sert doku entegrasyonunu gelistirmektedir
(Thein-Han et al., 2009). Hidroksiapatit, Caio(PO4)s(OH). kimyasal yapisina sahip
olup kemik doku uygulamalarinda siklikla kullanilan bir biyoseramiktir ve ayrica
kemigin temel inorganik bilesenidir. Ayrica hidroksiapatit, yuksek biyoaktif ve
osteokonduktif 6zelliklere sahiptir (Demirtag et al., 2008).

2.2.4. Kemik doku miihendisliginde kullanilan hucreler

Kemik rejenerasyonunun amaglandigi c¢alismalarda osteoblastlar ya da
osteoprogenitor yani kok hucreler kullaniimaktadir (Caplan, 1991). Bunlarin yani
sira, MC3T3-E1, MG63, HOBIT ve SAOS-2 gibi osteoblast benzeri hicre hatlari ile
de galismalar yapilmaktadir (Beskardes, 2008).

Osteoprogenitdr hicreler, olgunlagsmamig, 6nclil kemik hucreleridir ve cesitli
bliylime faktorlerinin varliginda osteoblastlara farklilasirlar (Beskardes, 2008).
Kemik doku muhendisliginde kemik iligi mezenkimal kok hucreleri sik
kullaniimaktadir. Alternatif olarak, adipoz dokudan elde edilen mezenkimal kok

hdcrelerin de kullanimi yayginlagmaktadir.

2.2.4.1. Kok hiicreler

Rejeneratif tibbin ortaya ¢ikmasi ile beraber doku iskeleleri ve biyosinyallere ek
olarak kok hicre kaynaklarina olan ihtiya¢ ortaya ¢ikmistir (Mizoni, 2009). 2001
yilinda dokularda kok hucrelerin varligina dair ilk bulgular ortaya ¢iktigindan beri
kok hucre kaynaklarina olan ilgi giderek artmaktadir. KOk hucreler embriyodan,
fetlstan ve eriskinden elde edilebilen, canlida yasam silresi boyunca kendi
kopyasini yaparak kendini yenileyebilen ve/veya dokulari, organlari olusturan 6zel

hlcrelere farklilasabilen hicrelerdir (Rada et al, 2009).

Kok hucreler farklilasabilme yetenekleri ve izole edildikleri doku bdlgesine goére
gruplara ayrilmaktadir. Bulunduklari dokuya gore i) embriyonik kdk hicreler, ii)
embriyonik olmayan kok hucreler olarak iki gruba ayrilmaktadir (Woodbury et al.,
2000). Farklilasma potansiyellerine gore ise totipotent, pluripotent, multipotent ve

unipotent kok hicreler olarak siniflandiriliriar.
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i) Embriyonik kok hucreler:

Embriyonik kok hucreler, 4-5 gunluk embriyonun blastositinin i¢ hucre
tabakasindan elde edilen totipotent 6zellikte hucrelerdir (Blau et al., 2001). Bu
hacreler, sinirsiz farkhlasma ve farkli yonlere gidebilme o6zelliginde olan kok
hdcrelerdir (Sunay, 2010).

ii) Erigkin kok hiicreler:

Erigkin kdk hucreleri, bir doku veya organdaki farklilasmis hilcreler arasinda
bulunan farkhlasmamis hucredir. Bu hucreler kendilerini yenileyebilir ve icinde
bulundugu doku veya organin 6zellesmis hucre tiplerine farklilasabilirler (Sahin ve
ark., 2005). Somatik kok hiicre de denilen erigskin kok hucrelerin esas gorevi,
bulunduklari dokuyu tamir etmek ve dokunun devamliligini saglamaktir (Blau et
al., 2001). Erigkin kok hucre kaynaklari, kemik iligi, kan, kornea, retina, beyin,
iskelet, dis pulpasi, karaciger, deri ve pankreastir (Liu et al., 2012). Eriskin
kaynakl kok hucreler pluripotent 6zellige sahiptirler. Pluripotent 6zellige sahip bir
kok hucre kendini yenileme 06zelligine sahiptir ve pek c¢ok vicut hilcresine
doénusebilmektedir (Woodbury et al., 2000).

Kemik iliginde, mezodermden kdken alan hemapoetik, endotel ve mezenkimal kdk

hdcreler bulunmaktadir (Sunay 2010).

Mezenkimal kok hiicreler

Mezenkimal kok hicreler (MKH), yer aldiklari dokunun hicre tiplerine donusebilen
yani multipotent 6zellige sahip stromal kokenli erigkin kok htcrelerdir (Liu et al.,
2012). Mezenkimal kdk hlcreler bag (konnektif) dokunun ana hucreleridir. Bu
hicreler ilk kez 1976 yilinda Fridenstein tarafindan tanimlanmiglardir. Fridenstein,
fetal buzagi serumu (FCS) kullanarak yaptigi kemik iligi kualttrlerinde yapisma
(adezyon) yetene@i goOsteren, morfolojik olarak fibroblastlara benzeyen hicre
kolonilerinin bulundugunu ve bunlarin kemik ve yag hucrelerine farklilasabilme
yetenegine sahip olduklarini gostermistir. “Kemik iligi stromal fibroblast’lari”
denilen bu hicreler daha sonra mezenkimal kok/stromal hiicre olarak
tanimlanmiglardir (Shao et al, 2007). MKH tanimlanmasinda yaygin olarak

kullanilan baslica 6zellikler; plastik ylzeye yapisma (plastic adherence), stromal
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karakterde ylUzey antijenlerinin ekspresyonu ve multipotent farklilagsma

potansiyelidir (Sunay, 2010).

Organizmanin en zengin kok hicre kaynaklarindan biri olan kemik iligi, MKH’ler
icin ana kaynak sayillmaktadir. Bunun diginda MKH’ler, adipoz doku, periferik kan,
kordon kani, karaciger, kikirdak dokusu, kas dokusu, dis pulpasi ve fetal

dokulardan da izole edilebilirler (Barry ve Murphy, 2004).

Son yillarda yapilan ¢ok sayida calisma kemik iligi kokenli mezenkimal kok
hacrelerinin -~ (BMSC) kemik, kikirdak, yag ve ligament hucrelerine
farklilagabildiklerini gostermistir (Sekil 2.3) (Schaffler A., Buchler C., 2007).
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Sekil 2.3. Mezenkimal kdk hicrelerin farklilasma potansiyelleri.

Mezenkimal kbk hiicrelerin avantaj ve dezavantajlari

MKH’ler elde edilme ydntemlerinin kolay olmasi, farklilasma ve kendini
yenileyebilme kapasitelerinin oldukga ylksek olmasi, c¢ok farkli dokularda
bulunmalari (Barry ve Murphy, 2004) ve elde edildikleri doku disinda plastik kaltir
kaplarina yapisabilme 6zelliklerinin bulunmasindan dolayr doku muhendisliginde
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oldukca yaygin kullanima sahiptirler. Ayrica bu hucrelerin in-vitro gogaltiimaya
elverigli, dayanikli hucreler olduklari, kulltirde cogalma (proliferasyon) ve

farkhlasma yeteneklerini koruduklari bilinmektedir (Sunay, 2010).
Adipoz kékenli mezenkimal k6k hiicreler

Yag (adipoz) doku da kemik iligi gibi embriyonik mezodermden olusur ve heterojen
stromal hucre populasyonu igerir. Bu hicre populasyonu incelendiginde
adipositlerin disinda, preadipositler, endotelyal hucreler, duz kas hucreleri,
perisitler, fibroblastlar ve mezenkimal kok hucrelerden olustugu gorulmustar (Zuk
et al., 2002). Adipoz doku vucutta bol miktarda bulunabilmesi ve erisilebilir erigkin
kok hucre kaynaklarina sahip olmasi nedeniyle doku iyilesmesi ve yenilenmesi icin
umit vermektedir.Yapilan calismalar, adipoz kokenli mezenkimal kdk hicrelerin
yag, kemik, kikirdak, kas ve sinir dokularina donusebildiklerini gostermistir (Zuk et
al., 2001).

Adipoz kdkenli mezenkimal kok hucreler (ADMSC) ve kemik iligi mezenkimal kok
hicreleri, biyume, morfolojik yapi, fibroblastik karakter gosterme ve sitoplazmik
hacme gore genis ¢ekirdek hacmine sahip olma gibi 6zellikler bakimindan énemli
Olclde benzerlik gosterirler (Ugarte et al., 2003). Bununla birlikte, AdMSClerin
kolay elde edilebilmeleri, fazla miktarda bulunmalari ve genis alana yayilmis
olmalari kemik iligi kokenli mezenkimal kok hucrelere oranla avantajlari olarak

gorulebilir.

Kok hucrelerin yenileyici tipta kullanilmalari igin birtakim kriterlere sahip olmasi
gerekmektedir. Bunlar: i) bol miktarda bulunmalari (milyon-milyar hucre), ii)
minimum invaziv kosullarda hasat edilmeleri, iii) otolog ya da allojenik
transplantasyonda etkili ve guvenli olmalari, iv) ¢oklu hiicre hatti boyunca
ayarlanabilir ve ¢ogaltilabilir davranista farklilasabilmeleridir. Adipoz dokudan izole
edilen mezenkimal kok hlcreler bu kriterlerin hepsine uymaktadir (Rada et al.,
2009).

Estetik cerrahi yontemi olan liposaksin (yag aldirma) yontemi ile elde edilen adipoz
dokudan enzimatik parcalama islemi ile kok hucre eldesi, kemik iliginden kok
hiucre alinmasi yontemine gore daha az invazivdir. Liposaksinda, daha az hasta

rahatsizligi ve daha az donor alan morbiditesi gorulur. Kiguk miktar adipoz doku
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(100-200 mL) lokal anestezi ile alinabilir. 1 gram adipoz dokudan enzimatik
parcalama islemi ile yaklasik olarak 5x10° kdk hiicre elde edilmektedir ve bu
miktar kemik iliginden elde edilen kdk hucre sayisinin yaklasik 500 kat fazlasidir
(Mizuno, 2009).

Adipoz dokudan izole edilen mezenkimal kbk hiicrelerin farklilasma potansiyeli

AdMSC’lerin, adipojenik, osteojenik, kondrojenik, miyojenik hatlara ve
kardiyomiyositlere farklilasma potansiyeli bulunmaktadir. Ayrica calismalar,
AdMSC’lerin néron benzeri hicrelere, endotel, epitel hucrelere, hepatositlere,
pankreatik hicrelere ve hematopoetik destekli hicrelere de farklilagabildigini

goOstermektedir (Mizuno, 2009).

AdMSC’ler preadipositlerden meydana geldikleri i¢in yad dokusuna farklilasma
potansiyelleri oldukga yuksektir. 2-3 haftalik bir slre sonucunda farklilasma
gerceklesmektedir. ilk haftanin sonunda hiicre iginde yad depolanmasi
baslamaktadir (Tholpady et al., 2006). Adiposit fenotipe farklilasma, peroksizom
proliferator aktive edici reseptér a(PPARa) transkripsiyon faktori ile
belirlenebilmektedir (Rada et al., 2009).

AdMSC’lerin osteojenik farklilasma potansiyeli Uzerine ¢esitli calismalar
yapilmistir.  AAMSC’ler, BMSC'ler ile ayni kaltur kosullarinda ve 2-4 hafta iginde
osteojenik hucrelere farklilasma gosterirler. Alkalen fosfataz (ALP), osteokalsin
(OCN), kollajen tip 1 ve Runx2 gibi transkripsiyon faktorleri kok hucrelerin
osteoblastik fenotipe farklilasma kapasitesi hakkinda bilgi verir. Bilindigi gibi ortam
bilesenleri osteojenik fenotipin indiklenmesi agisindan énemlidir. Kultlr ortamina
ilave edilen dekzametazon ve [-gliserofosfat AdMSC’lerin osteojenik

farkhlasmasini arttirmaktadir (Rada et al., 2009).

2.2.5 Kemik doku miihendisliginde kullanilan biyosinyal molekiiller

Biyosinyal molekdiller genlerin Grlni olan protein/peptid molekiiller olup yapisma,
yayllma, buylime, farkllasma ve apoptoz gibi hlcresel fonksiyonlari
dizenlemektedirler (Ito, 1998). Biyosinyaller, hiicre yapisma faktorleri ve hlcre

blytUme faktorleri olmak Uzere iki grupta incelenmektedirler.
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Hucre yapisma proteinleri, immunoglobulinler, integrin ve selektinlerdir. Hlcrenin
yuzeyine adsorplanan proteinler, hucreler tarafindan dretilen proteinlerle
etkileserek hucrelerin ylzeye yapismasini yonlendirmektedirler. Hicre buyime
faktorleri; endokrin bezlerden salgilanan hormonlar, bagisiklik sistemi tarafindan
salgilanan sitokinler ve tum hucreler tarafindan salgilanan buyume faktorlerini
icermektedir (Gumusderelioglu, 2011). Kemik olusumu ve rejenerasyonu
biyosinyal molekdiller tarafindan kontrol edilmektedir. ik olarak 1965'de M. Urist
tarafindan, demineralize kemik matrisinin, kemik disi bdlgelere yerlegtirildiginde
kemik olugumunu indukleyici etkilerinin gosteriimesi ile tanimlanan kemik
morfojenik protein (BMP) kemik doku rejenerasyonu igin dnemli bir biyosinyaldir.
Bunun yani sira, transforme edici buylime faktorua (TGF-), insulin benzeri buylime
faktora (IGF) ve fibroblast buyume faktortu (FGF), gibi bayume faktorleri de kemik
olusumunu duzeneyen faktorlerdir. Kalsitonin ve parathormon ise kemik
olusumunu dizenleyen endokrin faktorlerdir (Lee et al., 2007). Steroid bir hormon
olan Ostrojen ise kemik doku muhendisliginde rejeneratif etki sagladigi dusunulen

bir biyosinyal molekuldar.

Proteinler gibi ylksek molekldl agirlikli biyosinyaller, hicre membraninda
reseptorlerine baglanarak hicre icine alinirlar. Steroidler gibi hiicre membranindan
gecebilen biyosinyaller ise, hlicre icinde reseptdrlerine baglanirlar. Biyosinyalin
reseptor ile etkilesmesiyle, biyosinyal-reseptor kompleksi olusur ve reseptorin
sitoplazmik bdlgesinde otofosforilasyon gerceklesir. Fosforilasyon ile hlicre igi
sinyal iletimi baglatilir. Hucre metabolizmasinda veya gen ekspresyonunda
hlcresel yanit olusturulmaya bagslar. Daha sonra biyosinyallerin aktiviteleri, hicre

ici lizozomlar tarafindan sonlandirilir (Sekil 2.4.a) (Ito, 2008).

Biyosinyaller immobilize edildiginde hucre i¢i “down regulasyon” 6nlenerek uzun
dénemde biyosinyal salimi saglanmaktadir. immobilizasyon, biyosinyalin kati bir
destede tutundurulmasi olup bdylelikle biyosinyalin aktivasyon stresi uzatilir (Sekil
2.4.b), (Sekil 2.5) (Ito, 2008).
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Sekil 2.4. Hucre ile yalin ve immobilize olmus biyosinyal molekulli arasindaki
etkilesimin sematik gosterimi (lto, 1998).
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Sekil 2.5. immobilize edilen ve c¢dziinen biyosinyalin hiicredeki aktivasyon
surelerinin kargilastiriimasi.

Doku muhendisliginde biyosinyaller, in-vitro kdltir ortamina dogrudan
verilebildikleri gibi lokal olarak hasarli bolgeye de verilebilirler. Biyosinyaller, ayrica
doku iskelelerine de yiklenebilmektedirler (Gumusderelioglu, 2011). Biyosinyal
molekullerin implante edilecek doku iskelesinin ylzeyine dogrudan enjekte
edilmesi durumunda kararsiz kimyasal yapilari, yari dmarlerinin kisa olmasi ve

doku igerisine yeterince alinamamalarindan dolayr etkin sonuglar elde
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edilememektedir. Bu nedenle biyosinyallerin tasiyicilara yerlegtirilerek kontrollu ve
uzun donemde salimi gindeme gelmistir. Bu amagla biyobozunur, biyouyumlu,
sentetik veya dogal polimerlerden ya da seramiklerden elde edilen tasiyicilar
kullaniimaktadir (GUmusderelioglu, 2007). Bu tastyicillar doku iskelelerine
emdirilme veya kimyasal baglanma seklinde yuklenmektedirler (Gumusderelioglu,
2011).

Sunulan tez galismasinda bir streroid hormonu olan &strojenin, adipoz kokenli
mezenkimal kdk hdcrelerin kemige farklilagsmasindaki potansiyeli incelendiginden
asagidaki bolumde dstrojen ve Ostrojenin kemik rejenerasyonundaki etkisi ayrintili

olarak agiklanmigtir.

2.3 Ostrojen

Ostrojen, viicutta biyiime, farklilasma ve treme sisteminin fonksiyonlari tizerinde
etkili olup kolesterol tlrevi steroid yapida bir hormondur. Bir kadinda &strojen
gebelik disinda blyuk oranda overlerden, kiguk miktarda da adrenal korteksten
salgilanir. Gebelikte ise ¢ok buylk miktarlarda plasentadan salgilanir. Kadin
plazmasinda bulunan Ug¢ tip 6strojen vardir. Bunlar, 17-B estradiol, estron ve
estrioldir (Ganong, 2003). Sekil 2.6.da dstrojen cesitlerinin kimyasal yapilari

gOsterilmistir.

Salgilanan baslica dstrojen olan 17-B estradiol, dolasimda estron ile denge
halindedir. Estron, daha sonra estriole déntsur. Bu dondsimin buydk bir kismi
karacigerde gerceklesir. Bu Ug dstrojen iginde etkisi en kuvvetli olan 17- estradiol,
en zayif olani ise estrioldir. Dolagsimdaki estradiolin %2’si serbesttir. Kalanin ise
%60’1 alblmine, %38’i ise gonadal steroid-baglayici globuline bagdhdir (Guyton,
2005).

Ostrojenler, 18 karbonlu steroidlerdir. 17-B estradiol (E2); 2 hidroksil grup iceren
bir molekll yapiya sahiptir. Kimyasal gosterimi: estra-1,3,5 (10)-trien-3,17(beta)-
diol'dir. Kimyasal formuli CigH240, olup molekil agirhigi 272.39 g/mol’dur
(Guyton, 2005).
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Sekil 2.6. 17- B estradiol, estron ve estriol'in kimyasal yapilari.

17-B estradiol (E2), Ostrojenik kuvvetinin en ylUksek olmasindan dolayi dstrojen
kaynagi olarak rejeneratif tip alaninda kullaniimaktadir. E2, hidrofobik yapida olup,
sudaki ¢dzinirligu 5 mg/L'dir (Guyton, 2005). Ostrojenin sudaki ¢ézunirligini

arttirmak icin nano-mikro partikuller, lipozomlar ve siklodekstrinler kullaniimaktadir.

2.3.1. Ostrojen reseptérleri

Ostrojen reseptéri (ER); ligand bagimli transkripsiyon faktdrlerinin stper ailesine
ait olup, bir nikleer hormon reseptéridur. Bugtine kadar ERa ve ER[ olmak Uzere
iki farkli ¢esidi tanimlanmistir. ERa, 66 kDa molekuler agirlikta olup, 595 amino
asit icerir. ERB ise ERa’ dan daha kisa olup, 54 kDa molekiler agirlikta ve 530

amino asitten olusmaktadir (Kuipper et al., 1996).

Ostrojen reseptorleri kemik doku disinda merkezi sinir sistemi, kardiyovaskuler
sistem, immun sistem, Urogenital sistem, sindirim sistemi, bobrekler, karaciger,

akcigerler ve memede eksprese olmaktadir.

2.3.1.1. Ostrojen reseptér sinyalinin mekanizmalari

Ostrojen, farkli mekanizmalarla hiicresel degisiklikleri indiikler. Ostrojen etkisini
reseptorlerne baglanarak (¢ cesit mekanizma ile gosterir. Bunlar: i) Ostrojen
cevap elementi (ERE) bagimli genomik mekanizma (klasik mekanizma), ii) ERE
bagimsiz genomik mekanizma ve i) Ostrojenin genomik olmayan etki

mekanizmasidir. Bu mekanizmalar $Sekil 2.7.’de sematik olarak gosterilmistir.
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Sekil 2.7. ER sinyal mekanizmalarinin sematik gosterimi.: 1) genomik mekanizma
2) ERE bagimsiz genomik mekanizma 3) genomik olmayan mekanizma; bluyime
faktora araciliiyla aktiflesen protein kinaz kaskati fosforilasyonu baslatir ve
cekirdekte ERE bolgesine yerlesmis olan ER’nin aktivasyonu basglatilir 4) genomik
olmayan mekanizma; E2-ER kompleksi, protein-kinaz  kaskatlarininin
aktivasyonunu saglar ve sitoplazmadaki proteinlerin fonksiyonunun degismesine
neden olur (Bjonstrom ve Sjoberg, 2005).

Ostrojen cevap elementi (ERE) badmhi genomik mekanizma
(klasik mekanizma)

Ostrojenin etkisini gosterdigi klasik (genomik) mekanizmada, ostrojen hiicreye
difize olur ve cekirdekte bulunan ER’ye baglanir. Bu baglanma reseptérde
konformasyonel bir degisikligi uyarir ve hsp90 saperonlarina bagl haldeki
reseptorun hsp90 saperonundan ayrilmasini saglayarak reseptor dimerlerinin
olusumunu saglar (Klinge, 2001). Meydana gelen &strojen—ER kompleksi,
koaktivator ya da korepresor proteinlerle birlikte hedef genin promotér ve/veya
hizlandirici (enhancer) bdlgesinde yer alan ve &strojen cevap elementi (ERE)
olarak bilinen spesifik cevap elementine baglanir (Sekil 2.7.1 ve Sekil 2.8.).
Sonugcta bazen hedef genin transkripsiyonu uyarilir, bazen de inhibe edilir ve ilgili
protein konsantrasyonu hucrenin ihtiyacina gére dizenlenmis olur (Bjonstrém ve
Sjéberg, 2005).
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Sekil 2.8. ER tarafindan gen transaktivasyonunun mekanizmasi (Osborne, 2000).

ERE bagimsiz genomik mekanizma

ER’ler DNA ‘ya dogrudan baglanmadan (hedef gen bdlgesinde yer alan Ostrojen
cevap elementine, ERE, baglanmadan) gen ekspresyonunu duzenler (Bjonstrom
ve Sjoberg, 2005).

Bu mekanizmada E2-ER kompleksi hedef genin promotdr bélgesine baglanacak
olan transkripsiyon faktoriine protein-protein etkilesimi araciligiyla baglanir ve bu
faktorin uyariimasini saglar. Uyarilan transkripsiyon faktori de hedef bolgeye
baglanarak gen ekspresyonunu dizenler (Sekil 2.7.2) (Bonnie ve Korach, 2006).
Kemik rezorbsiyonunda etkili olan interlékin-1 (IL-6) geninin 17-B estradiol
araciliiyla baskilanmasi, ER ile iki transkripsiyon faktortinin, nikleer faktor i 8
(NF- (B) ve CCAAT/hizlandirici baglama proteini B (C/EBP ), etkilesimi ile
gerceklesir (Bjonstrom ve Sjoberg, 2005).

Ostrojen yoklugunda, biiyiime faktér(i araciligiyla aktiflesen protein kinaz kaskati
fosforilasyonu baslatir. Sonugta, ERE Uzerinde bulunan c¢ekirdek ER’leri
fosforillenerek aktiflesebilir ve bu sekilde de Ostrojen hlcrede genomik etki
saglayabilir (Sekil 2.7.3) (Bonnie ve Korach, 2006).

21



Ostrojenin genomik olmayan etki mekanizmasi

Ostrojen birgok etkisini ER’ler ile gen ekspresyonu lizerinde gdstermektedir.
Bununla birlikte ostrojenin RNA aktivasyonu ve protein sentezine bagimli olmayan
etkileri de bulunmaktadir. Membran Uzerinde bulunan ER’lere baglanarak olusan
E2-ER kompleksi, protein-kinaz kaskatlarininin aktivasyonunu saglar ve
sitoplazmadaki proteinlerin fonksiyonunun degismesine neden olur (Sekil 2.7.4)
(Bonnie ve Korach, 2006).

ERa ve ERB, MAPK sinyal yolunu aktive ederek fosforilasyona katiimaktadir
(Bjonstrom ve Sjoberg, 2005). MAP kinazlar, “Mitojenlerle aktiflestirilen protein
kinazlar” super ailesinde yer alirlar. Okaryotik hiicrelerin timiinde mevcut olan bu
proteinler hicre membranindan cekirdege bilgi aktarilmasinda buyluk o6nem
tasimaktadir. MAP kinaz yolu, reseptor aracili uyarinin hdcre igine iletiminden

sorumlu bir kinaz kaskad1 olarak ¢alismaktadir (Dogan ve Gug, 2004).

Ayrica, oOstrojenin genomik olmayan etkisi hedef transkripsiyon faktoru Uzerinde
etkili olan sinyal iletim yolunun aktivasyonunu saglayarak dolayl bir sekilde gen
ekspresyonuna etki etmesiyle gerceklesmektedir (Sekil 2.7.4). Bu o6zellik protein
kinazin rol oynadi§i fosforilasyon araciliiyla duzenlenen aktiflestirici protein
(AP-1)’in de iginde bulundugu birgok transkripsiyon faktdriinde etkilidir (Bonnie ve
Korach, 2006).

Membran ER’leri, insiilin benzeri biiyiime faktérii (IGF-1) reseptorii ile etkileserek
IGF-1 reseptorinin aktivasyonunu ve sonugta MAPK sinyal yolu aktivasyonunu
gerceklestirmektedir. 17-B estradiol araciligiyla MAPK sinyal yolunun aktivasyonu
genis olcude gogus kanseri, endotel hucreler ve kemik hucrelerini igeren birgok
hicre cesidinde calisiimistir. 17-B estradiol ayrica endotel hicrelerde, gogus
kanseri ve karaciger hucrelerinde fosfoinositol (PI) 3-kinaz sinyal yolunu aktive

etmektedir (Bjonstrom ve Sjdberg, 2005).

2.3.2. Ostrojenin viicuttaki etkileri

Bir steroid hormonu olan dstrojen vicutta pek ¢ok sistem Uzerine etki etmektedir.
Uterus, vajina, overler, plasenta, meme, beyin, yag dokusu, karaciger, bobrek,
akciger ve kemikler Uzerinde Ostrojen reseptorleri varligi belirlenmigtir (Guyton,
2005).
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Ostrojen, kadin Greme organlari tizerinde anabolik etki saglar. Overlerde yumurta
olugsumunu uyarir ve folikil buyimesini baslatir. Metabolizmada protein sentezini
ve deri alti yag dokusunu arttirir. Kollajen sentezini arttirarak derinin yumusak ve
dizgun olmasini saglar. Ayrica, bobreklerde su ve tuz tutulumunu artirmaktadir
(Philip et al., 1996).

Ostrojenin biylime Uzerine ¢ift fazli etkisi vardir. Biyime hormonunu (GH)
uyararak buyumeyi arttinir (Eastel, 2005). Ross ve arkadaslarinin (1983) yaptigi
calismada Turner sendromlu hastalar, estradiol ile tedavi edilmis ve sonugta
yuksek doz estradiol ile bluyumenin yavas, dusuk doz ile buyumenin daha hizli

oldugu kanitlanmistir (Ross et al., 1983).

Ostrojen, koroner arter hastaligini 6nlemektedir. Ostrojen reseptdrii iceren
hepatositler ve karacigerdeki hormonlar, kolesterol metabolizmasina etki eden
enzim Uretimini uyarir. izotopla isaretienmis kolesterol, kadinda dstrojenin kotu
huylu kolesterol olarak bilinen duastik yogunluklu lipoprotein (LDL) kolesterol
yikimini ve iyi huylu kolesterol olarak bilinen yuksek yogunluklu lipoprotein (HDL)
kolesterol Uretimini arttirdigini gostermistir. Ayrica 6strojen, arteryal duvarlarda
platelet agregasyonunu ve lipoprotein oksidasyonunu onler, bdylece antioksidan
etki ile aterosklerozu engellemis olur. Ostrojen, endotelyumda vazoaktif bir ajan
olan endotelyal kaynakli gevsetici faktor (EDRF) salimini uyararak vazodilator

(damar gevsetici) etki yapar (Philip et al., 1996).

Ostrojen, beyinde kan akimini arttirir, metabolizmay hizlandirir ve néral aglarin
etkinligini arttirir. Ayrica, seratonin salgisini arttirir (Philip et al., 1996). Ostrojenin
vucutta fazla miktarda salgilanmasi ise Ozellikle meme kanserine neden

olmaktadir.

2.3.2.1. Ostrojenin kemik doku iizerindeki etkileri

1988 vyilinda kemik hdcrelerinin  fonksiyonel &strojen reseptorlerini igerdigi
saptanmis ve daha sonraki calismalarda da ostrojenin kemik Uzerindeki etkileri

ortaya konmustur (Riggs, 2000).

Ostrojen reseptérleri (ER-a ve ER-B) osteoblast ve osteoklastlar (zerinde
tanimlanmiglardir. immunolojik calismalarla ER-a kortikal kemikte, ER-B ise
trabekuiler kemikte tanimlanmistir (Nappi et al., 2012).
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Ostrojenin ~ kemik  metabolizmasina  etkisi, kemik  doku  Uzerinden
gerceklesmektedir. Burada dolayl ya da dogrudan etkileri s6z konusudur. Ostrojen
kemik doku Uzerinde, kemik olusumunu arttirarak, kemik yikimini azaltmaktadir ve

kemik dongu (turnover) hizini yavaglatmaktadir (Seyisoglu, 1999).

Ostrojen, osteoblastlar tizerinde anabolik etki saglayarak kemik olusumunu arttirir
(Compston, 2001). Bu etkinin kaniti dstrojen yoklugunda ve varliginda, fare ve
insanlarda yapilan histolojik ve biyokimyasal ¢alismalarla ER’lerin ve osteoblastik
gen ekspresyonlarinin belirlenmesi ile gosterilmistir (Tobias ve Compston, 1999).

Ostrojenin kemik hiicreleri Gizerindeki etkisi Sekil 2.9'da sematize edilmigtir.
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Sekil 2.9. Ostrojenin kemik hiicreleri tizerindeki etki mekanizmalari.

Ostrojenin kemik yapimi iizerindeki etkileri

e Osteoblastik hticrelerde 6strojen, alkalen fosfataz (ALP) ve tip 1 kollajen

ekspresyonunu arttirarak mitojenik etki géstermektedir (Compston, 2001).

e Ostrojen, kemik olugsum dizenleyici ve uyaricilarindan IGF-1 ve TGF-B ve
BMP-2 mRNA ekspresyonlarini  arttirarak kemik olusumuna katki
saglamaktadir (Zhau, 2003; Seyisoglu, 1999). IGF-1 kemik hucresinin
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proliferasyonunu, farkhlagsmasini, DNA sentezini, kollajen ve nonkollajen
proteinlerin sentezini arttirmaktadir. TGF-B hucrenin integrin reseptorlerini
uyarmak yoluyla hiacre digi matris bilesenlerinden olan kollajen, fibronektin ve
proteoglikanlarin olusumunu artirmaktadir. Ayrica, bag dokusunda hasara yol
acan proteolitik enzimleri baskilamakta, sonug¢ olarak granilasyon dokusu
olusumuna etki etmektedir (Roith, 1997).

Ostrojen ayrica bllyime hormonu (GH)'nunun salimini arttirarak da kemik

olusumuna katki saglamaktadir.

Ostrojenin kemik yikimi iizerindeki etkileri

Osteoprotegrin (OPG)/reseptdr aktivator nukleer kappa B ligandi (RANKL)
oraninin kemik kutlesini belirleyen esas faktor oldugu belirtiimigtir (Eastel,
2005). 17-B estradiol, osteoblastlar Gzerindeki reseptorlere baglanarak, OPG
mRNA seviyelerini arttirmaktadir ve bdylece kemik yikimini 6nlemektedir.
RANKL’In kemikteki ana gorevi osteoklast olusumunu saglayarak kemik kaybi
ve rezorpsiyonunu arttirmaktir (Kurban, 2007). RANK, preosteoklastlara,
RANKL’In baglanmasini saglayan bir reseptdr olup, osteoklastojenez ve
kalsiyum metabolizmasini kontrol etmektedir (Takayanagi, 2005). OPG’nin
kemik dokudaki biyolojik etkileri RANK/RANKL’In etkisi ile terstir. Dolayisiyla
RANKL sentezini inhibe ederek ve bu yolla antirezorptif etki géstermektedir
(Sekil 2.10) (Eastel, 2005).

Ostrojen kemik ve hemapoetik hiicreler tarafindan sentezlenen bir sitokin olan
tumor nekroz faktor (TNF) ve interlokin-1 (IL-1) sentezini yavagslatarak kemik

rezorpsiyonunda azalma saglamaktadir.

Ostrojen ayrica, interlokin 6 (IL-6) aktivasyonu igin gerekli olan transkripsiyon
faktori NF-¢B’nin aktivasyonunu bloke ederek kemik resorpsiyonunu arttiran
bir sitokin olan IL-6 Uretimini dnlemektedir. Overleri alinmis tavsanlar Gzerinde
yapilan in-vivo ¢alismalar, kemik iligi htcrelerinde IL-6 Uretiminin arttigini ve IL-
6 reseptortu olan IL-6R’nin ekspresyonunun arttigini géstermistir (Compston,
2001).
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e Prostaglandinler, Ozellikle E serisi prostaglandinler, kemik formasyon ve
rezorpsiyonunun lokal dizenleyicilerindendir. Duzeyleri artinca kemik yapim ve
yikim hizi yani déngu (turnover) hizi artmaktadir. Postmenopozal donemde
kullanilan dusuk doz o&strojenler, ozellikle E serisi (PGE2) olmak Uzere
prostaglandin sentezini azaltmakta ve bu yolla kemik doéngusu (turnover)

hizinin yavaglamasina yardimci olmaktadirlar (Seyisoglu, 1999).
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Sekil 2.10. Kemik mikrogevresinde osteoklast fonksiyonunu dizenleyen temel sitokinler.
Uyaran faktdrler turuncu, inhibe edici faktdrler mavi renkle belirtiimistir. Ostrojenin
dizenleyici proteinler Gizerindeki pozitif (+) ve negatif (-) etkisi kirmizi renkle gosterilmistir.
Blyuk cerceve icinde TNFa ve RANKL'’ nin ayri ayri reseptorleri ile etkilesimi ve sonucta
her ikisinin de NF-xB ve JNK hiicre ici sinyal yolagini aktive etmesi gosteriimektedir. GM-
CSF: granulosit makrofaj-koloni-uyarici faktor (Riggs B., 2000).

Ostrojen, viicutta kalsiyum dengesinin saglanmasinda rol oynayarak kemik
metabolizmasina etki etmektedir. Oncelikle bdbreklerde vitamin D sentezini
hizlandirmaktadir. Dolayisiyla bagirsak emilim yuzeyi artmakta, kalsiyum
tasinmasinda gorevli proteinlerin sentezi hizlanmakta ve dolayisiyla bagirsaktan

kalsiyum emilimi artmaktadir. Ayrica kemik dokuda parathormon (PTH)a karsi
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kismi direng olugturmakta ve dolayli yoldan serum PTH duzeylerini arttirmaktadir.
Artan PTH, bobrekten kalsiyum geri emilimini azaltmakta ve vitamin D
biyosentezini hizlandirmaktadir. BOylece bagirsaktan kalsiyum absorpsiyonu artar

ve bobrekten kalsiyum atilimi azalmaktadir (Seyisoglu, 1999).

2.3.3. Ostrojenin kok hiicreler iizerindeki etkisi

Ostrojen, diizenleyici etkisini 6strojen reseptorleri lizerinden ortaya koymaktadir.
Yapilan g¢alismalarda, embriyonik kok hucreler ve mezenkimal kdk hicreler basta
olmak Uzere birgcok oncul hucrede Ostrojen reseptorlerine rastlanmigtir (Hong et
al., 2004, Ramalho et al., 2001). Dieudonne ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada
gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) analizi ile insan
adipozitlerinde ER-B ve ER-a mRNA ekspresyonu goézlenmistir. Adipoz doku oncul
hicreleri olan ADMSC’lerde ER reseptorleri bulunmustur (Dieudonne, 2004).

Ostrojenin kemik iligi kék hiicrelerinin farklilasmasina olan etkisinin incelendigi bir
¢alismada, Ostrojenin mezenkimal kok hucrelerinin osteoblastik farklilagmasini

arttirdigi gézlenmistir (Ray et al., 2008).

Hong ve arkadaslarinin yaptigi g¢alismada (2006) kemik iliginden elde edilen
MSC’ler 17-B estradiol varliginda osteojenik farklilasma ortamina maruz
birakilmistir. Yapilan analizler sonucu, osteojenik faklilagsma belirtecleri olan ALP,
cekirdek badlayici protein (cbfa-1) genlerinin ve kemik dénudsim belirteci olan
osteokalsin (OCN) geninin ekspresyonunun, ekstraseliler matris sentezinin ve
mineralizasyonun ostrojensiz ortama gore daha fazla miktarda arttigi gézlenmistir.
Ayni grup (Hong et al., 2007) bu kez AdMSC’leri, farkli konsantrasyonlarda
bulunan 17-B estradiol varliginda osteojenik farkllasma ortamina maruz
birakmislardir. Sonugta 10® M konsantrasyonuna sahip E2’nin farklilasmaya
etkisinin daha fazla oldugu ALP aktivasyonu tayini ile belirlenmistir. Ayrica,
osteojenik farkllasma gen ekspresyonlarinda &strojensiz ortama goére artis

gOzlenmistir.

2.4. Nanopartikiiller

Nanopartikuller boyutlari 10-1000 nm arasinda degisen kati partikil ya da
dispersiyon partikll olarak tanimlanmaktadirlar. Biyoaktif ajanlar (ilag, biyosinyal

molekil vb.) nanopartikil matrise baglanabilir, enkapsile edilebilir ya da
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gémiilebilir. Uretim ydntemine gbre nanopartikiiller, nanokiireler ya da
nanokapsiller seklinde elde edilmektedirler (Mohanraj, 2006). Nanokureler,
biyoaktif ajanin, icinde ¢O6zundugu ve homojen sekilde dagildigi matris
sistemlerdir. Nanokapstuller ise, biyoaktif ajanin polimer membran tarafindan
cevrelenen bosluga gomuldugu vezikller sistemlerdir (Soppimath et al., 2001)
(Sekil 2.11) .

(a) (b)

Sekil 2.11. Nanopartikillerin sematik gdsterimi.: a) nanoklire, b) nanokapsul
(Soppimath et al., 2001).

Biyoaktif ajan tasiyici sistemlerde nanopartikillerin kullaniimasinin avantajlari;

o Partikul boyutu ve yuzey karakteristiginin kolaylikla ayarlanabilir olmasi,

e Partiklllerin kiguk kapillere penatre olmasi ve hicrelerle etkilesimlerinin
saglanmasi,

e Hidrofobik biyoajanlarin biyoyaralanimini ve sudaki ¢6zunurlGguna
arttirmasi,

e Tasinim boyunca ajanin saliminin devam ettirilebilir ve kontrol edilebilir
olmasi,

e Kontrollu salim ve partikil bozunma karakteristiginin matris malzemesinin

secimi ile kolaylikla ayarlanabilir oimasidir (Mohanraj, 2006).

Bircok avantajina ragmen nanopartikullerin dezavantajlari da vardir. Kuguk boyut
ve genis yuzey alani, partikil agregasyonuna neden olarak partikulleri kati veya

sivi formda saklamayi zorlastirmaktadir. Ayrica yine kiglk boyut ve genis ylzey
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alani, matrise sinirh miktarda ila¢ yuklenmesine ve hizli salima (burst release)
neden olmaktadir (Mohanraj, 2006).

2.4.1. Nanopartikil tretim yontemleri

Nanopartikuller temelde dort sekilde Uretilir:

Bu yontemlerden en ¢ok kullanilan dort tanesi; emulsiyon-¢éztclu buharlastirma,
monomerin polimerizasyonu, iyonik jellesme ve superkritik akiskan yontemidir. Bu

yontemler asagida kisaca 6zetlenmistir.

2.4.1.1. Emulsiyon-g¢o6zici buharlagtirma yontemi

Bu yontemde polimer ve biyoaktif ajan, diklorometan, etil asetat gibi hidrofobik
biyoaktif ajanlari da ¢dzebilen organik ¢dzlcu icerisinde ¢ozulmektedir. Olusan
karisim, surfaktan iceren sulu ¢ozelti icerisine eklenerek emdilsiyon olusumu
saglanmaktadir. Ki¢uk boyutlarda partikul eldesi ve homojen dagilim i¢in ylksek
hizli homojenizatér ile karigma saglanmaktadir. Kararli emulsiyon olugumu
saglandiktan sonra organik ¢ozlicu sicaklik/basing artirilarak ya da surekli
karigtirarak buharlastiriimaktadir (Soppimath et al., 2001). Bu yéntemde poli(laktik-
ko-glikolik asit) (PLGA), poli (€-kaprolakton) gibi biyobozunur polimerler

kullaniimaktadir.

2.4.1.2. Polimerizasyon yontemi

Bu yontemde monomerlerin ara yizeyde polimerizasyonu ile nanopartikil formu
olusturulmaktadir. Once yag/su (o/w) emilsiyonu hazirlanir ve bu emiilsiyona
polimerleri olusturacak monomer ¢ozeltisi eklenerek polimerizasyon gercgeklestirilir.
Biyoaktif ajanlar polimerizasyon ortaminda ¢6zinmus olarak ya da polimerizasyon
tamamlandiktan sonra adsorpsiyon ile nanopartikile yiklenmektedir. Nanopartikl
stspansiyonu, surfaktan ve stabilizatorleri uzaklastirmak icin ylksek hizli santrifQj
kullanilarak ve izotonik surfaktansiz ortam ile yeniden slspanse edilmektedir
(Gulrsoy, 2002).

2.4.1.3. lyonik jellesme ydntemi

Kitosan, aljinat, jelatin gibi hidrofilik malzemelerden nanopartikil olusturmak igin
iyonik jellesme yontemi kullaniilmaktadir. Bu yontemde, biri katyon ve digeri anyon

olmak Uizere iki sulu faz karigimi olusturulmaktadir. iyonik jellesme islemi karigim
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icindeki katyon ile anyon gruplarin iyonik etkilesimi sonucunda, polimer ¢ozeltisinin
sivi formdan jel formuna gec¢cmesi ile gerceklesmektedir. Calvo ve arkadaslarinin
(1997) kitosan nanopartikul eldesi icin yaptigi calismada, kitosan ve bir kopolimer
olan polietilen oksit (PEO), polianyon olarak ise sodyum tripolifosfat kullaniimigtir.
Jel olugumu, kitosanin pozitif yakla amin gruplari ile sodyum tripolifosfatin negatif

yukll fosfat gruplari arasindaki iyonik etkilesim ile gergeklesmektedir.

2.4.1.5. Superkritik akiskan yontemi

Konvansiyonel yontemlerde kullanilan organik c¢oziculerin zararli etkisinden
kurtulmak igin gelistirilen bu yontemde, biyobozunur mikro-nano boyutlarda
partiktl eldesi suUperkritik akigkan kullanilarak gergeklestiriimektedir. Superkritik
akiskan, kritik sicakligin Uzerindeki maddeler i¢in kullanilan bir terimdir. Bu yontem
ile partikdl Uretiminde superkritik akiskan olarak en gok CO; ve su kullaniimaktadir
(Mohanraj, 2006).Superkritik akigskan yonteminde genel olarak iki yaklagim
kullanilmaktadir. Superkritik akigkanin ani genlesmesi (Rapid expansion of
supercritic fluids) (RESS) ve superkritik anti ¢éziucl yodntemidir (Mishra et al.,
2010).

RESS metodunda ¢dziunmesi istenen polimer ve superkritik akiskandan olusan
¢cozelti enjektor araciligiyla genlestiriimektedir. Sonugta yogunluk, asamali olarak
azalirken; ¢6zunen polimer, nanopartikil ¢okelti olarak birikmektedir. Bu yontemde
¢6zlcu, ortamdan tamamen uzaklastigi icin Uretilen nanopartiktllerin toksik etkisi
g6zlenmemektedir. RESS yontemi ile, disuk molekll agirlikli (<10000) polimerler
kullanildiginda, homojen ve duzgun nanopartikuller elde edilmigtir. Ancak, yuksek
molekul agirlikli polimerlerin, ¢ézunurluklerinin sinirli olmasindan dolayr yontem

uygulanamamaktadir (Mishra e tal., 2010).

Superkritik anti ¢ézlict yonteminde ise polimeri ¢dzmek igin superkritik akiskan ile
tamamen karisan sivi ¢dzlcu ve superkritik akiskan (CO;) kullaniimaktadir.
Polimer ve CO, bulunan c¢ozeltiye ylksek basing altinda sivi fazda ¢ozicu
verilmektedir. Coézlicundn ani difizyonu asiri doygunluk ile sonuglanmakta ve
cokelti olusmaktadir. CO; gegisi ¢Ozeltiden ¢ozucunun tamamen arindirilmasi igin
devam etmektedir (Mishra et al., 2010).
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2.4.2. Nanopartikul tretiminde kullanilan polimerler

Nanopartikul Uretiminde kullanilacak matris malzeme sec¢imi birgok faktore baghdir
Bunlar: Istenen partikil boyutu, ylzey Kkarakteristigi (yukid, gegirgenligi),
biyobozunma derecesi, biyouyumluluk, toksisite, istenen ila¢ salim profili ve son
ardn antijenitesidir (Mohanraj, 2006). Poliester tabanli poli-laktik asit (PLA),
poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) ve polikaprolakton (PCL) salim sistemlerinde

yaygin olarak kullanilan polimerlerdir.

Sunulan tez g¢alismasinda nanopartikullerin hazirlanmasi amaciyla poli (laktik-ko-
glikolik asit) (PLGA) kopolimeri kullaniimistir. Bu nedenle asagida PLGA ile ilgili

bilgi sunulmustur.

2.4.2.1. Poli (laktik-ko-glikolik-asit) PLGA

Poliester PLGA, FDA tarafindan onayli PLA ve PGA polimerlerinin birlesmesiyle
olugsan sentetik bir kopolimerdir. PLGA, polikondenzasyon reaksiyonu ile ya da
siklik diesterlerin halka agilma polimerizasyonu ile sentezlenmektedir (Sekil 2.12).
Halka acilma polimerizasyonu, daha kisa reaksiyon suresi ve yluksek monomer

doénusum orani ile PLGA Uretiminde tercih edilen yontemdir (Stevanovic, 2009)

0 0
O | ratatizer Il [
» ==(0=CH;~C=0=CHy=C=—

O
n

0

Glikolit

Poliglikolit

Sekil 2.12. Glikolitin halka agilma polimerizasyonu ile PGA sentezi.

Glikolit monomeri glikolik asitin dimerizasyonu ile olusur. Laktik ise laktik asitin

siklik dimeridir ve D ve L olmak Uzere iki optik izomere sahiptir. PLA, PGA ve
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PLGA polimerlerinin fiziksel 6zellikleri Cizelge 2.1.’de, kimyasal yapilari ise Sekil

2.13'de verilmistir.

Cizelge 2.1.PLA, PGA ve PLGA polimerlerinin fiziksel 6zellikleri.

Camsi gegis
Polimer Cinsi Kristalinite sicakligi Bozunma Suresi
Tg (°C)
PGA Kristal 35-40 2-4 ay
PLLA Yarikristal 50-80 >2 yil
PDLA Amorf 55-60 12-18 ay
PLGA Amorf 40-60 Bilesime bagli

o CHs O
0] n [ i )
O—CHa—C O—CH—C
il [ 1y s
PGA PLA
o CHs O
1 [ ol
O—CH;—C———O—CH—C
m n
PLGA

Sekil 2.13. PGA, PLA ve PLGA'nin kimyasal yapilari.

PLGA’nIn kristalinitesi; mekanik dayanimini, hidroliz kosullarini, sisme 6zelliklerini
ve biyobozunma oranini dogrudan etkilemektedir. PGA, hidrofilik yapisi nedeniyle
sulu ortamlarda ve hucre iginde hizla ¢ézunir ve kisa bir sUrede yapisal
butinligunu kaybeder. PLA, yapisindaki metil yan gruplarinin varligindan dolayi

hidrofobik yapidadir ve dolayisiyla hidrolizi yavastir. PLGA’'nin yapisindaki zengin

32



laktik icerigi PLGA’ y1 daha hidrofobik yapar, daha az su absorplamasini ve daha

ge¢ bozunmasini saglar (Hirenkumar et al, 2011).
2.4.3. PLGA nanopartikiillerden salim mekanizmasi

PLGA kopolimeri hidroliz sonucu ester baglarinin bozunmasi ile oligomerlerine ve
en sonunda da monomerlerine donusmektedir. PLGA'nin bozunma prosesi, yigin
bozunma ve yuzey erozyonu seklinde gergeklesmektedir. Bozunma ilk olarak
amorf matris bolgesinde baslamakta ardindan daha yavas sekilde kristal bolgede
devam etmektedir (Stevanovic, 2009). PLGA kopolimerinin biyobozunma orani,
polimer zincirindeki laktik ve glikolik asit oranina, polimerin molekul agirhgina,
kristallik derecesine, polimerin camsi gegis sicakligina ve matrisin morfolojisine,

boyutlarina, depolanma kosullarina baglidir (Hirenkumar et al, 2011).

PLGA nanopartikillerden biyoaktif ajan salimi iki asamada gerceklesmektedir
(Sekil 2.14). ilk asamada, aktif ajan ile birlestirilen polimerik matris ortam ile
etkilesmekte ve ortam sivisi matrise penatre olmaktadir, bdylelikle matris sismeye
baslamaktadir. Ayni zamanda matris yluzeyi Uzerindeki biyoaktif ajan da salinmaya
baslamaktadir. ikinci asamada, polimer matris ortam sivisini absorplarken matriste
difizyon kanallari olugsmakta ve biyoaktif ajanin matristen ortama salimi artan bir
sekilde olarak devam etmektedir. PLGA matrisin bozunmasiyla beraber sistem yok
olmaktadir (Hirenkumar et al, 2011; Silva et al., 2007).

o o
A c c

Sekil 2.14. Nanopartikillerden salim mekanizmasinin sematik gosterimi.:
A)Biyoaktif ajan ile birlestirilen polimerik nanopartikil salim ortami ile etkilestiriliyor
B) ortam sivisi polimerik matrise diflize oluyor ve matrisin sismesine neden oluyor,
C) matris igine giren ortam sivisi, difizyon kanallari olusturuyor ve D) malzemenin
bozunmasiyla birlikte sistem yok olmaya basliyor.
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Nanopartikullerden ilagc  salim kinetigi bieksponansiyel fonksiyonla
tanimlanmaktadir (Esitlik 2.1).

C=Ae ™ +Be™ (2.1)

C= t aninda partiktlde bulunan ilag konsantrasyonu, A= Difuzyon kontrol sistemi
sabiti, B= Erozyon kontrol sistemi sabiti, a, B = Oran sabitleridir (Ringe et al.,
2004).

Genel olarak polimer matristen biyoaktif ajan salim orani ¢ézunuarlige, difizyona
ve matris materyalinin biyobozunurluguna baghdir. Biyoaktif ajan salimi ayni
zamanda yukleme verimine ve nanopartikul buyukligune de baghdir. Kiguk
partikil boyutu, biyoaktif ajanin ani patlama (burst release) seklinde salimina
neden olmaktadir. Ani patlama etkisi zayif baglanmadan ya da genis nanopartikdl
yuzeyine adsorbe olmus ¢ok miktarda biyoaktif ajandan kaynaklanmaktadir (Chen
et al., 2003).

2.4.4. Nanopartikillerin biyomedikal uygulamalari

Biyobozunur nanopartikiller yiksek biyoyararlanim, iyi enkapsulasyon, kontrollU
salim ve dusuk toksisite dzelliklerine sahip olduklarindan siklikla biyoaktif ajan
tasiyici sistemler, olarak o6zellikle de suda ¢dzunen/cézinmeyen cesitli tibbi
ilaclarin ve biyoaktif molekulllerin hasta Uzerindeki terapatik etkilerini arttirmak

amaciyla tercih edilmektedir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Bu bolimde, tez kapsaminda gercgeklestirilen deneysel ¢alismalar ve kullanilan
yontemler 6zetlenmistir. llk olarak 17-B estradiol (E2) yikli poli (laktik-ko-glikolik
asit) (PLGA) nanopartiklllerin dretim ydntemi ve karakterizasyon c¢alismalari
hakkinda bilgi verilmigtir. Daha sonra kitosan/hidroksiapatit (HA) doku iskelelerinin
uretim yontemi ve PLGA nanopartikullerin kitosan doku iskelelerine yuklenme
yontemleri 6zetlenmigstir. Ardindan, nanopartikillerden ve nanopartikul yukla doku
iskelelerinden 17-B estradiolin salimina yonelik olarak gerceklestirilen deneysel
calismalara yer verilmistir. En son bdliumde ise Uretilen sistemin, sigan adipoz
kokenli mezenkimal kok hucreler Gzerindeki etkilerinin incelendigi hucre kaltar

calismalari agiklanmstir.

3.1 Malzemeler

Calisma kapsaminda 17- estradiol’un ticari olarak mevcut iki formu kullaniimigtir.
Bunlar: 17- estradiol toz (E8875) ve suda ¢dzunur B-estradiol (E4389) olup her
ikisi de Sigma firmasindan satin alinmistir. Nanopartikil hazirlanmasinda
kullanilan poli (laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) kopolimerleri (PLA:PGA; 50:50,
65:35), ile stabilizator olarak kullanilan didodesil dimetil amonyum bromir (DMAB)
Sigma-Aldrich’den (Almanya) satin alinmigtir. Polimerler Riedel-de Haen
(Almanya) firmasindan temin edilen etil asetat igerisinde ¢ozUlmustir. Partikdl
uretimi  sirasinda Heidolph (Almanya) marka yuksek hizli homojenizatoér

kullanilmistir.

Doku iskelesi hammaddesi olarak kullanilan kitosan (deasetilasyon derecesi:
%75-85), hidroksiapatit toz ve carpraz baglayici ajan olan glioksal, Sigma-

Aldrich’ten satin alinmistir.

Hicre kultir calismalarinda kullanilan Minimum Essential Medium Alpha
Modification (a-MEM), penisilin-streptomisin, B-gliserol fosfat ve askorbik asit
Sigma (Almanya) firmasindan; Tripsin/EDTA (%0.01 tripsin/10 mM EDTA) ¢ozeltisi
Hyclone (A.B.D) firmasindan temin edilmistir. Hicrelerin metabolik aktivitelerinin
takibinde kullanilan 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-difenilterazolyum bromdr (MTT) ve
sodyum dodesil sulfat (SDS), SEM analizi icin 6rnek hazirlamada kullanilan
hekzametildisilazan (HMDS), Sigma-Aldrich (Almanya); ALP aktivitesinin

35



belirlenmesinde kullanilan Triton X-100 Sigma (Almanya), 2-amino 2-metil-1,3-
propanol Aldrich (Almanya), magnezyum klorur (MgCly) ve sodyum hidroksit
(NaOH) ise Merck (Almanya) firmalarindan satin alinmigtir. RNA izolasyonunda

kullanilan Trizol ise Invitrogen (A.B.D) firmasindan temin edilmigtir.

3.2. 17-B Estradiol Yukli PLGA Nanopartikullerin Hazirlanmasi
3.2.1. PLGA nanopartikillerin sentezi

Farkh PLA/PGA (50:50 ve 65:35) bilesimlerine sahip PLGA nanopartikuller
emdulsiyon-¢oziclu buharlagtirma yodntemi ile hazirlanmigtir. Kisaca, PLGA
kopolimeri etil asetat igerisinde g¢ozulerek olusturulan % 2’lik (w/v) organik faz,
icerisinde % 1 oraninda (w/v) didodesil dimetil amonyum bromur (DMAB) bulunan
sulu faza ilave edilmis ve olusan karisim ylksek hizli homojenizatérde 15,000
rom'de karistirlmistir. Sonrasinda karisima sicak su eklenerek organik fazin
buharlasmasi beklenmistir. Ardindan, sulu fazda suspanse halde elde edilen
PLGA nanopartikullerin yilkama islemi ylksek hizdaki (13,000 rpm) santrifuj
(Heraeus, Almanya) kullanilarak gergeklestiriimigstir.

3.2.2. PLGA nanopartikiillere 17- estradiol yluklenmesi

PLGA nanopartkullere 17-3 estradiol yuklenmesi asamasinda 17-p estradiol/PLGA
orani 10 (w/w) olacak sekilde hazirlanan karigim etil asetat igerisinde ¢dzulmus ve
bos PLGA nanopartikul Uretimindeki islemler aynen uygulanarak 17-f estradiol

yukli PLGA nanopartiklller hazirlanmistir.
3.3. PLGA Nanopartikiillerinin Karakterizasyon Calismalari

3.3.1. Partikul boyutunun belirlenmesi

Uretildikten sonra sulu faz icersinde muhafaza edilen PLGA nanopartikiillerin boy
ve boy dagilimlarinin belirlenebilmesi igin, nanopartikillerin bulundugu ¢ozelti 1:10
oraninda seyreltiimis ve Zetasizer (Nano series, ingiltere) ile dlglimler

gercgeklestiriimistir.
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3.3.2. FTIR analizi

17-B estradiol yukli PLGA nanopartikillerin kimyasal yapilarinin belirlenebilmesi
icin partikul haline getiriimemis PLGA polimerinin, DMAB’nin, 17-f estradiol,17-3
estradiol iceren ve icermeyen (bos) PLGA nanopartikiillerin 400-4000 cm™dalga
boyu araliginda FTIR (Thermo Fisher Scientific, Nicolet iS10, Waltham, MA, ABD)

spektrumlari alinmistir.

3.3.3. Taramali elektron mikroskop (SEM) analizi

Sulu fazda bulunan bos ve 17-B estradiol yukla PLGA nanopartikiller, analiz
yapilacak yuzeye damlatilip, kurutulduktan sonra altin-paladyum ile kaplanmis ve

Zeiss marka (Evo-50, Aimanya) taramali elektron mikroskobu ile incelenmigtir.

3.3.4 Gegirimli elektron mikroskobu (TEM) analizi

Sulu fazda bulunan bos PLGA nanopartikuller, analiz yapilacak yuzeye damlatilip
FEI Technai Spirit G Bio Twin marka (Hollanda) gegirimli elektron mikroskobu ile

incelenmigtir.

3.3.5. 17-B estradiol enkapsiilasyon veriminin belirlenmesi

PLGA nanopartikullerin, Uretim sirasinda ortamda bulunan 17-f estradiol’lin ne

kadarini enkapsule edebildigini belirlemek amaciyla 2 farkli yontem denenmigtir.

ilk yontemde, nanopartikiiller uygun ¢oziicl icerisinde c¢dziilerek kapsile olan
Ostrojenin disariya alinmasi saglanmis ve ardindan UV spektrofotometrisi (280
nm’de) araciligiyla enkapsuilasyon verimi hesabi yapiimistir. Yontemin ayrintilar
soyledir: Kalibrasyon grafigi olusturmak icin 17-B estradiol diklorometan
(DCM)/metanol (60:40) karisimi icinde ¢ozdurllerek 1 mg/mL derisiminde stok
¢cozelti hazirlanmistir. Stok ¢oézelti DCM/metanol karigimi ile seyreltilerek E2’nin
farkli konsantrasyonlarda standart ¢ozeltisi elde edilmistir. Daha dnceden liyofilize
edilerek kurutulan ve toz halde bulunan nanopartikilin miktari hassas terazide
tartilarak belirlenmistir. Miktar1 belirlenen partikil, Ependorf tliptine koyulmustur.
Uzerine 2 mL DCM/metanol (60:40) karisimi eklenerek vortekslenmis ve
estradiollin ¢ozUnmesi saglanmistir. Elde edilen ¢cozeltinin uv

spektrofotometrisinde 280 nm dalga boyundaki absorbansi dlgiimustar.
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Kalibrasyon grafiginden konsantrasyon belirlenmis (Ek.1) ve ardindan %

enkapsulasyon verimi hesaplanmistir.

ikinci ydntemde ise; enkapsilasyon ¢ozeltisindeki baslangic  estradiol
konsantrasyonu ve enkapsulasyon sonrasindaki c¢ozeltide kalan estradiol
konsantrasyonu arasindaki fark olgulmektedir. Yontemde nanopartikdl tretiminin
son asamasl olan yikama/santrifigasyon asamasinda E2 yukli nanopartiktllerin
supernatan ve yikama sulari toplanmigtir. Elde edilen karisim iyice
vortekslendikten sonra alinan 20uL numune, HPLC (Dionex Ultimate 3000) C18
kolonuna beslenmistir. HPLC sisteminde, mobil faz olarak amonyum nitrat
tamponu/asetonitril (30:70) kullanilmigtir ve estradiolun akis hizi 1.0 mL/dK’dir.
Kolona beslenen estradiolun 280 nm’'de alikonma suresi olan 4.2.dk.’da c¢ikan
pikin alanindan konsantrasyona gegilerek kapsullenmeyen estradiol miktari
belirlenmistir (Ek.2) Yukleme ¢ozeltisindeki estradiol miktarindan, kapsule olmayan
estradiol miktari c¢ikartimis ve aradaki fark kapsullenen estradiol miktarini

vermistir.

3.4. PLGA Nanopartikiil iceren ve igcermeyen (Bos) Kitosan/Hidroksiapatit
Supergozenekli Doku Iskelelerinin Sentezi ve Karakterizasyonu

3.4.1 Kitosan/hidroksiapatit supergozenekli doku iskelesi sentezi ve
karakterizasyonu

Kitosan/hidroksiapatit stipergdzenekli hidrojel (SPH) doku iskeleleri, daha énce
grubumuz tarafindan optimize edilmis olan, mikrodalga 1sima ile ¢arpraz baglanma
ve supergozenekli hidrojel Uretiminde kullanilan gaz kopuklestirme yonteminin bir
araya getirilmesiyle olusturulmus bir yontemle sentezlenmistir. (Durukan, 2012).
Yontemin ayrintilari ise soyledir. 0.2 g kitosan 0.1 M asetik asit ¢ozeltisi icinde

yaklasik 1 gun sureyle manyetik karistirici ile karigtirilmak suretiyle ¢ozunmustur.

Elde edilen %2’lik kitosan c¢ozeltisinden 10 mL alinarak Uzerine ticari toz
hidroksiapatit (500 mg) eklenmis ve karnistirimistir. Ardindan sirasiyla gaz
kopuklestirici ajan NaHCO3 (30 mg) ve capraz baglayici glioksal (20uL) eklenerek
hazirlanan karigim homojenize edilmigtir ve 24 gozlu Petri kaplarinin gozlerine esit
sekilde dagitilarak 90 watt guclne ayarlanmis mikrodalga firina (Milestone)
yerlestiriimistir. Mikrodalga islemi kopulklesme bitene kadar (2.5-3 dk) devam
etmistir. Mikrodalga firlnda gaz kopuklestirme yodntemi ile yapi igerisinde
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gozenekler olusurken, es zamanli olarak jellesme de meydana gelmigtir. Jellesme
isleminden sonra Petri kaplarinda bulunan hidrojeller etil alkol iginde bir miktar
bekletilerek sekilleri bozulmadan kaplardan cikartilabilmeleri saglanmistir.
Cikartilan hidrojeller saf suda sisirilerek yapilarindaki safsizliklarin uzaklagmasi
saglanmigtir. Saf sudan alinan ornekler dondurarak kurutma (freze-drying)
islemine tabi tutulmuslardir. Bu yontemde iskeleler énce —20°C’de 1 gece, daha
sonra -80°C’de 3 gun sure ile liyofilize edilmigtir. Elde edilen doku iskeleleri %
96’lik etanolde 1 gece boyunca stabilize edilmistir. Etanolt yapidan uzaklastirmak

icin iskeleler, 1 gun liyofilizatérde (Christ, Aimanya) kurutulmustur.

Kitosan/HA supergdzenekli doku iskelelerinin karakterizasyon calismalari daha
once grubumuz tarafindan gerceklestiriimistir (Durukan, 2012). Tez calismasi

kapsaminda iskelelerin SEM goéruntuleri alinmistir.

3.4.2. PLGA nanopartikiil iceren kitosan doku iskelesi sentezi ve
karakterizasyonu

Distile suda sonikator (Bandelin, Alimanya) kullanilarak dagitilan ve sispanse hale
getirilen 17-B estradiol yukli PLGA nanopartikuller, iki sekilde kitosan-HA doku

iskeleleri ile birlestirilmistir:
1. Onceden hazirlanmis doku iskelelerine nanopartikiller enjekte edilerek,

2. Nanopartikuller, iskele Uretimi sirasinda kitosan ¢ozeltisine katilarak es zamanli

uretim-yukleme seklinde yuklenmistir.

3.4.2.2. FTIR analizi

PLGA nanopartikillerin kitosan doku iskelelerine yuklendiklerini gostermek
amaciyla nanopartikiil iceren ve icermeyen (bos) doku iskelelerinin 400-4000 cm™
dalga boyu araliginda FTIR (Thermo Fisher Scientific, Nicolet iS10, Waltham, MA,

ABD) ile spektrumlari alinmig ve karsilastirilmistir.

3.4.2.2. SEM analizi

PLGA nanopartikll iceren ve icermeyen kitosan doku iskelelerinden alinan kesitler
altin-paladyum ile kaplanmis ve Zeiss (Evo-50, Almanya) taramali elektron

mikroskobu ile incelenmigtir.
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3.5. Salim Sistemlerinin Hazirlanmasi

17-B estradiol yukla nanopartikiller liyofilize edilerek kurutulduktan sonra 1mg
estradiol iceren 2 mg toz haldeki partikal, 10 mL fosfat tampon ¢ozeltisine (PBS,
pH: 7.4) eklenmigtir. Doku iskelelerinden salim calismalarinda ise 2 mg partikdl
iceren 11x4 mm boyutlarindaki iskele 10 mL PBS ortamina eklenerek salim
calismasi  yuratdlmagtir.  Ayrica 2 mg  siklodekstrin+tE2  kompleksi
(E2/siklodekstrin=46.9 mg E2/1g siklodekstrin) bulunan 11x4 mm boyutlarindaki
kitosan/HA doku iskelelerine emdirilerek salim calismasi 10 mL PBS (pH:7.4)
ortaminda yUritilmastir. in-vitro salim galismalari 37°C’de ve 70 rpm hizindaki
calkalamali etivde ydratalmistar. Nanopartikillerden salim  ¢alismasinda,
belirlenen zamanlarda salim ortamindan numune alinmadan 6nce 20,000g’de 15
dk boyunca santriflj islemi yapilmis ve partiklllerin ¢okmesi saglanmistir.
Salinan 17-B estradiol miktarini belirlemek igin, hazirlanan salim ortamlarindan ilk
gun 1.,2., 6. ve 24. saatlerde, salim suresi sonuna kadar ise hergin 900 uL
numune alinmig ve yerine alinan miktar kadar taze PBS eklenmigtir. Alinan
numuneler Gzerine 100 yL metanol eklenerek salinan 17- estradiol miktari Bolim
3.3.5’de anlatilan ybéntemle HPLC ile tayin edilmigtir. Analiz igin alinan
orneklerdeki 17-B estradioliin konsantrasyonlari 6lguimis ve kimulatif salim
verileri elde edilerek salim profilleri olusturulmustur. Salim calismalari U¢ paralel

ornek ile yaratalmastar.

3.6. Hucre Kiltur Caligmalari

Sunulan tez c¢alismasinda, 17-f estradiol yuUkli nanopartikil-doku iskelesi
siteminin kemik doku muhendisliginde kullanim potansiyelinin arastiriimasi
amaciyla in-vitro kosullarda adipoz kokenli sican mezenkimal kok hicreler
kullanilarak hlcre kaltir c¢alismalari gergeklestiriimistir. Adipoz kdkenli  kdk
hiicreler, Ege Universitesi Biyomiihendislik Bolimu Kok Hucre Laboratuvari
tarafindan izole edilmistir. AMSC’lerin karakterizasyon c¢alismalari kapsaminda
grubumuz tarafindan Kocaeli, Universitesi Kok Hiicre Merkezinde akis sitometrisi
analizi yaptirilarak ylzey antijenleri belirlenmistir. Uygulanan protokolde
AdMSC'ler yuzeyden kaldirilarak stspanse edilmistir. Santrifijden sonra yikama
tamponunda slUspanse edilen hucrelere 300 pyL floresan izotiyosiyanat (FITC)-
konjuge antikorlar eklenerek oda sicakliginda 45 dk inkUbasyon

gerceklestiriimistir. Akis sitometri analizi icin FACSCalibur (BD Biosciences, San
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Diego, USA) cihazi kullaniimistir. Hucrelerin immuno-fenotiplemesinde CDZ29,
CD90, CD54, CD45, CD106, MHC sinif 1 ve MHC sinif 2 antijenlerine uygun si¢an

antikorlar1 ve antikorlar igin dnerilen izotip kontrolleri kullanilmigtir.

3.6.1. Hucre kultiir kosullari

Calismada 4 grup olusturulmustur. Bunlardan ilki kontrol grubu olarak belirlenen
nanopartikul icermeyen kitosan/HA doku iskeleleri (Kitosan/HA), ikincisi 17-3
estradiol yUklU nanopartiktllerin doku iskelesine Uretim asamasinda yapiya
katilmasiyla olusan sistem (Kitosan/HA+Np), Uclncusu doku iskeleleri
hazirlandiktan sonra nanopartikillerin yapiya emdirme yoluyla katiimasiyla olusan
sistem (Kitosan/HA-Np), dordincusu ise suda ¢ozinen formda bulunan

estradiolun doku iskelesine emdirilmesiyle olusan sistemdir (Kitosan/HA+E2).

Hucre kultard ¢calismasi igin, 9x2 mm boyutlarinda olan her bir doku iskelesinde 35
Mg E2 olacak sekilde 0.7 mg partikiul yUklenmistir. Konsantrasyonu 25 mg/mL olan
suda ¢ozunen E2 ise PBS ortaminda seyreltilerek her bir iskelede 35 ug E2 olacak

sekilde doku iskelelerine 75 pL emdirilmistir.

Hucre kiltar galismalari boyunca steril ortam gerektiren tim islemler laminer akis

kabininde (Bioair, Type Il Laminer Akis Kabini, italya) yuritilmustir.

Hlcre kdltarG calismalari, her biri 1.5 cm c¢apa sahip, tabani Parafiim ile
kaplanmig, 24-g6zlu polistiren hicre kultlr kaplarinda (TCPS, Orange Scientific,
Belcgika) gerceklesirilmistir. Hicrelerin TCPS’e yapismasini engellemek amaciyla,
kap tabanini kaplayacak sekilde kesilmis Parafilmler kaplarin igerisine
yerlestiriimis ve once 30 dk %70’lik etanol igerisinde, ardindan da 45 dk UV ile
sterilize edilmistir. Hicre kulltir calismalarinda kullanilacak olan doku iskeleleri
(cap, 9 mm; kalinlik, 2 mm) %75’lik etanolde c¢oOkturllerek sterilize edilmistir.
Sterillenen doku iskeleleri, Parafiim ile kaplanmis 24 gdézli kiltir kaplarina
yerlestiriimistir. Hlicre ekiminden 6énce iskeleler Dulbecco PBS (pH:7.4) ile 1.5

saat muamele edilerek etanolin uzaklagsmasi saglanmigtir.

AdMSC hucreleri, %10 fetal sigir serumu (FBS), %1 penisilin-streptomisin ve %0.1
amfoterisin B iceren Minimum Essential Medium Alpha Modification (a -MEM) ile

flasklarda kultire edilmistir. Hucreler, flasklarda doygunluga (confluency)
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ulastiklarinda (3.pasajda), %0.25’lik tripsin enzimi ile gergeklestirilen tripsinizasyon
islemi ile yuzeyden kaldiriimiglardir. FBS iceren a-MEM eklenmesi ile de tripsin
inhibe edilmistir. Elde edilen hicre suspansiyonu 1000 rpm’de 5 dk boyunca
santrifijlenmistir. Bu islem sonrasinda sUpernatan dokulmus ve taze besi ortami
ile tekrar sUspanse edilen hucreler, hemositometrik sayim sonrasinda, hicre
yogunlugu 9x10* hiicre/doku iskelesi olacak sekilde, her bir doku iskelesine 60 pL
hicre suspansiyonu enjekte edilerek hlcre ekimi gergeklestiriimigtir. Doku
iskeleleri Uzerine 1’er mL ortam eklenerek hucre kultlr kaplarinda, 37°C sicakliga,
%95 neme ve %5 CO_'ye sahip inkubatorde (Heraus Instruments, Almanya) kaltar
edilmigtir. Kaltr ortami ikinci gununde osteojenik farkllagma ortamiyla
degistiriimistir. Daha sonra ise 3 gunde bir Y2 oraninda farkhilasma ortami ile
degistirilmistir. Farklilagsma ortami, %10 FBS, %1 penisilin-streptomisin ve %0.1
amfoterisin B iceren a-MEM ortamina 10 M dekzametazon, 10 nM B-gliserofosfat,

50 mg/mL askorbik asit eklenmesiyle olusturulmustur.

3.6.2. MTT analizi

Adipoz kokenli mezenkimal kdk hicrelerin mitokondriyal aktiviteleri, 2., 4., 7., 10.,
14. ve 21. glnlerde 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-difeniltetrazolyum bromlr (MTT) ile
kantitatif olarak tayin edilmistir. Canli hiicrelerin mitokondrisi tetrazolyum bilesenini
indirgeyerek formazan kristallerine donusturmektedir. Olusan bu kristaller
¢ozundugunde ortaya ¢ikan mor renkli ¢ozeltinin absorbans degeri belirlenir. Elde
edilen bu absorbans degderi, GUremesini devam ettiren canli hiicre miktari ile dogru
orantihdir. MTT analizi icin 6ncelikle doku iskeleleri Uzerindeki kultir ortami
uzaklastirlmigtir. Ardindan, her bir goze 600 yL serumsuz besi ortami ve 60 pL
MTT cozeltisi (2.5 mg/mL PBS) eklenmistir. Hlicreler bu sekilde 37°C’deki etiivde
3 saat boyunca inkiibe edilmistir. inkiibasyon siirecinden sonra, doku iskeleleri
Uzerindeki ortam uzaklastirimis ve iskeleler baska bir 24 gézli kultir kabina
aktarilmistir. Her bir géze 400 uyL 0.04 M HCI igeren izopropanol c¢ozeltisi
eklenerek olusan formazan kristallerinin ¢ézinmesi saglanmistir. Elde edilen mor
renkli ¢ozeltiden 200 pL alinarak, 690 nm referans olmak Uzere 570 nm'de

mikroplaka okuyucu (Asys UVM 340, Avusturya) ile optik yogunluk belirlenmistir.
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3.6.3. Taramali elektron mikroskop (SEM) analizi

Adipoz kokenli mezenkimal kok hucrelerin, doku iskelelerindeki morfolojileri ve
iskele icerisindeki yapigsma ve yayllma potansiyellerinin goruntilenmesi igin
kaltarn 4 ve 7. ve 14. gunlerinde alinan o6rneklerle SEM (Zeiss Evo 4750,
Almanya) incelemesi yapilmistir. Oncelikle, doku iskeleleri (izerindeki kiiltiir ortami
uzaklagtirildiktan sonra, iskeleler ikiser kez PBS (pH: 7.4) ile yikanmistir. Daha
sonra 1 mL %2.5’'luk (v/v) gluteraldehit ¢ozeltisi ile karanlikta ve oda sicakliginda
30 dk boyunca fiksasyon igslemi gerceklestiriimis ve drnekler analiz yapilana kadar
PBS icinde 4°C’de saklanmistir. SEM analizinden 6nce, doku iskeleleri PBS ile
yikanmigtir. Iskelelerin, sirasiyla %30, %50, %70, %90 ve %100’lik (v/v) etanol
cOzeltilerinde 2’'ser dk bekletiimesiyle gergeklestirilien dehidrasyon isleminden
sonra iskeleler hekzametildisilazan (HMDS) icerisinde de 5 dk bekletiimiglerdir.
Ornekler, oda sicakhiginda kurutulduktan sonra, altin-paladyum ile kaplanmis ve

SEM goruntuleri ahinmigtir.

3.6.4. ALP aktivitesinin tayini

Hucrelerin, osteojenik farklilagsmasi, alkalen fosfataz (ALP) aktivitesinin tayini ile
belirlenmistir. Hicre kiltar galismasinin 7., 14. ve 21. glnlerinde doku iskeleleri
Uzerindeki kultir ortami uzaklastirilmis ve iskeleler bir kez 1’er mL PBS ile
yikanmistir. iskeleler, baska bir kiltiir kabina aktarilarak test yapilincaya kadar
-80°C’'de muhafaza edilmistir. iskeleler liyofilizatdrde kurutulduktan sonra
parcalanarak Ependorf tiiplerine alinmistir. Orneklere 250 uL Triton X-100 ¢ozeltisi
(% 7T’lik (v/v) cozelti, PBS icinde) eklenmis ve 4°C’de 30 dk inkube edilmigtir.
Ardindan, 4°C’de, 12,000 rpm hizda 10 dk boyunca santrifijleme iglemi
gerceklestirilimistir. Bu sekilde elde edilen Triton lizatindan 50 uL alinarak, 125 uL
ALP c¢odzeltisine (56 mM 2-amino 2-metil-1,3-propanol ve 1 mM magnezyum klortr
iceren 10 mL p-nitrofenil fosfat (pNPP)) eklenmis ve 37°C’de 30 dk boyunca
inkibasyon yapilmistir. Olusan tepkime, her bir 6érnege 50 pyL 2.5 M sodyum
hidroksit (NaOH) cozeltisi eklenerek sonlandiriimistir. Mikroplaka okuyucu (Asys
UVM 340, Avusturya) kullanilarak, 405 nm dalga boyunda p-nitrofenolln

absorbansi olgulmustar.
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3.6.5. Gergek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) analizleri

Doku iskeleleri Uzerinde ostrojen varliginda treyen ve farklilasan, adipoz kokenli
mezenkimal kok hucrelerinin kollajen | ve osteokalsin ekspresyon seviyeleri, RT-
PCR (Light Cycler® Nano, Roche, isvigre) ile belirlenmigtir. Analiz icin, kaltarin 7.,
14. ve 21. gunlerinde kultur kaplarindan alinan doku iskeleleri Uzerindeki besi
ortami uzaklastirilmis ve érnekler -80°C’de saklanmigtir. Ardindan RNA izolasyonu
yapilmistir. Bunun igin ornekler, DNAase ve RNAase igermeyen Ependorflara
alinarak steril igne ile parcalanmistir. Her bir érnegin Gzerine 1mL Trizol eklenerek
25-30 s vortekslenmis ve ornekler 2 sa 4°C’de bekletilmigtir. Hucrelerden RNA
izole etmek amaciyla, Orneklerin Uzerlerine 200 pL kloroform eklenerek
calkalanmis ve oda sicakhginda 2-3 dk inkibe edilmistir. Sonrasinda, ornekler
4°C’de 10 dk 12,000 g’de santrifujlenmigtir. Olusan sivi faz yeni bir RNase
icermeyen Ependorf tlipe aktarilmistir. Kloroform basamagi proteinden ve
fenolden kaynaklanan kirliligi onlemek amaciyla 2 kez tekrarlanmigtir. Daha sonra
sivi faza 400 pL izopropanol eklenerek ve hafifce vortekslendikten sonra 45 dk-
20°C’de inkube edilmistir. Ardindan, érnekler 4°C’de 10 dk boyunca 12,000 g’de
santrifijlenmistir. Olusan sUpernatan atillarak pellet 1 mL %75’lik etanol
(otoklavlanmig ultra saf su ile hazirlanmigtir) ile ylkanmis ve hafifge
vortekslenmistir. Ornekler, 4°C'de 5 dk boyunca 7,500 g'de santrifijlendikten
sonra supernatan atilmis ve pelletler kurutulmustur. Her bir pelletin Gzerine 20 uL

RNase igcermeyen su eklenmis ve érnekler -80°C’de saklanmistir.

RT-PCR analizi, iki basamakli olarak énce BM cDNA sentez kiti daha sonra
FastStart Essential DNA Green Master (Roche) kullanilarak gerceklestirilmistir. ilk
asamada RNAase icermeyen su ve BM cDNA sentez kiti kullanilarak cDNA
sentezi gercgeklestiriimistir. cONA sentezi reverse transkripsiyon ile 5 dk 65°C, 60
dk 50°C ve 5 dk 85°C’de gerceklestiriimistir. ikinci asamada FastStart Essential
DNA Green Master (Roche) kiti kullanilarak forward-reverse primerler ve ilk
asamada elde edilen cDNA 6rnegi kullanilarak RT-PCR analizi gerceklestiriimistir.
Ardindan RT-PCR’in ilk aktivasyon basamagi 95°C 10 dk, 45 doéngude
denaturasyon ile ¢ogalma basamagi 95°C’de 20 sn, primerlerin ortamda bulunan
hedef cDNA bileseni ile birlesip ayriima basamagi 60°C’de 20 sn ve uzatma

basamagi 72°C’de 20 sn’de gerceklestiriimektedir.
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“‘Housekeeping gen” olarak kullanilan B-aktin, kollajen | ve osteokalsin genlerinin

primer dizileri (Qiagen, BK, Turkiye) Cizelge 3.1'de verilmistir.

Cizelge 3.1.Polimeraz zincir reaksiyonu igin primer dizileri.

Forward primer

5-CAA GAT GTG CCACTC TGACT-3
Kollajen |
Reverse primer

5-TCT GAC CTG TCT CCATGT TG-3

Forward primer

5-CTTTCTGCTCACTCTGCTG-3'
Osteokalsin
Reverse primer

S'-TATTGCCCTCCTGCTTGG -3

Forward primer

5-GTGCTATGTTGCCCTAGACTTCG-3'
B-aktin
Reverse primer

5'-GATGCCACAGGATTCCATACCC-3

3.6.6. istatiksel analiz

Calisma sonuclari GraphPad Software Instat programi kullanilarak istatistiksel
acidan degerlendirilmistir. Veriler U¢ deney icin ortalama * standart sapma
degerleri ile birlikte sunulmustur.Farkli gruplarin istatistiksel olarak kargilastiriimasi
icin Student’s t-testi kullaniimis ve p-degerinin 0.05°den az oldugu durumlar

anlamli kabul edilmistir.
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4. DENEYSEL SONUCLAR VE TARTISMALAR

Calismanin  bu boéluminde, tez kapsaminda gercgeklestirilen deneysel
calismalardan elde edilen sonuglar sunulmus ve elde edilen bulgular Uzerinde
tartismalar yapilmistir. ilk olarak, PLGA nanopartikiillerin secimi ve hazirlanmasina
yer verilmig, ardindan 17-B estradiol yuklt PLGA nanopartikillerin ve PLGA
nanopartikil yukli doku iskelelerinin karakterizasyon c¢alismalarinin sonugclari
tartisiimistir. ilerleyen bélimlerde PLGA nanopartikiillerden ve doku iskelelerinden
17-B estradiolin salim Kkinetigi agiklanmigtir. Son olarak ise, adipoz kokenli
mezenkimal kok hdcrelerin doku iskeleleri ile etkilestiriimesiyle gergeklestirilen
hdcre kudltird g¢alismalarinin  sonuglarina yer verilerek gerekli tartismalar

yapilmistir.

4.1. PLGA Nanopatrtikiillerin Hazirlanmasi

Kemik doku muhendisligi yaklasimi ile kemik rejenerasyonunda doku iskelesi ile
hlcrelerin yaninda hidcre buyUmesini ve mineralize kemik doku olusumunu
destekleyen biyosinyallere ihtiya¢ vardir. Steroid bir hormon olan 6strojen kemik
metabolizmasinin dizenlenmesine blyuk oranda katilmaktadir. Kemik olusumunu
arttirarak, kemik yikimini azaltmaktadir ve kemik doéngu (turnover) hizini
yavaslatmaktadir (Seyisoglu, 1999). Ayrica, literatirde 6strojenin mezenkimal kdk
hlcrelerin osteojenik farklilagmasini etkiledigi yoninde az sayida calisma yer
almaktadir. Bu nedenlerle 6strojen, kemik doku muihendisliginde rejeneratif etki

sagladigl dusunulen bir biyosinyaldir.

17-p estradiol (E2), 6strojenik kuvvetinin en ylksek olmasindan dolayi dstrojen
kaynagi olarak rejeneratif tip alaninda kullaniimaktadir. E2, hidrofobik yapida olup,
suda ¢dzunurliigl 5mg/L’dir (Guyton, 2005). Ostrojenin biyoyararlanimini ve
sudaki ¢ozunurlugund arttirmak igin nano-mikro partikuller, lipozomlar ve
siklodekstrinler kullaniimaktadir. Sunulan tez kapsaminda da PLGA nanopartiktle
yuklenmis 17-p estradiol’lin kitosan/HA doku iskelesinden kontrolli ve uzun sureli
saliminin incelenmesi ve bunu takiben adipoz kokenli mezenkimal kok hucrelerinin

osteoblastik farklilagsmasina olan etkisinin arastiriimasi amaglanmistir.

PLGA, FDA tarafindan onayli polilaktik asit (PLA) ve poliglikolik asit (PGA)

polimerlerinin birlegsmesiyle olugsan poliester bir kopolimerdir. PLGA, oldukga yavas
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bir bicimde bozunarak vicutta seker metabolizmasinin bir ara Graniu olan laktik
asite donustugu icin normal hucre fonksiyonlarini etkilememektedir. Calismada
uygun Ozelliklerinden dolayr PLGA'nin (PLA: PGA) 50:50 ve 65:35 bilesimlerine

sahip iki kopolimeri kullanilmigtir.

Emulsiyon-¢6zucu buharlagtirma teknigi nanopartikil Gretiminde siklikla kullanilan
bir yontemdir. Bu yontemde polimer ve biyoaktif ajan, etil asetat gibi hidrofobik
biyoaktif ajanlari da ¢dzebilen organik ¢dzucu igerisinde ¢ozulmektedir. Olusan
karisim, surfaktan igeren sulu ¢ozelti icerisine eklenerek emdulsiyon olusumu
saglanmaktadir. Daha sonra organik ¢o6zlicu sicaklik/basing artirilarak ya da
surekli kanigtirarak buharlastiriimaktadir (Soppimath et al., 2001). S6z konusu
yontem hem kolay olmasi, hem farkli bircok maddeye uygulanabilir olmasi, hem
de yuksek verimli sonuclar elde edilebilmesi nedeniyle siklikla tercih edilmektedir
(Kutlu, 2011). Bu nedenle tez galismasinda da emdulsiyon-¢dzicu buharlastirma

teknigi ile PLGA nanopartikll Gretimi gergeklestirilmistir.

Kiclk boyutlarda partikil eldesi ve homojen dagilim icin yuksek hizli
homojenizatdér ile karisim saglanmaktadir (Soppimath et al.,, 2001).
Homojenizatérin hizi arttirildikga birim zamanda daha ¢ok kayma gerilimine
maruz kalan partiktllerin boyutlari kiigiimekte, dolayisiyla oldukg¢a kuglk boyda
nanopartikiller elde edilebilmektedir (Lee et al., 2004). Ayrica, yuksek hizli
homojenizatdér kullanilarak biyoaktif ajanin  nanopartikile enkapsulasyonu
gercgeklestiriimektedir. Bu bilgiler dogrultusunda, tez caligmasinda yuksek hizli
homojenizatoér kullaniimig ve 15,000 rpm’de 8 dk karistirma yapilarak nanometre

boyutunda partikuller Gretilmigstir.

Nanopartikul Uretiminde homojen partikil boyutu eldesi igin stabilizatorler
kullaniimaktadir, ancak kullanilan stabilizatorlerin olugan partikul yUzeyinden
uzaklastirlmasi oldukga zordur. Yuzeyden uzaklastirlamayan stabilizatorun,
biyolojik sistemlerde toksik etkiye neden olmakta ve polimerin bozunma rejimini
etkilemektedir. Didodesil dimetil amonyum bromir (DMAB), partikdl
hazirlanmasinda sik kullanilan ylzey aktif bir maddedir. Yapilan c¢alismalar,
DMAB’nin, partiklllerin boy dagihimlarini dar bir aralikta tuttugunu belirtmistir
(Kutlu, 2011).
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Grubumuz tarafindan daha 6nce emulsiyon ¢ozicu buharlastirma yontemi ile
PLGA nanaopartikullere, PLGA/ilag orani (w/w;10) olacak sekilde, hidrofobik bir
ilag (5-Fluorouracil) yuklenmis ve ortamda bulunan ilacin miktari ile partikillerce
kapsule edilen ilag miktari arasinda bir dogru oranti kurulamadigi, ayni zamanda
ortamda bulunan ila¢g miktari ile ortama salinan ilag miktari arasinda da dogrusal
bir iligki olmadigi sonucuna varilmigtir (Kutlu, 2011). Literatir incelemesi
yapildiginda da benzer sonuglara ulasiimistir (Birnbaum et al., 2007). Bu nedenle
yapillan c¢alismada PLGA/17-B estradiol oraninin (w/w;10) olmasina karar

verilmigtir.

4.2. PLGA Nanopartikillerin Karakterizasyonu
4.2.1. Boy ve boy dagilimi

Partikll boyutu, nanopartikilun fiziksel stabilitesine, ila¢ salimina, biyodagilim ve
hlcresel alima dogrudan etki ettigi icin dnemli bir parametredir (Mittal et al., 2007).
Polimerin molekdl agirhg1 arttikga partikil boyutu da artmaktadir. Molekl
agirhiginin artmasiyla polimer ¢ozeltisinin viskozitesi de artmaktadir. Dolayisiyla
emdulsiyon olusma fazinda, ayni karistirma hizinda yuksek molekil agirhigindaki
polimerin dugtk molekdl agirlikh polimere oranla daha buylk emdilsiyon taneleri

olusturmasina neden olmaktadir.

Emdlsiyon ¢dzlcu buharlastirma yontemi ile Uretilen bos ve B-estradiol yUkli
PLGA nanopartiklllerin boy ve boy dagilimi Cizelge 4.1.’de verilmistir. Cizelgedeki
verilerden anlasilacagi gibi, Uretilen nanopartikillerin boyutlarinin kullanilan PLGA
kopolimerinin bilesimine bagli olarak buyuk farkhliklar gdstermedigi, ancak 50:50
PLA/PGA oranina sahip PLGA kopolimerinden Uretilen nanopartikillerin molekail
agirliginin daha disuk olmasindan dolayi boyutlarinin kiigik oldugu gbézlenmigtir.
Ayrica, ayni kopolimerden Uretilen nanopartikillerin ¢oklu dagihm endekslerinin de
(PDI) daha dusuk oldugu gézlenmistir. Bu deg@erin sifira yakin olmasi partiktllerin
es boy dagihimini gostermektedir. Cizelge 4.1’deki bos ve 17-B estradiol yuklu
partikuller karsilastirildiginda, 17-B estradiol yiklenen partikillerde gézlenen boyut

artisinin literattirle (Mittal et al., 2007) uyumlu oldugu gortlmektedir.
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Cizelge 4.1. Farkli bilesimlerdeki PLGA kopolimerlerinden Uretilen bos ve 17- 3
estradiol (E2) yuklt nanopartikullerin boy ve boy dagilim degerleri.

Coklu Dagilim
PLA/PGA Ortalama Cap (nm) _
Endeksleri (PDI)
50:50 (bos) 196.0 £ 3.8 0.015 £ 0.024
65:35 (bos) 200.0 £+ 4.7 0.320 £ 0.018
50:50 (E2 yukld) 235.0+5.2 0.088 + 0.020
65:35 (E2 yukll) 240.0+6.2 0.370 £ 0.020

4.2.2. FTIR analizi

B-estradiol yukli PLGA nanopartikillerin kimyasal yapilarinin analiz edilebilmesi
ve nanopartikillerin hazirlanma asamasinda kullanilan DMAB stabilizatorinin
uretim sonrasi partikullerden uzaklastirilip uzaklastiriimadigini belirlenebilmesi icin
65:35 (PLA:PGA) bilesimindeki PLGA kopolimeri ile hazirlanan bos PLGA
nanopartiktllerin, 17-B estradiol yukli PLGA nanopartikillerin, saf DMAB’nin ve
PLGA kopolimerinin 400-4000 cm™ dalga boyu araliinda FTIR spektrumlari
alinmistir. Sekil 4.1.’de yer alan spektrumlarda DMAB'’ye ait alifatik C-H piklerinin
(2940-2835 cm™) retilen partikiillere ait spektrumlarda yer almadi§i gdézlenmistir.
Dolayisiyla toksik bir surfaktan olan DMAB’nin uretim sonrasi uygulanan yikama

islemi ile partikillerden tamamen uzaklastirildigi kanitlanmigtir.
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Sekil 4.1. Nanopartikdl Gretiminde kullanilan malzemelere ve nanopartiktllere ait
FTIR spektrumlari. a) PLGA nanopartikil; b) E2 yUkli PLGA nanopartikil; c)
DMAB; d) PLGA polimeri.

4.2.3. SEM ve TEM analizi

Bos ve 17-B estradiol yukli PLGA nanopartikillerin buyukltkleri ve ylzey
morfolojileri SEM ve TEM fotograflari ile ayri ayri incelenmistir (Sekil 4.2. ,4.3.).
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4 )
HV |spot| mag | det | tit| WD |dwell | =—— — HV |spot| mag | det |tilt| WD
500kV| 3.0 |40000x/ETDI|0 |99 mm|15 s 5.00kV| 3.0 |5S0000x|ETD/0°|9.9 mm |30 s

Sekil 4.2. 65:35 bilesimine sahip a)bos (X40.000) ve b) 17-B estradiol yukli PLGA
nanopartikdllerin (X50.000) SEM goéruntuleri.

Sekil 4.3. 65:35 bilesimine sahip PLGA nanopartikillerin TEM fotografi
(Bar:500nm).

Elde edilen gorintller, Uretilen nanopartikillerin kiresel bir morfolojiye sahip
olduklarini ve yuzeylerinde herhangi bir purizun yer almadigini gostermektedir.
Fotograflar, partikil boyutu agisindan incelendiginde, Cizelge 4.1.’deki sonuglari

desteklemektedir.

4.2.4. 17-B estradiol enkapsiilasyon veriminin hesaplamasi

PLGA nanopartikullerin, Uretim sirasinda ortamda bulunan 17-f estradiol’dn ne

kadarini kapsule edebildigini belirlemek igin Bolum 3.3.’de agiklanan sekilde 2
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farkll ydntem denenmistir. llk yontemde, nanopartikiller uygun ¢oziicl igerisinde
¢ozllerek kapsule olan biyoaktif ajanin dig ortama alinmasi saglanmis ve ardindan
UV spektrofotometrisinde (280 nm’de) absorbans Olgulmustir. Ek.1'de verilen
kalibrasyon grafigi araciligiyla dalga boyundan konsantrasyon hesaplanmistir.

Esitlik 4.1. kullanilarak enkapsulasyon verimi hesaplanmistir.

Enkapsulasyon verimi (%)= yuklenen E2 miktari (mg) / baglangigtaki E2 miktari (mg) X100

(4.1)

ikinci yontemde ise, kapsilasyon c¢ozeltisindeki baslangic estradiol
konsantrasyonu ve kapsllasyon sonrasinda c¢ozeltide kalan estradiol
konsantrasyonu arasindaki fark ol¢iimektedir. HPLC ile yapilan 6lgim sonucu
elde edilen kromatogramda 4.2.inci dk’da ¢ikan estradiol pikinin (Ek. 2) alanindan
kalibrasyon grafigi (Ek.2) araciligiyla konsantrasyon hesabi yapilmigtir. YUklenen
E2 miktar Esitlik 4.2 ile bulunarak ardindan Esitlik 4.1 kullanilarak enkapsulasyon

verimi hesaplanmigtir.
Yuklenen E2 miktari = baslangigtaki E2 miktari — yikamayla uzaklastirilan E2 miktar
4.2)

PLGA nanopartikullerin enkapsulasyon verimi 50:50 ve 65:35 PLGA bilesimleri icin
Cizelge 4.2.’de verilmistir.

Cizelge 4.2. Farkli bilesimlerdeki PLGA kopolimerlerinden uretilen nanopatiktllere

yuklenmis 17-B estradioliin enkapsulasyon verimleri.

Enkapsulasyon Verimi (%) Enkapsulasyon Verimi (%)
PLA/PGA
(UV) (HPLC)
50:50 28.5+1.2 30.2+4.3
65:35 49.8 £5.4 53.5+6.3
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Cizelgeden de goéraldugu gibi 65:35 bilesimindeki PLGA nanopartikillerin
enkapsulasyon verimi daha yuksek bulunmustur. Bu nedenle, ¢alismanin devam
eden kisminda 65:35 bilesime sahip PLGA kopolimeri ile hazirlanan

nanopartikdller kullanilmigtir.

Farkh yontemler kullanilarak elde edilen sonuglar arasindaki fark, uygulanan
yontemlerin hassasiyetine bagl olarak aciklanabilir. Ancak, her iki yontemle de
elde edilen enkapsulasyon verimleri uyum igerisindedir. Yapilan ¢alismada elde
edilen enkapsulasyon verim deg@erlerinin literaturle (Hariharan et al., 2007) benzer

oldugu gozlenmektedir.

4.3. Kitosan/ Hidroksiapatit (HA) Siipergézenekli Doku iskelelerinin Uretimi

Kitosan/HA supergozenekli doku iskeleleri, gaz kopuklestirme teknigi ve
mikrodalga 1sima ile c¢apraz-baglama yontemi (Durukan, 2012) bir araya
getirilerek sentezlenmigtir. Bu yontem ile es zamanli kdpuklesme ve jellesme, hizli

¢2dk) ve etkin bir sekilde gerceklesmektedir.

Gaz kopuklestirme tekniginde kopuklestirici ajan olarak sodyum bikarbonat
(NaHCOs3) kullaniimaktadir. NaHCOs3, asidik kitosan ¢ozeltisi ile etkilestirildiginde
yapisi bozunarak karbondioksit baloncuklari meydana gelmektedir. Doku iskelesi
icerisinde hapsedilen CO, baloncuklari sayesinde igsel baglantili gézenekler
olugsmaktadir (Chen et al., 1999). Tez kapsaminda uygulanan yontemde, gaz
kopuklestirme ve es zamanli olarak mikrodalga isimasi ile ¢carpraz baglayici ajan
varliginda jellesme saglanmaktadir. Boylece, kopuklesme ile olusan gaz
baloncuklari polimer ag igerisine kalici sekilde hapsedilmekte ve gbzeneklerin
cokmesi engellenmektedir. Kitosan ve glioksal arasindaki c¢apraz baglanma
reaksiyonu, Schiff baz reaksiyonuyla kitosanin serbest amin gruplari ile glioksalin
aldehit gruplari arasinda gerceklesmektedir (Durukan, 2012). Mikrodalga 1s1ima ile
capraz baglanma reaksiyonunda, isinmanin molekuler dizeyde olmasi ve tum
molekullerin esit derecede I1sinmasi, reaksiyon karigsiminin, ¢apraz baglanmanin
baslayacaglr sicaklik ve pH kosullarina daha kisa surelerde ulagsmasini
saglamaktadir. Bu sayede mikrodalga ile capraz baglanma reaksiyonu daha hizl
ve verimli bir sekilde gerceklesmektedir. Koplklesme slreci, kitosan ve capraz
baglayici ajan glioksal arasindaki reaksiyonun bagh oldugu pH'dan ve
sicakliktan etkilenmektedir (Park et al., 2006, Beskardes et al., 2012).
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Doku iskelesinin mekanik dayanimini ve osteokonduktivitesini arttirmak igin
iskelelere ticari formdaki toz HA eklenmistir. Kitosan ¢ozeltisine HA eklenmesi ile
jellesme ve kopuklesme proseslerinin dnemli derecede etkilenmedigi ve ayni

zamanda jellesme suresi ile son sicakligin degismedigi gozlenmigtir.

Kitosan/HA supergdzenekli doku iskelelerinin karakterizasyon c¢alismalari daha
once grubumuz tarafindan yapilmis ve sentezlenen iskelelerin kemik doku
muhendisligi agisindan uygun kriterlere sahip oldugu belirlenmistir. Cizelge 4.3.'de
kitosan/HA doku iskelelerinin temel oOzellikleri verilmigtir. Calisma kapsaminda
uretilen kitosan/HA iskelelerin SEM goéruntuleri alinmigtir.  Goruntulerden
iskelelerin 400-600 uym boyutlarinda gézenek boyutuna sahip oldugu gozlenmistir
(Sekil 4.4c). igsel baglantili gézenekli doku iskelesi, gézeneklerinin olusturdugu
kanallar sayesinde hucre kultird ¢alismalarinda besi ortamindan hicrelerin daha
etkin bir sekilde yararlanmasini ve besin/atik maddelerinin difuzyonunun artmasini
saglayarak hicre yapismasini desteklemektedir (Sekil 4.4 a ve b). Ayrica, bu
sayede daha iyi sisme Ozellikleri gostermektedir. Doku iskelesi yapisinda bulunan
HA, sentezlenen doku iskelelerinin gdzeneklerinin korunmasini saglamakta ve

g6zenek dayanimini arttirmaktadir.

Literatirde kanseléz kemik icin sikistirma dayanim araligi 2-12 N/mm? olarak
verilmigtir (Hutmacher, 2007). Tez calismasinda kullanilan doku iskelelerinin
elastik modul dederi litertlr bilgilerine yakin degerdedir (Cizelge 4.3.). Doku
iskelesinin termal bozunma baslangi¢c sicakhgi 247°C’de olarak bulunmustur.
Literatlrde kitosan igin belirtilen termal boznma baslangi¢ sicakligi 230°C olup
(Zawadski ve Kaczmarek, 2010) bulgularimizla uyumludur. Doku iskelelerinin
termal bozunma sicakliklarinin  200°C’nin  Uzerinde olusu, otoklav ile

sterillenebilmelerine olanak saglamasi agisindan édnemlidir.
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Cizelge 4.3. Kitosan/HA doku iskelelerinin temel 6zellikleri.

Termal
Ortalama o
. ) Elastik Modulu . bozunma
Doku Iskelesi | gbzenek ¢api 5 Sisme orani*
(um) (N/mm®) baslangi¢
m
g sicakhgi (°C)
Kitosan/HA 400-600 0.93+0.74 4458 +2.70 247

*iskelenin sime orani drnegdin yas agirhg ile kuru agirh@i arasindaki farkin kuru agiriga
bdlinmesi ile elde edilmistir.

g }
L N a‘.l
E;;um Mag= 100X

EHT =20.00kV Signal A= SE1
-l T L

Sample ID =

Sekil 4.4. Kitosan/HA doku iskelelerinin a) distile su igindeki goéruntuleri b) doku

iskelesinin kuru haldeki (sol), sisme sonrasi (sad) goruntist c) SEM fotografi

(x100).
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4.4. PLGA Nanopartikiil Yiiklii Kitosan/HA Doku iskeleleri
4.4.1. Nanopartikiillerin doku iskelesine yuklenmesi

PLGA nanopartikullerin kitosan/HA doku iskelelerine yukleme seklinin ve yukleme
miktarinin belirlenebilmesi igin literatir bilgileri 1s1giInda denemeler yapilmistir.
Sonugta salim galismalari ve hicre kultira galismalar igin PLGA nanopartikul

yukli doku iskeleleri Gretilmigtir.

Sulu fazda bulunan 17-B estradiol yukli PLGA nanopartikiller, iki sekilde
kitosan/HA doku iskeleleri ile birlegtirilmistir. Birinci ydntemde, Onceden
hazirlanmis doku iskelelerine nanopartikiller emdirilerek, ikincisinde ise, iskele
Uretimi sirasinda kitosan ¢ozeltisine katilarak es zamanh Uretim-yUkleme seklinde

yuklenmistir.

4.4.2. PLGA nanopartikiil yiikli doku iskelelerinin karakterizasyon
calismalari

4.4.2.1. SEM analizi

PLGA nanopartiktllerin, Kitosan/HA doku iskeleleri igerisinde nasil bir dagilim
goOsterdiklerini  ve yapidaki morfolojilerini tespit edebilmek amaciyla SEM

gorantuleri alinmustir (Sekil 4.5 ve 4.6).
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HV |spot| mag | det | tilt D |dwell HV |spot| mag “det | tilt W'D dwell|
5.00kV| 3.0 1100/ ETD|0°|8.5mm | 6 s 500KV 3.0 120000 ETD|0°|8.1 mm| 6 ps

Sekil 4.5. 17-f estradiol igeren 65:35 PLGA nanopartikillerin  emdirilerek
yuklendigi doku iskelelerinin farkli buyUtmelerdeki SEM goruntuleri: a)X100,
b)20, 000.

EHT = 5.00 kV  Signal A = SE1 Sample ID =

¥

ol Mag = 20.00KX  epr. 5.00kv  Signal A= SE1 Sample 1D =

Sekil 4.6. 17-B estradiol iceren 65:35 PLGA nanopartikillerin yapiya jellesme
asamasinda katilarak yuklendigi doku iskelelerinin farkli blUyutmelerdeki SEM
goruntuleri: a) X100, b) X10, 000, c) X20, 000. Nanopartikullerin dagilimi ok ile
gosterilmistir.
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SEM fotograflarindan, doku iskelesine her iki sekilde yuklenen partikillerin de
yaplya basariyla katildiklari ve yapi igerisinde homojen bir dagilm gosterdikleri
anlagilmaktadir. ~ Ayrica,  partikullerin ~ morfolojilerinin ~ dlizgun  oldugu
g6zlenmektedir. Dolayisiyla, partikullerin yapisinin kitosan jel igerisinde karisirken
ve mikrodalga isimasindan dolayi bozulmadigi tespit edilmistir. Nanopartikillerin
iskeledeki dagilma potansiyelleri incelendiginde daha ¢ok hidroksiapatit Uzerinde
ve gbzenek duvarlarinda yogunlastiklari gézlenmektedir. Bu durum goz onine
alindiginda hidroksiapaptitin yapisinda bulunan OH" ile PLGA yapisinda bulunan
COOH" gruplarinin elektrostatik etkilesim iginde oldugu dusunudlebilir. Sekil
4.5’den anlagilacagi gibi onceden hazirlanmis doku iskelelerine emdirilen

nanopartikuller yogun olarak doku iskelesinin tst yuzeyine tutunmaktadirlar.

4.42.2. FTIR analizi

Nanopartikul iceren doku iskeleleri hazirlandiktan sonra PLGA nanopartikillerin
kitosan doku iskelelerine yerlesip yerlesmedigini belirleyebilmek amaciyla FTIR
spektrofotometresi ile kalitatif olarak inceleme yapilmistir. Bos kitosan doku
iskelesi ve PLGA nanopartikil iceren kitosan doku iskelelerine ait spektrumlar
Sekil 4.7.'de gortlmektedir.
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Sekil 4.7. Nanopartikll iceren ve icermeyen kitosan doku iskelelerine ait FTIR
spektrumlari. a) Bos kitosan/HA doku iskelesi, b) PLGA nanopartikil emdirilen
kitosan/HA doku iskelesi, c)Nanopartikul Gretim agsamasinda yUklenmis kitosan/HA
doku iskelesi.

Sekil 4.7. incelendiginde PLGA’ya ait karakterisitik pik olan 1759 cm-"deki C=0
gerinim piki, PLGA nanopartikil emdirilmis kitasan/HA doku iskelelerinde acgik¢a
g6zlenmektedir. Boylece PLGA nanopartiklllerin her iki yontemle de kitosan doku
iskelelerine yerlestirilebildigi gortlmektedir. Nanopartikulin doku iskelesi Uretimi
asamasinda yuklendigi kitosan/HA doku iskelesinin yapisinda goézlenen C=0
pikinin ise siddeti daha dusuktir. Spektrumlar incelendiginde, kitosana ait 3280
cm™ ‘deki yayvan N-H gerinim pikinin PLGA nanopartikiillerin yapiya katiimasiyla
azaldigi goézlenmektedir. Bu durum doku iskelesi yapisina katilan PLGA ‘nin
COOH gruplari ile kitosanin NH, gruplar arasindaki elektrostatik etkilesimin

sonucudur.

ilgili literatiirde PLGA ile kitosanin yan gruplar arasinda kimyasal bir baglanmanin
olmadigi durumlarda, fiziksel bir etkilesim oldugu belirtilmistir. PLGA doku
iskelelerinde kitosan mikrokurelerin yuklendigi bir calismada FTIR analizi
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araciliiyla PLGA ile kitosan arasindaki etkilesim incelenmistir (Niu et al., 2009).
Kitosan mikrokureler varliginda PLGA doku iskelelerine ait spektrumda, PLGA ‘ya
ait C=0 ve kitosana ait N-H baskin piklerinin ve her iki polimerde de bulunan O-H
pikinin miktarlarinda azalmalar gorulmuastur. Sonug¢ olarak PLGA'nin —OH" ya da
PLGA’nin —COOH" gruplari ile kitosanin -NH," gruplari arasinda elektrostatik

etkilesim oldugu ifade edilmigtir.

4.5. in-Vitro Salim Galismalari
4.5.1. PLGA nanopartikiillerden 17- estradiol salimi

PLGA nanopartiklllerden salinan E2 miktarinin  belirlenebilmesi icgin,
naopartikullerin yer aldigi rezervuarlardan belirli araliklarla 6rnekler alinmis ve
eksilen hacim kadar ortama taze PBS eklenmistir. Alinan drnekler lizerine metanol
eklenerek PBS icerisinde bulunan estradiolin ¢ézinmesi saglanmistir. Yirmi L
ornek HPLC kolonuna beslenerek E2’nin allkkonma zamani olan 4.2.inci dk’daki
pikin alani bulunmus ve 17-B estradiol icin HPLC kromatogrami ve kalibrasyon
grafigi EK.2’de verilmistir. Elde edilen verilerden kimulatif salim grafigi gizilmistir
(Sekil 4.8.).

10 -

30 -

20 -

Kimdlatif Salim (%)

10

()’ T T T T T T T T 1
0 5 1015 20 25 30 35 40 45

Zaman (giin)

Sekil 4.8. 65:35 bilesimine sahip PLGA nanopartikillerden 17-B estradiollin
kimdalatif salimi.
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17-B Estradiol yukli nanopartikullerin in-vitro salim ¢alismasi PBS ortaminda 40
gun boyunca surdurulmustar. Sekil 4.8.’de verilen kimulatif salim (%) grafiginden
de anlagildigi gibi ilk 24 saatte 17- estradiol salimi ani patlama (burst effect) etkisi
g6stermistir ve nanopartikillerce kapsiillenen E2 miktarinin %17’si salinmigtir. ilk
10 gln boyunca salim, hizlanan bir sekilde artmigtir. Daha sonra ise, dogrusal bir
profil sergilemigtir. Kirk gunlik salim suresinin sonunda nanopartikillere ytklenen

17-B estradiolin % 45’inin difizyon mekanizmasi ile salindigi belirlenmigtir.

PLGA nanopartikullerden salim mekanizmasi Bolum 2.4.3'de aciklandigi gibi
difizyon mekanizmasi ve matris bozunmasi seklinde gergeklesmektedir. Polimer
degredasyonu salim profilini etkileyen dnemli bir parametredir. Kopolimerin laktik
asit iceriginin yuksek olmasi, dolayisiyla polimer matrisin hidrofobik olmasi
durumunda bozunma suresi uzamaktadir. Bdylece bozunma tam olarak
gerceklesmediginden salim buylk oranda difizyon mekanizmasi ile olmaktadir.
Ayrica, nanopartikullerin salim ortaminda birleserek topaklandiklari gézlenmistir.
Dolayisiyla yapinin i¢ kisimlarinda bulunan estradiollin difiizyon yolu uzamakta ve
bdylece salinan E2 miktari sinirlanmaktadir. Enkapsule olan E2 miktarinin

%100’nln salinamamasi da bu sekilde agiklanabilir.

Yapilan degerlendirmeler sonucu elde edilen salim profilinin literatirde yer alan
salim profilleri ile benzer oldugu gdzlenmistir. Mittal ve arkadaslarinin (2007)
yaptigi ¢alismada 65:35 bilesimine sahip PLGA nanopartikillerden 17-3 estradiol
saliminin 25 gunde % 33 oldugu belirlenmigtir. Salim siuresince, ani salimi takip

eden dogrusal salim gozlenmistir.

4.5.2. PLGA nanopartikiil yuklii doku iskelelerinden salim galigmalan

PLGA/17-B estradiol orani 10 (w/w) olacak sekilde nanopartikillere enkapstle
edilen 17-8 estradiol’in, nanopartikiller kitosan/HA doku iskelelerine yuklendikten
sonraki salim profilini beliremek amaciyla da salim ¢alismalari yapiimistir. Bunun
icin nanopartikal yukli 11X4 mm boyutlarinda kesilen doku iskeleleri ile 10 mL
PBS (pH:7.4) iceren rezervuarlarda salim calismalari yurttilmastir. B-estradiol
yukli PLGA nanopartikdller, kitosan-HA doku iskelelerine yukarida agiklanan her
iki yontemle de yuklenmis ve olusturulan iki sistemden de ayri ayri salim ¢alismasi

yapilmigtir.
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Nanopartikullerin kitosan doku iskelelerine yuklenmesiyle 17-f estradiol’n
difizyon mesafesinde bir artis meydana gelmistir. Ayrica, doku iskelesinin
gOzenekleri, 17-f estradiol’in partikilden c¢ikip ortama salimi sirasinda bariyer
vazifesi gormustur. Bu nedenle kitosan/HA doku iskelelerine yuklenen PLGA
nanopartikillerden gergeklesen 17-B estradiol saliminin, dogrudan partikullerden
gerceklesen salima oranla daha kontrolli ve daha uzun sirede olmasi beklenen

bir durumdur.

Hazirlanmis doku iskelelerine nanopartikullerin emdiriimesiyle olusturulan doku
iskelelerinden salim ¢alismasi 55 gun surmustar. Bolum 3.6.’da anlatilan yontemle
salinan miktar analizleri yapilmistir. Analizler sonucu elde edilen verilerden
olusturulan kumulatif salim profilinden 17-B estradiol’'dn %100’Undn salindigi
belirlenmistir. Sekil 4.9.°da verilen kumulatif salim (%) grafiginden anlasildigi gibi
ilk 24 saatte 17-B estradiol salimi ani patlama (burst effect) etkisi gostermis ve
nanopartikillerce kapsullenen E2 miktarinin %18’i salinmistir. Salinan miktar
ilerleyen gunlerde kontrollu bir sekilde artmistir. E2’nin glnlik salim miktari ise
ortalama 1.05 pug 17-B estradiol/mg nanopartikil olarak bulunmustur (Ek.3). Doku
iskelelerine emdirilen nanopartiklller, doku iskelelerinin gbdzenekleri sayesinde
homojen bir sekilde dagilmistir ve bdylelikle nanopartikullerin topaklagsmalari
engellenmistir. Dolayisiyla nanopartikile yuklenmis 17-B estradiolun salimi
kontrollu bir sekilde artarak devam etmig ve 55 gun sonunda yapidaki estradiolin

tamami salinmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. 65:35 bilesimine sahip PLGA nanopartikillerin emdirilerek yuklendigi
kitosan/HA doku iskelelerinden estradiolin kimulatif salimi.

Nanopartikuller ayrica, iskele Uretimi sirasinda kitosan ¢odzeltisine katilarak es
zamanh uretim-yukleme seklinde yuklenmig ve salim c¢alismasi yapilmistir. 135
gun sdrdurulen galismada PLGA nanopartikillere enkapstle edilen E2 miktarinin
% 92’sinin salindigi ve gunlik E2 salim miktarinin ise ortalama 0.5 pyg 17-B
estradiol/mg nanopartikil oldugu kumdadlatif salim profilinden belirlenmigtir.
(Sekil 4.10.’da verilen kimulatif salim (%) grafiginden anlasildigi gibi ilk 24 saatte
nanopartikillerce kapsullenen E2 miktarinin %10’u ani patlama ile salinmigtir.
ilerleyen giinlerde ise kontrollii bir sekilde artmistir. PLGA nanopartikiiller, doku
iskelesinin yapisina uretim asamasinda dogrudan katildiklarindan dolay! yapinin
derinliklerine de yuUklenmistirler. Dolayisiyla 17-p estradiol’'lin diflizyon suresi,
partikullerin doku iskelesine emdirildigi durumdan daha uzun olmaktadir. Ayrica,
doku iskelesinin gézenekleri, 17-8 estradiol’lin nanopartiktlden ¢ikip ortama salimi
sirasinda bariyer vazifesi gérmustir. Bu nedenlerden dolayr salim,
nanopartikullerden salima ve partikullerin doku iskelesine emdirilerek yuklendigi

duruma gore daha yavas ve kontrollu olmaktadir.
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Sekil 4.10. 65:35 bilesimine sahip PLGA nanopartikillerin Uretim asamasinda
yuklendigi kitosan/HA doku iskelelerinden 17-f estradioliin kimdalatif salimi.

45.3. Kitosan doku iskelelerine yiklenen suda ¢oziinir formda 17-B
estradiol salimi

17-B estradiolin sudaki ¢ézunarliguna arttirmanin diger bir yolu da siklodekstrine
tutturmaktir. Siklodekstrinler, lipofilik i¢ bosluk ve hidrofilik dig yuzeye sahip
olmalari nedeniyle bircok hidrofobik molekille inklizyon kompleksi olusturma
yetenegine sahiptir (Kanjickal et al., 2005). Siklodekstrin molekulinin igindeki
boslugun baska bir molekdl tarafindan doldurulmasiyla olusan komplekse
“inkllzyon kompleksi” denilmektedir (Basbag, 2010). Ticari olarak bulunan
siklodekstrintE2 kompleksinde, E2 siklodekstrine tutturularak ¢ozunarlugu
arttinlmistir. Siklodekstrin+E2 kompleksi’nin sudaki ¢ozinurligu 25 mg/mL’dir.
Calisma kapsaminda 2 mg E2+siklodekstrin kompleksi PBS igerisinde
¢6zdUrilmis ve kitosan/HA doku iskelelerine emdirilerek salim ¢alismasi 10 mL

PBS (pH:7.4) ortaminda yurutdlmustur.
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Sekil 4.11. Kitosan/HA doku iskelesinden suda ¢odzinur formda 17-8 estardiol
salimi a) 8 glinlik, b) 5 saatlik salim.

Sekil 4.11 a’da verilen salim profili incelendiginde 17-3 estradiolln ilk 5 saatte ani
patlama etkisi gésterdigi ve % 80‘inin salindigi belirlenmistir. ilk 5 saatlik salim
profiline bakildiginda (Sekil 4.11b) ise, en hizli salimin ilk 1 saatte gerceklestidi
gorulmektedir. Siklodekstrin araciliiyla 17-B estradioltin hidrofilitesi arttigindan

dolayl PBS ortami ile etkilestirildiginde hizla ortama diflize olmustur.
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4.6. Hucre Kultir Calismalari

Hucre kualtir calismalari, kitosan/HA doku iskeleleri, 17-B estradiol igceren
nanopartikdllerin  Gretim asamasinda katildigi  kitosan/HA doku iskeleleri
(Kitosan/HA+Np), 17-B estradiol yukli nanopartikil emdirilmis kitosan/HA doku
iskeleleri (Kitosan/HA-Np) ve suda ¢6zunen formda bulunan 17-B estradiol
emdirilen kitosan/HA (Kitosan/HA+E2) seklinde olugturulan dort farkli grup ile

yaratalmastar.

Hucre klltar galismalarinda adipoz kokenli mezenkimal kdk hicrelerin (AAMSC)
mitokondriyal aktiviteleri, htcre morfolojileri ve osteojenik farklilasmalari
incelenerek 17-B estradiol varhidinin AdMSC’lerin osteojenik farklilasmasi

Uzerindeki etkisi arastiriimistir.

Hucre kultirhd calismalari icin doku iskelelerinde olmasi istenen E2 miktarinin
belirlenmesi igin literatlr bilgileri ve yapilan salim c¢alismalari sonucu esas
alinmistir. Yapilan calismalarda E2’nin 10°-10"® M konsantrasyon araliginda,
hiicreler iizerine etkisi incelenmis ve 107 M konsantrasyonun yaygin olarak
farklilasmada etkin rol oynadigi gérulmustir (Zhao et al., 2001; Hong et al, 2009;
Hong, 2007).

Calisma kapsaminda, 9x2 mm boyutlarinda olan her bir doku iskelesinde toplam
35 ug E2 olacak sekilde 0.7 mg partiktl yuklenmistir. Kimulatif salim profilinden,
11x 4 mm boyutlarindaki bir doku iskelesi basina gunlik ortalama salinan E2
miktari kitosan/HA-Np doku iskelelerinden 1.05 ug 17-B estradiol/mg nanopartiklil,
kitosan/HA+Np doku iskelelerinden ise 0.5 ug 17-B estradiol/mg nanopartikdl
olarak bulunmustur. Degerler goz 6nine alindiginda 9x2 mm boyutundaki bir doku
iskelesinden gunlik salinan E2 miktarinin mg partikil basina ng seviyelerinde

oldugu ongorulmektedir.

4.6.1. Adipoz kokenli mezenkimal kok hiicrelerin karakteristikleri

Akis sitometri analizi, hucrelerin akmakta olan bir akiskanin igindeyken
karakteristiklerinin olgulmesidir. Bu analiz ile suspansiyon halindeki hucreler lazer
Is1g1 ile aydinlatiimakta olan bir bolmeden gegcirilir; hucrelerin 1s1gin dntinden
gecerken verdikleri sinyaller toplanarak analiz edilir. Olusan sinyallerin kaynagi,

hicrenin buayUklik, granularite gibi fiziksel 6zellikleri olabildigi gibi, hlcreye
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baglanan cesitli fluorokromlar da olabilir. Boylece hucrenin ylzey antijenleri, DNA
icerigi, enzim aktiviteleri, hicre membran potansiyeli ve canlihgr gibi cesitli
Ozellikleri hakkinda bilgi toplanabilir (Karaboz, 2008).

Mezenkimal kok hilcrelerde bulunmasi ve bulunmamasi gereken ylzey
antijenlerinden bazilari su sekilde belirlenmistir: fenotip pozitif antijenler (=2%95):
CD105, CD73, CD90, CD29 ve fenotip negatif antijenler (< %2): CD45, CD34,
CD14 ve CD79 (Karadz, 2009).

Tez kapsaminda kullanilan sigan kokenli AAMSC’lere ait akis sitometri analiz
sonugclari Sekil 4.12.'deki grafikler incelendiginde hicrelerin CD29, CD90, CD54
(2%95) ve MHC sinif 1 (>%82) isaretleyicileri igin pozitif oldugu gortlmustir. CD29
(integrin-1) MSC yuzeyinde varligi kanitlanmig hicre-matris reseptorlerindendir.
CD90 (Thy-1) immunoglobin ailesine aittir ve MSC'ler igin en iyi bilinen yuzey
antijenlerindendir. Hucre-hucre etkilesimlerinde gorev alan CD54 antijeni (ICAM-1)
ise diger pozitif antijenler gibi %99'un Uzerinde bir oran ile isaretlenmigtir. CD45,
CD106 ve MHC sinif 2 antijenleri icin olduk¢a dusUk isaretlenme oranlari
bulunmustur (£ %1) (Sekil 4.12). CD45 (protein tirozin fosfataz, reseptér, C)
hematopoetik ve endotel hicrelere 6zgu bir antijendir, bu nedenle MSC'lerin bu
antijeni  eksprese etmemesi beklenir. CD106 (VCAM-1) hucre-hlcre
etkilesimlerinde goérev alan bir reseptdrdur ve bazi ¢alismalarda MSC'ler igin pozitif
antijen oldugu belirtiimigtir. MHC sinif 1 ve 2, bagisiklik dizenleyici reseptorlerdir
ve literattrle uyumlu bir sekilde, hicreler MHC sinif 1 icin pozitif, MHC sinif 2 igin
negatif bulunmustur (Docheva, 2008). Tum sonuglar birlikte degerlendirildiginde

hlcrelerin yliksek saflikta oldugunu sdylemek mumkuinddar.

AdMSC’lerin kultirdeki morfolojileri optik mikroskop ve floresan mikroskobu ile

incelenmis ve gorintileri alinmistir (Ek.4).
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Sekil 4.12. Sigan kékenli ADMSC'lere ait akis sitometri analiz sonugclari.

4.6.2. MTT analizi

Adipoz kokenli mezenkimal hucrelerin, doku iskelelerindeki mitokondriyal
aktiviteleri kultartn belirli glnlerinde yapilan MTT analizi ile belirlenmistir. Canl
hlcrelerin mitokondrisi tetrazolyum bilesenini indirgeyerek formazan kristallerine
donustirmektedir. Olusan bu kristaller ¢o6zindiginde ortaya ¢ikan mor renkli
¢ozeltinin absorbans degeri belirlenir. Elde edilen bu absorbans degeri, uremesini

devam ettiren canli htucre miktari ile dogru orantiidir. MTT analizi sonucu elde
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edilen veriler 570 nm’de belirlenen optik yogunluk degerleri olarak Sekil 4.13'de

verilmigtir.
1.2
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Sekil 4.13. Kitosan/HA doku iskeleleri, kitosan/HA+Np doku iskeleleri, kitosan/HA-
Np doku iskeleleri ve kitosan/HA+E2 doku iskeleleri Uzerinde kultlire edilmis
AdMSC'lere ait MTT sonuglari (istatistiksel olarak anlamli farklilik, n=3, kontrol
grubu kitosan/HA iken * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001; kontrol grubu
kitosan/HA+Np iken # p<0.05, ## p<0.01, ## p<0.001; kontrol grubu kitosan/HA-
Np iken @ p<0.05, #88 p<0.001) .

Yapilan MTT analizi soncunda kultarin ikinci haftasina kadar AdMSC’lerin
mitokondriyal aktivitelerinin degismedigi, daha sonrasinda ise artan bir sekilde
devam ettigi anlasilmaktadir. Literatur arastirmasi yapildiginda elde edilen
sonuglarin yapilan galismalarla ve verilen bilgilerle uyumlu oldugu belirlenmigtir.
Carvalho ve arkadaslari (2012) AdMSC’lerin kitosan doku iskeleleri Gzerinde
osteojenik farklilasma potansiyellerini arastirmislar ve optik yogunlugun, kuiltirin
ikinci haftasina kadar sabitken osteojenik indiklenmenin basladi§i ikinci haftada
en yuksek degerlere ulastigini, UglUncl haftada ise duistuguni goézlemislerdir.

AdMSC’lerin, B-Trikalsiyum fosfat/HA (¢ boyutlu doku iskeleleri Uzerinde
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osteojenik farklilagmasinin arastirildigi bir bagka ¢alismada ise ADMSC’lerin kultar
suresince canliliklarit MTT analizi ile belirlenmis ve kultirun 14. gununden itibaren

belirgin bir artis gozlenmistir (Marino et al., 2010).

Sekil 4.13.’den anlagilacagi gibi kulturun ilk 7 gununde farkh gruplar Gzerinde
bulunan hucrelerin  mitokondriyal aktiviteleri arasinda anlamh bir farkhlik
bulunmamistir. Kitosan/HA+Np ve Kitosan/HA-Np doku iskelelerine ekilen
hacrelerin MTT degerleri 21. glne kadar artmakta ve 21. glnde kultirdeki en
yuksek degere ulasmaktadir. Bu deger 17-B estradiol icermeyen kitosan/HA grubu
ile karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmustur (kitosan/HA-
Np, p<0.01; kitosan/HA+Np, p<0.1).

Kitosan/HA+E2 doku iskeleleri Uzerine ekilen hucrelerin optik yogunluklari,
kaltdran 10. guinunde diger gruplara gore daha yuksektir. Bu grubun MTT degeri,
14. glinde en yuksek degerine ulasmistir. Daha sonrasinda ise azalmistir.
Kaltarin 14. gununde kitosan/HA+E2 doku iskelelerine ekilen hicrelerin MTT
degerleri ile diger U¢ gruba ekilen hicrelerin MTT deg@erleri arasindaki farklilik

oldukga anlamli bulunmustur (p<0.001).

17-B estradiol’'in mezenkimal kok hucrelerinin gogalmasini arttirdigi literattirde
belirtilmistir (Qu et al.,, 1998). MTT dederlerine gore 17-B estradiol’dn hlcre
canliigina ve c¢ogalmasina etkisi, kdltirin ikinci haftasindan itibaren
g6zlenmektedir. Bu etki ilk olarak, kdltarin 10. glinde, kitosan/HA+E2 doku
iskelelerinde gorlimektedir. Bunun nedeni ise, Bolim 4.5.3.’de anlatildigi gibi
kitosan/HA+E2 doku iskelelerinden E2 saliminin, E2 iceren diger gruplara gore
daha hizh olmasidir. Kitosan/HA+Np ve Kitosan/HA-Np doku iskelelerinin
yapisinda bulunan 17-B estradiolin salimi ise kontrolli ve yavas olmaktadir. Bu
nedenle bu gruplardan salinan 17- estradiol, kultlrln ilerleyen gunlerinde etkisini
gOstermis ve optik yogunluk 21. glnde oldukga ylksek bir degere ulasmistir.
Kitosan/HA—-Np ve Kitosan/HA+Np gruplarinin arasinda ise anlamli bir fark

gozlenmemigtir.

Sonug olarak, adipoz kdkenli mezenkimal kok hicrelerin 4 farkli doku iskelesine

de yapistigi ve c¢ogaldigi ancak, hucrelerin aktivitelerinin en yuksek oldugu
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orneklerin, 17-B estradiol iceren ornekler oldugu gorulmektedir. Bu durum 17-8

estradiol’in adipoz kokenli MSC Uremesini arttirdigini kanittamaktadir.

4.6.3. Taramal elektron mikroskop (SEM) analizi

Hucrelerin doku iskeleleri Uzerine yapigmasi ve yayillmasi, hicre cogalmasi ve
farklilasmasi acisindan 6nemlidir. Bu nedenle adipoz kokenli mezenkimal kdok
hlcrelerin Ostrojen varliginda ve yoklugunda kitosan/HA doku iskelelerindeki

yapisma ve yayllmalari SEM ile gorunttlenmistir.

SEM goéruntuleri incelendiginde AdMSC’lerin  kitosan/HA doku iskelelerinin
yuzeyine yapigtiklari ve yayildiklari agik¢a gorulmektedir (Sekil 4.14, 4.15, 4.16 ve
4.17). Doku iskelesinin buyuk boyutlarda ve i¢sel baglantii gozeneklere sahip
olmasi nedeniyle, hucreler doku iskelesinin i¢ bdlgelerine dogru yayilmaya devam
etmislerdir (Sekil 4.14g). Hucrelerin nano boyutlardaki uzantilari ile gbézenek
duvarlari boyunca kopruler olusturarak G¢ boyutlu sekilde ¢ogaldiklar
gorulmektedir. Hucreler, birbirleriyle etkilesmek Uzere HA taneciklerini dayanak
olarak kullanarak bu tanecikler Uzerinde ve arasinda hicresel Kkopriler
olusturmustur. SEM gorintilerinden, MTT sonuglari ile paralel bir sekilde kaltlrin
14. gunudnde hlcre yogunlugunun, 4. gintne oranla arttigi anlasiimaktadir. Ayrica,
14. guinde AdMSC’lerin osteojenik farklilasmasina isaret olarak, hucre
membranlarinda mineral birikimleri gozlenmistir (Sekil 4.14.f 4.15h, 4.16f-q,
4.17e).

SEM goérintllerinde, 4 farkh doku iskelesi Uzerinde bulunan AdMSC’lerin,
osteoblast benzeri morfolojiye sahip oldugu goériimektedir. Doku iskelesi
yapisindaki —NH; gruplarinin varligi osteogenezi desteklemektedir (Curran, 2006).
Literatir bilgileri incelendiginde AdMSC’lerin uygun farkhlagsma ortami
saglandiginda kitosan vyuzeyler Uzerinde osteoblast benzeri morfolojiye
donustikleri goéralmastir (Carvalho et al., 2012; Zhu et al., 2009). LiteratUr bilgileri,
calisma kapsaminda incelenen SEM goruntllerini  desteklemekte olup,

AdMSC’lerin osteojenik farklilasmaya gittiklerini vurgulamaktadir.

Kalturin 4. gintnde 4 farkl doku iskelesi tUzerine ekilen AMSC morfolojileri Sekil
4.14a, 4.15a, 4.16a ve 4.17a’da gorulmektedir. Doku iskelesi Uzerinde hucre

yogunlugunun az olmasindan dolayl hucreler tek tek dagiimislardir.
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Goruntulerden, AdMSC’lerin 0Ostrojen igceren ve icermeyen kitosan/HA doku
iskelelerine yapistiklari ve yayildiklari agikga gorilmektedir. Hucreler sitoplazmik
uzantilari ile hidroksiapatitlere yonelmekte ve onlara tutunmaktadirlar. HA'nin
osteoinduktif yapisi nedeniyle hicre farkhlasmasina katkisi olmaktadir.
Kitosan/HA-Np grubunda hucrelerin nanopartikillerin yogun oldugu bdlgelerde
toplanip yayilmadiklari gorulmektedir (Sekil 4.16a ve 4.16b). Bu durum, hucrelerin
estradiol’n etkisi ile gelisen farkli sinyal yollari ile tremeye degil de farklilasmaya

yonelmis olabilecegini dusundurmektedir.

Kaltarin 14. gununde ise, MTT degerleri ile uyumlu bir sekilde hicre
yogunlugunun arttigi gorulmektedir. Hucreler kendi ekstraselUler matrislerini
uretmiglerdir. Kitosan/HA-Np grubunda hdcre yogunlugunun diger gruplara gore
daha fazla oldugu gorulmektedir. Bu grupta, hdcrelerin olusturdugu ECM yapisinin
doku iskelesini, iskelenin gobzeneklerini kapatmayacak sekilde kapladigi
gorulmektedir (Sekil 4.16). Kitosan/HA+Np grubunda da hucrelerin olusturduklari

ECM’nin iskele ylzeyini kaplamaya bagsladigi gézlenmistir.

Ayrica 14. gunde hlcrelerin mineralize olduklari goéralmustir. 17-3 estradiol iceren
gruplarda mineralizasyonun daha fazla oldugu $ekil 4.14f, 4.15h, 4.16f, 4.16g ve
4.17e’de acikga gorulmektedir. Kitosan/HA-Np grubunda ise blyuk boyutlarda
mineraller goérulmektedir. Ayrica Sekil 4.15 ve 4.16’dan kitosan/HA-Np ve
kitosan/HA+Np gruplarinda hucrelerin PLGA nanopartikillerin  yodun olarak
toplandigi yere dogru yoneldigi de gozlenmistir (Sekil 4.15f ve 4.16d).
Kitosan/HA+E2 grubunda da hicre yodunlugu az olmasina karsin hicreler
mineralize olmustur. 17-B estradiolin mineralizasyonu arttirdigi goértntilerden

acikca anlasiimaktadir.

Sonug¢ olarak dstrojenin, MTT sonuglari ile paralel olarak AAMSC hcrelerinin
kitosan/HA ylzeyde c¢ogalmasini arttrdigi, osteojenik farklilagsma strecini

hizlandirdi§i1 ve mineralizasyonu arttirdigi SEM goruntuleri ile de desteklenmistir.
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Sekil 4.14. Kitosan/HA doku iskelelerinde kiltire edilen AdMSC’lere ait SEM
gOruntdleri. a) 4.gun, 1000X, b) 4.gun 2500X, c) 4.gun, 4000X, d)14. gun, 500X,
e) 14. gun, 1000X, f)14. gun, 5000X, g) 14. gun, yan kesit 1000X.
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Sekil 4.15. Kitosan/HA+Np doku iskelelerinde kultire edilen AMSC'lere ait SEM
goruntuleri: a) 4. gun, 500X, b) 4.gun, 1000X, c) 4.glin 2500X, d) 4.gin 4000X
e) 14.gun, 500X, f) 14.gun, 1000X, g) 14. gun, 2500X, h) 14. gun 5000X.
Mineralizasyonun varligi ok ile gosterilmigtir.
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Sekil 4.16. Kitosan/HA-Np doku iskelelerinde kultire edilen ADMSC’lere ait SEM
goruntdleri: a) 4. gun, 1000X, b) 4.gun, 2500X, c) 14.gun 500X, d) 4.gun 1000X
e) 14.gun, 2500X, f) 14.gun, 5000X, g)14. gun, 15000X. Mineralizasyonun varligi
ok ile gosterilmigtir.

75




EHT = 5.00kV  Signal A= SE1 Sample ID = ‘ . Sample ID =

¢ . pm Mag= 5.00KX - i B _ b
Mag= 200KX  pur_00ly SigalA=SEl  SamplelD= o EHT = 500KV gnalA-S SamplelD- ]

Sekil 4.17. Kitosan/HA+E2 doku iskelelerinde kultire edilen ADMSC’lere ait SEM
gorantdleri: a) 4. gun, 500X, b) 4.gln, 5000X, c) 14.gun 2500X, d) 14.gtin 2000X
e) 14.gln, 5000X. Mineralizasyonun varligi ok ile gosterilmistir.

4.6.4. ALP aktivitesi

Alkalen fosfataz (ALP) kemik metabolizmasiyla ve osteoblastlarin farklilagsmasiyla
baglantili olan kemik matris enzimidir. Kemik olugum surecinde belirte¢ olarak
kullanilan ALP, kemik sialoproteini Il, osteonektin ve kemik morfojenik proteini-2
(BMP-2) 6ncu olarak sentezlenirken, osteopontin ve osteokalsin sonraki evrelerde
sentezlenmektedir (Kog, 2008). Bu nedenle ALP aktivitesi, osteoblast farklilagsmasi
ve osteojenik 6zelliklerinin belirlenmesinde en sik incelenen parametredir
(Ohbayashi et al. 1999). Literatir bilgileri incelendiginde AAMSC'’lerin osteojenik
farklilagma potansiyellerinin arastirildid1 ¢galismalarda ALP aktivitelerinin 14. ginde
en yuksek degere ulastigi, daha sonra ise bir miktar azaldigi gozlenmistir
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(Carvalho et al., 2012; Marino et al., 2010). Osteoblastik hicrelerde ostrojen, ALP
ekspresyonunu arttirarak mitojenik etki gostermektedir (Compston, 2001). 17-8
estradiolun mezenkimal kok hucrelerin osteojenik farklilagsmasina olan etkisinin
arastinldigi ¢calismalarda E2'nin, hicrelerin ALP aktivitelerini arttirdigi gézlenmistir
(Hong et al., 2006, 2007).

=1 OKitosan/HA
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Kitosan/HA-Np
3 aKitosan/HA+E2
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Sekil 4.18. Kitosan/HA doku iskeleleri, kitosan/HA+Np doku iskeleleri, kitosan/HA-
Np doku iskeleleri ve kitosan/HA+E2 doku iskeleleri Uzerinde kultlre edilmis
AdMSC’lere ait ALP sonuglari (istatiksel olarak anlamh farklilik, n=3, kontrol grubu
kitosan/HA iken * p<0.05, ** p<0.01, ** p<0.001; kontrol grubu kitosan/HA+Np
iken # p<0.05, ## p<0.01, ### p<0.001; kontrol grubu kitosan/HA-Np iken e
p<0.05, #88 p<0.001) .

Kitosan/HA, nanopartikl yUkli kitosan/HA ve siklodekstrin+E2 yukli kitosan/HA
doku iskeleleri tUzerinde ¢odalan AAMSC hucrelerinin erken dénem farklilasmasi
ALP aktivitesinin Olcimuyle incelenmistir. Kaltarin 7., 14. ve 21. gunlerine ait
orneklere yapilan ALP analizi sonucu elde edilen ALP aktivitesi grafigi Sekil
4.18.‘de verilmigtir. Kiultarin 7. ganunde kitosan/HA+Np ve kitosan/HA-Np gruplari

yaklasik ayni degere sahiptirler ve bu deger kontrol grubu olan kitosan/HA
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grubundan yuksektir (p<0.05). Kultirin 14. gununde ise butun gruplarin ALP
degerleri artmigtir. Kitosan/HA+Np ve kitosan/HA-Np doku iskelelerinin ALP
aktivitesi kontrol grubu olan kitosan/HA grubuna gore oldukga fazladir (p<0.001).

Sonug olarak, 4 grup iskelenin erken osteoblastik farklilasma belirteci olan ALP
aktivite artsini destekledigi, ancak en yuksek ALP degerlerinin tez kapsaminda
geligtirilen 17-B estradiol iceren PLGA nanopartikillerin emdirilerek yUklendigi

kitosan/HA doku iskelelerinden elde edildigi belirlenmistir.

4.6.5. Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) analizleri

RT-PCR, DNA’nin spesifik bir parcasinin in-vitro ortamda hizli bir sekilde
¢ogaltiimasini saglayan bir tekniktir (Gibson et al., 1996). PCR’in ¢galisma prensibi
izole edilen hedef genetik materyallerin (DNA veya RNA), spesifik kisa zincirli

oligonukleotit primerler yardimiyla sayisal olarak ¢ogaltiimasidir (amplifikasyon).

Cift zincirli DNA’ya baglandiklari zaman floresan veren Cyber green gibi boyalar
kullanilarak ¢ogalmaya bagli DNA artisi floresan miktari ile dlgiimektedir. RNA
molekult ile gerceklestirien PCR calismalarinda, 6ncelikle komplementer DNA
(cDNA) sentezine ihtiyag duyulmaktadir. Bunun igin ters transkriptaz (Revers
Transcriptase) enzimi ile mRNA'nin kalibi olusturulmakta ve elde edilen cDNA

dogrudan PCR isleminde kullaniimaktadir.

PCR’In gergceklesmesi igin; kalip olarak kullanilacak DNA 6rnegi, ¢ogaltilacak
bolgeye uygun sekilde tasarlanmis primer dizisi, deoksinlkleotid trifosfatlar
(dNTPs), yuksek sicakhga dayanikli AVM polimeraz enzimi, uygun pH ve tampon

¢cozelti gerekmektedir.

Tipik bir PCR (¢ temel basamakta gerceklesir: ilk asamada DNA molekiiliiniin cift
zincirli yapisi yuksek sicaklik (gogunlukla 94°C-97°C arasinda) yardimiyla
birbirinden ayrilir (denatlirasyon). Denatlrasyonu takiben daha duslk sicakliklarda
oligonukleotid primerler, ayrilmig olan tek zincirli DNA Uzerinde kendi eslenikleri
olan bodlgelere baglanirlar. Bu olay ¢ogunlukla 47°C-60°C arasinda gercgeklesir.
Son asamada sicaklik 72°C’ye kadar arttirilarak DNA polimeraz enziminin

tamamlayici DNA zincirini uzatmasi saglanir.
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Osteoblastik farklilagsma sirasinda hacreler ALP, tip | kollajen (KOL 1), kemik
sialoproteini ve osteokalsin (OCN) gibi belirtecleri salgilamaktadirlar. Tez
calismasinda osteoblast belirteci olan OCN ve kollajen | igin RT-PCR sonuglari
MRNA ekspresyonunda kitosan iskeledeki degerin kat artisi olarak gosterilmistir
(Sekil 4.19 ve 4.20).

m Kitosan /HA

N\ Kitosan/HA+Np
B Kitosan/HA-Np
OKitosan/HA+E2

Bagil Kol 1 Gen Ekspresyonu (1/p Aktin)
a

Zaman (gtin)

Sekil 4.19. Kitosan/HA doku iskeleleri, kitosan/HA+Np doku iskeleleri, kitosan/HA-
Np doku iskeleleri ve kitosan/HA+E2 doku iskeleleri Uzerinde kultire edilmis
AdMSC’lere ait bagil tip | kollajen gen ekspresyonu (istatistiksel olarak anlamli
farkhlik, n=2, kontrol grubu kitosan/HA iken * p<0.05; kontrol grubu kitosan/HA+Np
iken # p<0.05; kontrol grubu kitosan/HA-Np iken @ p<0.05).

Organik matrisin yaklasik % 90’n1 olusturan kollajen sentezi osteoblastlar
tarafindan gergeklestirilir. Kollajenin organizmada en fazla bulunan c¢esidi kollajen
tip-I'dir ve bag dokusunda genis bir alan teskil etmektedir. Kollajen kemigin temel

yapilarindan biridir ve mekanik dayanimini saglar.

Sekil 4.19 incelendiginde doku iskeleleri tzerindeki kollajen tip | gen ekspresyonu
7. gunde kitosan/HA grubuna gore kitosan/HA+Np grubunda 4,5 kat, kitosan/HA-
Np grubunda da 4 kat fazladir. Kollajen | ekspresyonu 14. giinde kitosan/HA-Np

grubunda en fazladir. 21. ginde ise tim gruplarda deg@erler dismustir. 21. glinde
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en yuksek kollajen tip | sentezinin kitosan/HA-Np grubunda oldugu goérulmektedir.
Elde edilen sonuglar SEM fotograflarinda 14. gunde gobzlenen ECM artisini

desteklemektedir.

LiteratUr bilgileri incelendiginde benzer sonuglar elde edildigi gérulmustir. Qu ve
arkadaslarinin (2008) yaptig! bir calismada dstrojenin, kdk hlcrelerin osteoblastik
farklilagmasina olan etkisini incelemek amaciyla tip | kollajen mRNA seviyeleri RT-
PCR analizi ile belirlenmis ve mRNA seviyesinin 17. gune kadar arttigi, daha

sonra ise dustugu gozlenmistir.
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Sekil 4.20. Kitosan/HA doku iskeleleri, kitosan/HA+Np doku iskeleleri, kitosan/HA-
Np doku iskeleleri ve kitosan/HA+E2 doku iskeleleri Uzerinde kultire edilmis
AdMSC’lere ait bagil osteokalsin gen ekspresyonu (istatistiksel olarak anlamli
farkhlik, n=2, kontrol grubu kitosan/HA iken * p<0.05, ** p<0.01; kontrol grubu
kitosan/HA+Np iken # p<0.05, ## p<0.01; kontrol grubu kitosan/HA-Np iken e
p<0.05) .

Osteokalsin, kemik dokusunda mineralizasyon ve kalsiyum iyon dengesini
saglamada gorevli olan kuguk bir proteindir. Kemigin temel iki bileseni olan
kollajen ve hidroksiapatite baglanabilmektedir. Serumda ylksek oranda bulunan

osteokalsin kemik mineral yogunlugunun artisina isarettir (Kog, 2008).
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Yedinci gin OCN gen ekspresyonlari Ostrojen igeren gruplarda kitosan/HA
grubuna gore fazladir. OCN ekspresyonu en yuksek degere kitosan/HA+E2
grubunda ulagmigtir. Bolum 4.5.3.’de anlatildigi gibi suda ¢O6zunur E2'nin doku
iskelelerinden salimi, E2 iceren diger gruplara gore daha hizli oldugundan dolayi
bu grupta E2’nin etkisi daha erken ortaya ¢ikmaktadir. OCN ekspresyonun 7.
gunde E2 igeren grupta fazla olmasi, ostrojenin OCN sentezini arttirdigina isaret

etmektedir.

Literatir c¢aligmalar incelendiginde OCN’nin 14. gunden itibaren arttigi
gorilmistir. Ostrojenin  osteojenik farklilasmaya olan etkisinin arastirildig
calismalarda da dstrojenli gruplarda OCN belirteci ilk kez 10. ginde gorulmuastur
(Hong et al., 2007) Ostrojenin OCN ekspresyonundaki artisa etkisi ise 14. glinden
itibaren etkili olmustur (Qu et al, 1998; Hong et al., 2009).

OCN ekspresyonunda 14. glnde belirgin bir artis gdzlenmezken, 21. gunde
kitosan/HA grubuna gore, kitosan/HA+Np grubu 4.5 kat ve kitosan/HA-Np grubu
ise 4 kat fazladir. Ge¢ donem osteojenik farklilagsmanin bir belirteci olan OCN
ekpresyon seviyelerindeki artisin nanopartikil yukli gruplarda daha fazla olmasi
bu gruplarda farklilasmanin ve matris mineralizasyonun daha fazla desteklendigini

gOstermektedir.
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5. GENEL SONUCLAR

Sunulan tez calismasin amaci, kemik rejenerasyonuna yonelik olarak, ostrojenik
etkisi en yuksek ostrojen ¢esidi olan 17-f3 estradiol igeren PLGA nanopartikul yuklu
kitosan/HA doku iskelesi sistemi olusturmak ve olusturulan sistemin kemik defekti
bdlgesine implante edilmesine bagli olarak etken maddenin lokal olarak, kontrollU
ve uzun donemde saliminin gergeklestiriimesidir. Bu amag¢ dogrultusunda;
oncelikle 17-B estradiol yukli PLGA nanopartikil sentezlenmis ve 17-3
estradiol’dn polimerik matristen salim profili incelenmigtir. Daha sonra, 17-3
estradiol yukli PLGA nanopartikuller igsel baglantili gézeneklere sahip kitosan/HA
doku iskelelerine yiklenmistir. Uretilen sistemin, adipoz kokenli mezenkimal kok
hiacreler (AMSC) Uzerindeki etkileri incelenmis ve elde edilen énemli sonugclar

asagida Ozetlenmistir.

e 50:50, 65:35; PLA/PGA bilegsimlerine sahip Poli (laktik-ko-glikolik asit)’in
(PLGA) kopolimerlerinden bos ve PLGA/17-3 estradiol agirlikga orani 10
olacak sekilde 17-B estradiol yukli nanopartikiller emdulsiyon-¢ézicu-
buharlastirma yontemiyle sentezlenmistir. Ortalama 200 nm c¢aplarinda ve
kiresel formda nanopartikuller uretilmistir. Nanopartikillerin
kararkterizasyonlari, SEM, TEM ve Zetasizer kullanilarak yapiimistir. PLGA
nanopartikuller tarafindan kapstllenen 17-8 estradiol miktari HPLC ve UV
spektrofotometre  kullanilarak  belilenmis  ve  17-f  estradiol’ln
enkapsulasyon verimleri 50:50 PLGA ve 65:35 PLGA igin sirasiyla %29 ve
%52 olarak bulunmustur. B-estradiol salim c¢alismalarina, enkapsulasyon
verimi yuksek olan 65:35 bilesimindeki PLGA kopolimerleri ile devam

edilmistir.

e PLGA nanopartikillerden 17-f estradiol’'in salimi 40 gun boyunca
surdurdlmastar. Salim profilinden 17- estradiol’lin ilk 24 saatte % 17’sinin
ani patlama ile salindigi, 40 gin sonunda ise % 45’inin diflzyon

mekanizmasi ile salindigi belirlenmigtir.

e Kitosan/HA supergdzenekli doku iskeleleri, gaz kdpuklestirme teknidi ve
mikrodalga isima ile c¢apraz-baglama yodntemi bir araya getirilerek

sentezlenmistir. Sonugta 400-600 um arasinda degisen makrogdzenekli ve
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HA ile mekanik dayanimi ve osteokonduktivitesi arttirnimig i¢csel baglantili

kitosan doku iskeleleri Uretilmistir.

Literatur taramasi ve yapilan denemeler sonucunda 11x4 mm doku iskelesi
basina 2 mg nanopartikil olacak sekilde sulu fazda bulunan 17- estradiol
yukli PLGA nanopartikuller, kitosan/HA doku iskelelerine emdirilerek ve es
zamanli Uretim-yUkleme seklinde yuklenmigtir. SEM ve FTIR analizleri
nanopartikillerin her iki yontemle de doku iskelesi yapisina basariyla

katildiklarini gostermistir.

Onceden hazirlanmis doku iskelelerine nanopartikllerin  emdirilmesiyle
olusturulan doku iskelelerinden 17-B estradiol’in ilk 24 saatte % 18’inin ani
patlama ile olmak Uzere 55 gin sonunda % 100’Unun salindigi ve E2’nin
gunlik salim miktarinin ise ortalama 1.05 ug 17-B estradiol/mg nanopartikul
oldugu belirlenmistir. Nanopartikillerin doku iskelesi Uretimi asamasinda
yuklendigi iskelelerden ise ilk 24 saatte E2’'nin %10’unun ani patlama ile
salindigi ve 135 gun sonunda E2’nin % 92’sinin salindidi, gunlik E2 salim
miktarinin ortalama 0.5 ug 17-B estradiol/mg nanopartikil oldugu
belirlenmistir. Sonucta 17-f estradioliin kontrolli ve uzun donemde salimi
gerceklestiriimistir. Suda ¢6zunen estradiollin ise ilk 5 saatte % 80’inin

salindigi ve bu nedenle kontrollli salimin gergeklesmedigi belirlenmistir.

Hicre kualtirGd calismalari igin, 9x2 mm boyutlarinda olan her bir doku

iskelesine toplam 35 ug E2 olacak sekilde 0.7 mg partikal yaklenmistir.

AdMSC’lerin karakterizasyonu amagli yapilan akis sitometrisi analizi
sonucunda mezenkimal kok hicrelerde bulunmasi gereken pozitif ylzey
antijenlerinden antijenlerinden CD29, CD90, CD54 (2%95) ve MHC sinif 1
(>%82) isaretleyicilerinin igin pozitif oldugu goérulmustir. Mezenkimal kok
hicrelerde bulunmamasi gereken negatif ylzey antijenlerinden CDA45,
CD106 ve MHC sinif 2 antijenleri icin oldukga dusuk isaretlenme oranlari
bulunmustur (£ %1). Tum sonuglar birlikte degerlendirildiginde hucrelerin

yuksek saflikta oldugunu séylemek mimkuindir.
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e Adipoz kdkenli mezenkimal kdk hucrelerle (AdMSC) yurutilen hdcre kalttra
calismalari kapsaminda yapilan MTT ve SEM analizleri sonucunda 17-3
estradiol igeren nanopartikil yukli kitosan/HA doku iskelelerinin hucre
yapismasini ve Uremesini arttirdigi gorulmastir. Erken donem hicre
farklilagmasinin gostergesi olan ALP aktivitesinin tayini sonucunda, 17-8
estradiol iceren nanopartikdl yuklt kitosan/HA doku iskelelerinin, osteojenik
farkhlasmay! diger doku iskelelerine gore cok daha fazla destekledigi

belirlenmistir.

e AdMSC’lerin osteoblastik farkhlasmasi RT-PCR yontemi ile de incelenmisgtir.
Bu amacla kdltarin 7., 14. ve 21. gununde kollajen |, osteokalsin ve [3-aktin
genlerinin ekspresyon seviyeleri belirlenmistir. Kollajen | ekspresyonu
nanopartikil yukli gruplarda 7. ve 14. gun boyunca artis gostermigtir.
Gruplar arasinda en yuksek degerler 14. gin ve 21. glinde kitosan/HA-Np
grubunda gdézlenmigstir. Ge¢ donem osteoblastik farklilagsma belirteci olan
OCN ekspresyonu 7. glinde E2 iceren tiUm gruplarda kontrol grubuna gore
yuksek cikmistir. Kitosan/HA+E2 grubunda ise en yuksek degerdedir. OCN
ekspresyonu 21. gunde nanopartikilli gruplarda olduk¢a fazladir ve

kitosan/HA-Np grubunda en ylUksek degere ulagsmistir.

Sonug olarak, yapilan tez ¢alismasi sonucunda 17-B estradioltin kontrolli ve uzun
donemde salimini saglayan 17-B estradiol iceren PLGA nanopartikil yuKkIU
kitosan/HA doku iskeleleri dretilmigtir. 21 gln suren hidcre kiltir calismalari
sonucunda, olusturulan 6zgin sistemin AdMSC’lerin Uremesini ve osteojenik
farkhlasmasini arttirdigi belirlenmistir. Bu nedenlerle 17-f estradiol iceren PLGA
nanopartikil yukli kitosan/HA doku iskelelerinin kemik doku muhendisligi icin

oldukga uygun bir sistem oldugu tespit edilmistir.

Yapilan tez calismasinin in-vivo basamagi Hacettepe Universitesi Tip Fakdltesi
Plastik Cerrahi Anabilim Dali tarafindan yudritilmuastir. Calismada kitosan/HA,
kitosan/HA-Np ve kitosan/HA+E2 gruplari ve bu iskelelere in-situ AMSC ekilmis
olan gruplar kullanilmistir. 12 hafta surdurilen ¢alisma sonucunda AAMSC ekilmis

kitosan/HA-Np olan grupta diger gruplara gére damarlanmanin daha zengin,
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kollajen dizilimin duzenli ve kemiklesmenin daha belirgin oldugu gozlenmistir
(Cahsg, 2013).
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7. EKLER

Ek.1. UV KALIBRASYON GRAFiIGi

Bolim 3.3.5de anlatilan 17-B estradiol’in enkapsulayon verimi

kullanilan UV kalibrasyon grafigi Sekil 7.1.’de verilmistir.
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Sekil 7.1. 17-B estradiolin enkapstlasyon verimi hesabinda kullanilan UV

kalibrasyon grafigi.

93




EK.2. HPLC KALIBRASYON GRAFIGIi VE E2 KROMATOGRAMI

Bolum 3.3.5°de anlatilan 17-B estradiol’'in enkapsulayon verimi hesabinda
kullanilan HPLC kalibrasyon grafigi ve ornek HPLC kromatogrami Sekil 7.2 a ve
b’de verilmigtir.
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Sekil 7.2.a) 17-B estradiol’lin enkapsulayon verimi hesabinda kullanilan HPLC
kalibrasyon grafigi, b) 50 ug/mL derisimindeki 17-8 estradiol’lin 280 nm'de HPLC
kromatogrami. 4.2. dk’da ok ile gosterilen pik E2’ye aittir.
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EK.3 DOKU ISKELELERINE  EMDIRILEREK  YUKLENEN PLGA
NANOPARTIKULLERDEN E2 KUMULATIF SALIM DEGERLERININ
HESAPLANMASI

17- B estradiol iceren PLGA nanopartikul yukla kitosan/HA doku iskelelelerinden
kimalatif salim deg@erlerinin hesaplanmasi amaciyla yapilan in-vitro salim
deneylerinde, salim ortami belirli araliklarla taze tampon ile yenilenerek E2 iceren
ornek ile salim ortami arasindaki konsantrasyon farki sabit tutulmaya ¢alisiimistir.
Ornek olarak, partikillerin emdirme yoéntemi ile yiiklenmesiyle olusan 1.doku

iskelesine ait kimulatif salim hesaplamalari asagida sunulmustur.

Salim ortami:10 mLPBS,

Yenilenen hacim: 900uL

Doku iskelesine yukleme: 300 pL sulu fazda PLGA (2mg partikdl )
Ornek t=2.giin

C=2.32 pg/mL

Salinan E2 miktari= 2.32 x 10= 23.16 ug

Metanol seyerltmesi: 23.16 ug X10/9=25.74 ug

Atilan E2 miktarn= 25.74 pg * 0.09=2.32 ug

Toplam E2miktari= 23.16+2.32=28.8 ug

Kidmulatif salim (%)= (28.8 ug /100ug E2) X100

salinan miktar (ug E2/mg partikil)= 28.8 ug/2 mg=14.4 ug E2/mg partikl

17-p estradiol yukli PLGA nanopartikillerin emdirilerek yuklendigi kitosan/HA

doku iskelelerinde 17-8 estradiol salimina ait veriler Cizelge 7.1.’de verilmistir.
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Cizelge 7.1. E2 yUkli PLGA nanopartikillerin emdirilerek yuklendigi kitosan/HA

doku iskelelerinde E2 salimina ait veriler.

Atilan | Toplam sa!man
t (giin) Alan C Salinan | Metanol 1 e E2 % Salm miktar
(ng/ml) | E2 (ug) | Seyreltmesi (Hg /mg
(ng) | (mg) partikiil)
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.04 0.08 0.35 3.52 3.91 0.35 3.52 3.52 1.76
0.08 0.20 1.65 16.48 18.32 1.65 16.84 16.84 8.42
0.25 0.21 1.74 17.39 19.32 1.74 19.39 19.39 9.69
1 0.24 1.98 19.77 21.97 1.98 23.51 23.51 11.76
2 0.27 2.32 23.16 25.74 2.32 28.88 28.88 14.44
3 0.24 2.02 20.21 22.46 2.02 28.24 28.24 14.12
4 0.26 2.20 22.04 24.49 2.20 32.09 32.09 16.05
5 0.27 2.34 23.38 25.97 2.34 35.63 35.63 17.82
6 0.30 2.65 26.48 29.43 2.65 41.08 41.08 20.54
7 0.32 2.83 28.25 31.39 2.83 45.49 45.49 22.75
8 0.32 2.83 28.32 31.47 2.83 48.39 48.39 24.20
9 0.31 2.71 27.13 30.15 2.71 50.03 50.03 25.02
10 0.31 2.72 27.19 30.22 2.72 52.81 52.81 26.40
12 0.32 2.88 28.84 32.04 2.88 57.17 57.17 28.59
13 0.34 3.00 30.05 33.39 3.00 61.26 61.26 30.63
14 0.32 2.80 28.02 31.13 2.80 62.24 62.24 31.12
17 0.30 2.66 26.61 29.56 2.66 63.63 63.63 31.81
18 0.30 2.61 26.13 29.03 2.61 65.81 65.81 32.91
19 0.30 2.64 26.39 29.32 2.64 68.69 68.69 34.34
20 0.29 2.55 25.49 28.32 2.55 70.43 70.43 35.21
21 0.27 2.37 23.69 26.32 2.37 71.18 71.18 35.59
22 0.28 2.42 24.23 26.92 2.42 74.08 74.08 37.04
24 0.28 2.38 23.84 26.49 2.38 76.12 76.12 38.06
25 0.28 2.43 24.32 27.02 2.43 78.98 78.98 39.49
26 0.30 2.59 25.85 28.73 2.59 82.95 82.95 41.47
27 0.25 2.10 21.04 23.38 2.10 80.72 80.72 40.36
28 0.26 2.24 22.40 24.89 2.24 84.19 84.19 42.09
31 0.27 2.30 22.96 25.51 2.30 86.99 86.99 43.49
32 0.24 2.04 20.43 22.70 2.04 86.75 86.75 43.38
33 0.24 2.00 20.03 22.25 2.00 88.39 88.39 44.20
34 0.23 1.96 19.56 21.73 1.96 89.93 89.93 44.96
35 0.22 1.80 17.96 19.95 1.80 90.28 90.28 45.14
37 0.19 1.55 15.48 17.20 1.55 89.60 89.60 44.80
38 0.19 1.47 14.74 16.38 1.47 90.40 90.40 45.20
39 0.18 1.45 14.53 16.15 1.45 90.20 90.20 45.10
40 0.18 1.43 14.26 15.85 1.43 91.38 91.38 45.69

97



41 0.15 1.12 11.15 12.39 1.12 90.13 90.13 45.07
42 0.16 1.20 12.03 13.36 1.20 91.37 91.37 45.69
43 0.15 1.16 11.59 12.88 1.16 92.47 92.47 46.24
44 0.17 1.28 12.81 14.23 1.28 94.88 94.88 47.44
46 0.15 1.16 11.59 12.88 1.16 95.25 95.25 47.63
47 0.15 1.16 11.59 12.88 1.16 96.05 96.05 48.03
48 0.16 1.17 11.70 13.00 1.17 97.32 97.32 48.66
49 0.15 1.12 11.24 12.48 1.12 97.24 97.24 48.62
51 0.16 1.24 12.38 13.76 1.24 | 100.32 | 100.32 50.16
52 0.15 1.08 10.83 12.03 1.08 | 100.03 | 100.03 50.02
53 0.14 1.02 10.17 11.30 1.02 | 100.76 | 100.76 50.38
54 0.14 1.04 10.42 11.58 1.04 | 101.95 | 101.95 50.97
55 0.12 0.81 8.09 8.99 0.81 | 100.35 | 100.35 50.17
56 0.13 0.89 8.94 9.93 0.89 | 101.89 | 101.89 50.94
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EK.4. ADIPOZ KOKENLi MEZENKIMAL KOK HUCRELERIN MORFOLOJIK
INCELEMESI

Calismada kullanilan Adipoz Kaynakh Mezenkimal Kok Hucrelerin (ADMSC'lerin)
kultirdeki morfolojilerini incelemek amaciyla 3. pasajdaki hucreler invert mikroskop

(Olympus, ABD) ile goéruntilenmigtir. Kaltirin 3. gunune ait fotograflar Sekil

7.3.de verilmistir.

Sekil 7.3.ADMSC'lere ait optik mikroskop goéruntuleri: (a) 4X; (b) 10X; (c) 20X; (d)
40X.

Kalturtn farkli gunlerinde hiicre iskeleti organizasyonunun goruntilenebilmesi igin
ikili floresan boyama yapilmistir. Hicreler DPBS (pH: 7.4) ile yikandiktan sonra %
2.5'luk (v/v) glutaraldehit ¢ozeltisi kullanilarak fiksasyon islemi gergeklestirilmigtir.
Hucrelerin flamentdz aktinleri (F-aktin), BSA/PBS ¢0zeltisi igerisinde hazirlanmis
%2.5’lik (v/v) Alexa Fluor 488 phalloidin (Invitrogen, ABD) ile 20 dakika, hucre
cekirdegi ise 10 pg/mL propidyum iyodur (Sigma, Almanya) ile 5 dakika muamele
edilerek boyanmistir. Floresan mikroskobu (Olympus, ABD) kullanilarak elde

edilen fotograflarda gekirdek kirmizi, F-aktin ise yesil olarak gorilmektedir.
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Sekil 7.4. ADMSC'lerin floresan boyamasina ait goruntuler: 3.gin (a) 4X, (b) 10X,
(c) 20X, (d) 20X; 13. gun (e) 4X; 33.gun (f) 4X.

Aktin filamentlerin, hicre seklinin olusmasinda goérev aldigi bilinmektedir. Kultlrin
3. gunune ait fotograflarda hticrelerin gelismis bir hicre iskeletine sahip oldugu
gorulmektedir (Sekil 7.4a ve d). Kaltirin 13. glinudnde ise hicre yogunlugunun
arttig1 ve hacrelerin igsi bir morfoloji sergiledigi dikkat cekmektedir (Sekil 7.4e).
Ancak bu yapi kiltartn ilerleyen glnlerde kaybolmustur (Sekil 7.4f).
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