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OZET

_ SALINOMISIN ve BnHAp YUKLU DOKU ISKELELERININ
ANTIKANSEROJEN ve ANTIBAKTERIYEL ETKINLIGININ ARASTIRILMASI

MELTEM GAMZE OZTURK
Yuksek Lisans, Biyomiihendislik Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Menemse GUMUSDERELIOGLU
Subat 2018, 109 sayfa

Tez kapsaminda, antikanserojen bir ilag olan salinomisin yukla poli (laktik-ko-glikolik asit)
(PLGA 65:35) nanopartikuller ile hidroksiapatite katkilanmis antibakteriyel etkinlige sahip
olan borun sinerjik etkisinin incelenmesi hedeflenmistir. Bu amagla salinomisin yuKkIu
PLGA nanopartikillerin sentezlenmesinin ardindan karakterizasyon ¢alismalari yapilmis
ve in-vitro salim calismalari yurataimustir. Bor katkili hidroksiapatit (BnHAp) varliginda
salinomisin yukli PLGA nanopartikuller ile hicre kaltir ve bakteri kiltir calismalari
gerceklestirilmigtir.

Emdulsiyon hazirlama-¢dzicu buharlastirma teknidi ile %2.5 (w/v) salinomisin igerigine
sahip PLGA nanopartikiller Gretilmistir. Uretilen bos ve salinomisin yikli PLGA
nanopartiktller (PLGA-SAL) siras! ile 185.8 nm ve 187.4 nm ortalama c¢apa sahiptir.
Sentezlenen PLGA-SAL nanopartikullerin enkapsuilasyon verimleri HPLC cihazi ile
yapilan Olcimlere goOre ortalama %97.4+1.87 olarak hesaplanmistir. PLGA-SAL
nanopartikillerden fosfat tamponlu tuz ¢ézeltisi (PBS) ortaminda in-vitro salim ¢aligmalari
yuratalmas olup salinomisin salimi 1. saatte ani patlama etkisi gostererek %43 degerine

ulagsmistir. Kontrolli ve duzenli artis gostererek devam eden PLGA nanopartikillerden



salinomisin salimi 45. gunin sonunda %100’e ulasmistir. Daha sonra, uretimleri
sirasinda yapisina PLGA-SAL nanopartikiller ve bor katkili hidroksiapatit (BnHAp) katilan
kitosan doku iskeleleri ile iskeleden salim galigmasi gerceklestiriimis olup ilk 24 saatte ani
patlama etkisi ile salinomisinin %44’G salinmigtir. Salimin tamamlanmasi yaklasik olarak
59 gun surmugstur. Hem partikilden hem de iskeleden salinomisin saliminin Hixson-

Crowell salim kinetik modeline uydugu belirlenmistir.

Calismalarin ikinci asamasinda, MG-63 osteosarkom hucreleri ile hicre kulttrd
calismalari gergeklestiriimistir. Bu amagcla kontrol grubu (MG-63 hiicreleri), salinomisin,
bos PLGA nanopartikuller, PLGA-SAL nanopartikiller, PLGA-SAL/BnHAp ve PLGA-
SAL/nHAp gruplarina yer verilmigtir. Hlcre kilttr ¢calismalari stresince hlcre canhliklar
canh-6lu boyama analizi ile, hiicre iskeleti organizasyonu Alexa Fluor/DAPI boyamayla ve
nanopartikillerin hicre i¢i alimlari kristal viyole boyama yapilarak incelenmigtir. PLGA-
SAL nanopartikillerin optimum doz olarak segilen 0.2 mg miktarinda kullanildiginda MG-
63 osteosarkom hucrelerini apoptoza goturdigu goérdlmustir. Bununla birlikte; nHAp’In
MG-63 hucreleri tzerindeki proliferasyonu destekleyici etkileri sebebiyle BnHAp ve nHAp

iceren gruplarda hicre canhliklarinin yiksek oldugu belirlenmistir.

Son olarak metisiline direncli Staphylococcus aureus (MRSA-ATCC 43300), metisiline
duyarli  Staphylococcus aureus (MSSA-ATCC 29213) ve kontrol grubu olan
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) suslari ile bakteri kultir ¢alismalar yapiimistir.
Salinomisin yuklu antibiyogram disklerin yani sira 19 farkli antibiyogram diskin BnHAp
varliginda inhibisyon alanlarindaki degisimler incelenmigtir. Disk diflizyon y&ntemi
(normal antibiyogram), cift disk sinerji (pan¢) yontemi ve agar dilisyon yontemi kullanilan
kaltir cahsmalarinda; BnHAp varliginda olugan sinerjik etki ile SAL yuklenen

antibiyogram disklerin inhibisyon alanlarinda artis gézlenmistir.

Anahtar Kkelimeler: Salinomisin; antibakteriyel etki; nanohidroksiapatit; BnHAp,

nanopartikil; PLGA; doku iskelesi.



ABSTRACT

INVESTIGATION of ANTICANCEROGEN and ANTIBACTERIAL
EFFECTIVENESS of SALINOMYCIN and BnHAp LOADED TISSUE
SCAFFOLDS

MELTEM GAMZE OZTURK
Master of Science, Bioengineering Division
Supervisor: Prof. Dr. Menemse GUMUSDERELIOGLU
February 2018, 109 pages

In the scope of the thesis, it is aimed to investigate the synergistic effect of an anticancer
drug, salinomycin, loaded poly (lactic-co-glycolic acid) (PLGA 65:35) nanoparticles with
the boron doped nanohydroxyapatite (BnHAp) that has antibacterial activity. For this
purpose, following the synthesis of salinomycin loaded PLGA nanoparticles,
characterization studies and in vitro release studies were carried out. Cell culture and
bacterial culture studies were performed with salinomycin loaded PLGA nanopatrticles in

the presence of BnHAp.

PLGA nanoparticles with salinomycin content of 2.5% (w/v) were produced by emulsion
preparation-solvent evaporation technique. The empty and salinomycin loaded PLGA
nanoparticles (PLGA-SAL) produced have an average diameter of 185.8 nm and 187.4
nm, respectively. The encapsulation efficiencies of the PLGA-SAL nanoparticles were
calculated to be 97.4 £ 1.87% according to the measurements done with the HPLC. In
vitro release studies were carried out on PLGA-SAL nanoparticles in phosphate buffered

saline (PBS) and the release of salinomycin reached 43% with a burst effect at the 1st



hour. The sustained release of salinomycin from PLGA nanoparticles with controlled and
regular increase reached 100% at the end of the 45™ day. Subsequently, a release study
was initiated with chitosan tissue scaffolds incorporating PLGA-SAL nanoparticles and
BnHAp, and 44% of the salinomycin was released with a burst effect in the first 24 hours.
The release lasted approximately 59 days. It was determined that the release of
salinomycin from both particles and scaffold was consistent with the Hixson-Crowell
release kinetic model.

In the second phase of the studies, cell culture studies with MG-63 osteosarcoma cells
were performed. For this purpose, the control group (MG-63 cells), salinomycin, empty
PLGA nanoparticles, PLGA-SAL nanoparticles, PLGA-SAL/BnHAp and PLGA-SAL/nHAp
groups were included. During the cell culture studies, cell viability was examined by live-
dead staining analysis, cytoskeletal organization of nanoparticles by Alexa Fluor/DAPI
staining and intracellular uptake of nanoparticles by crystal violet staining. When PLGA-
SAL nanoparticles were used at the optimal dose of 0.2 mg, apoptosis was seen in MG-
63 osteosarcoma cells. However, cell viability was determined to be high in groups which
are containing BnHAp and nHAp due to the proliferative effects of nHAP and BnHAp on
the MG-63 cells.

Finally, bacterial culture studies were performed with methicillin resistant Staphylococcus
aureus (MRSA-ATCC 43300), methicillin sensitive Staphylococcus aureus (MSSA-ATCC
29213) and control group Staphylococcus aureus (ATCC 25923) strains. In addition to
salinomycin loaded antibiotic discs; the changes in inhibition areas in the presence of
BnHAp were examined for 19 different antibiogram discs. In the culture studies using disc
diffusion method (normal antibiogram), double disc synergy (punch) method and agar
dilution method; the synergistic effect in the presence of BnHAp and the increase of

inhibition area of salinomycin loaded antibiogram discs were observed.

Key words: Salinomycin, antibacterial effect, nanohydroxyapatite, BnHAp, nanoparticle,
PLGA, tissue scaffold.
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1. GIRIS
Tip, biyoloji ve kimya gibi farkli bilim dallarinin destekledigi doku muhendisligi
yaklagiminda hasarli dokuyu onarmak, ya da yerine saglikh doku koyarak tedaviyi

gerceklestirmek hedeflenir. Doku muhendisliginden beklenen; iyilesme surecini

kisaltmak, yasam standartlarini arttirmak ve disuk maliyetle iyilesmeyi saglamaktir.

Doku muhendisliginin temel bilesenleri; hucreler, doku iskelesi fabrikasyonunda
kullanilan biyomalzemeler ve biyosinyal molekuillerdir . Bu bilesenler, bir araya
getirilerek hiicre farklilagsmasi saglanabilmektedir [2]. Bu uygulama iki basamaklidir. ilk
basamakta, hastanin saglikh bdlgesinden biyopsi ile alinan hicreler uygun besi
ortaminda in vitro olarak cogaltilir. ikinci basamakta ise, c¢ogaltilan hiicreler
biyosinyallerle birlikte doku iskelelerine ekilir. Ardindan laboratuvar kosullarinda veya
hasarli doku bdlgesinde yeni doku olusumunun gerceklesmesi beklenir. Hucreler,
otojenik olarak hastanin kendisinden alinabilecegi gibi, allojenik yolla baska bir kisiden
elde edilebilir, zenojenik olarak hayvanlardan izole edilebilir veya kdk hucre kaynakl
olabilir [3]. Mezenkimal kdk hucreler, bag dokularinda bulunan erigskin haldeki kok
hiicre tipidir ve dokuya 6zgu degildir. Bu sayede, kemik, yad ve sinir hicrelerine
farklilagabilirler ve doku muhendisligi uygulamalari i¢cin ginimizde en c¢ok tercih
edilendir [4]. Buyume faktorleri dokuya 6zgu oldugundan yapilacak ¢alismaya uygun
olarak secilmeli, dokunun farklilagsma, proliferasyon ve gog¢ gibi 6zellikleri gbz 6niinde
bulundurulmalidir. Biyosinyaller hiicreye kovalent olarak baglanabilir, in vitro kulttr

ortamina dogrudan verilebilir veya hasarli bolgeye lokal olarak yerlestirilebilirler [5].

Doku muhendisligi uygulamalarinda; biyouyumlu, biyobozunur yapida ve dokuya
uygun mekanik Ozellikte doku iskeleleri kullanilmaktadir [6]. Biyouyumlu ve
biyobozunur materyallerden sentezlenebilen mikro ve nanopartikiller de bu
uygulamalarda énemli rol oynamaktadir. ilag tasiyici sistemler icin blyiik potansiyel
tasiyan bu partikiler sistemler genis ylzey alanlari, bagisiklik sistemi tarafindan
reddedilmemeleri, ylksek ylUkleme kapasiteleri, dokuya hedeflendirme ve ylzey
modifikasyonuna olanak tanimalari gibi avantajlara sahiptirler [7, 8]. Mikro ve
nanopartikuller viicut icinde tamamen bozunabilen, cerrahi midahale gerektirmeyen,
ilag salim hizini kontrol edilebilir kilan ve kolay sentezlenebilen ila¢ salim sistemleri
sunmaktadirlar [9] Kontrolli ilag salim sistemleri, uzun sureli ve etkili tedavi
saglamakta olup ilacin etkin doz araliginda istenen salim mekanizmasi yolu ile
salimini gergeklestirebilirler. Partikiler ilag tasiyici sistemlerin Uretiminde sentetik ve
dogal polimerler ile seramikler kullanilabilmektedir [10]. FDA (Food and Drug



Administration) onayli bir polimer olan poli (laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) kopolimeri
biyouyumlu ve biyobozunur 6zellikleri ile ilag, peptid, hormon ve proteinlerin kontrolli
salimi igin oldukga uygundur. PLGA, yapisinda barindirdigi ester baglarinin
hidroliziyle son drunleri olan laktik ve glikolik asite bozunmaktadir. Polimerlerin salim
kinetigi Uzerinde belirleyici etkisi olan bu bozunma davranigini PLGA’nin yapisinda
bulunan hidrofilik 6zellikli poli (glikolik asit) (PGA) ve hidrofobik 6zellikteki poli (laktik
asit) (PLA) saglamaktadir [11].

Salinomisin, 1974 vyiinda Streptomyces albus bakterisinden elde edilen
monokarboksilik polieter yapida yeni nesil bir antibiyotiktir [12, 13]. Antikanserojen bir
ilag olan salinomisin ayni zamanda Gram-pozitif bakteriler tzerinde antimikrobiyal
etkiye sahiptir. Salinomisin hlicresel élimleri geleneksel olmayan yollarla saglamakta,
DNA hasarini arttirmakta ve Wnt sinyal yolaklarini engelleyerek birgok kanser turl
uzerinde antikanser aktivite saglayabilmektedir [14]. Salinomisin  yuksek
antikanserojen potansiyeline karsin klinik uygulamalarina engel olusturan disuk suda
¢ozunurlik 6zelligine sahiptir. Bu problemin énine gegebilmek amaci ile salinomisinin

nanopartikullerle birlikte kullaniimasi éngéralmustur [15].

Sunulan tez kapsaminda, doku iskelesi ve nanapartikul sistemlerinden kontrolli salimi
gerceklestirilen salinomisinin antikanserojen ve antibakteriyel etkilerinin arastiriimasi
amaglanmistir. Calismanin ilk kisminda; emdlsiyon hazirlama-¢6zuicl buharlastirma
yontemi ile salinomisin katkili PLGA nanopartikiller ve dondurarak kurutma teknigi ile
bu partiklller ile BnHAp iceren kitosan doku iskeleleri sentezlenmistir.
Karakterizasyonu vyapilan partikil ve doku iskelelerinin morfolojileri ve kimyasal
yapilari incelenmistir. Son olarak, enkapsulasyon verimi belirlenen salinomisinin
partikilden ve iskeleden salim c¢aismalari in vitro kosullarda yudratalmuis, salim

kinetikleri belirlenmistir.

Calismanin ikinsi kisminda, salinomisin yukli PLGA nanopartikillerin  MG-63
osteosarkom hucreleri Uzerindeki etkilerinin incelendigi hutcre kultir c¢alismalari
baglatiimistir. Bu c¢alismalarda hucre canliliklari canh-6li boyama analizi ile,
nanopartikdllerin hticre iskeleti organizasyonu Alexa Fluor/DAPI boyama ile,
nanopartiktllerin hicre ic¢i alimlari kristal viyole boyama ile, hicre morfolojisi ve
yogunlugundaki degisim ise hiicre sayim/goéruntileme cihazi ile takip edilmistir. Bu
dogrultuda hicre kultir caligmalar doz belirleme ve kiyaslama uygulamalari olmak

Uzere iki basamak seklinde tamamlanmisgtir.



Calismanin son kisiminda ise, salinomisinin antibakteriyel 6zellikleri incelenmigtir. Bu
amacla; farkli bakteri suglari ve u¢ ayri teknik ile bakteri kiltir uygulamalari
yapilmistir. Bu tekniklerden disk difizyon metodu ile salinomisin yikli antibiyoGram
disklerin standart inhibisyon alanlari belirlenmigtir. Daha sonra diger iki yontem olan
agar dilisyon ve pan¢g metodlari ile salinomisinin BnHAp varliginda farkli bakteri

suslarina verdigi yanitlar incelenmisgtir.



2. GENEL BILGILER

Tezin bu bdlimunde, yapilan galismalarin temelini olusturan konular hakkindaki
literatur bilgilerine yer verilmistir. Sunulan tez c¢alismasi kontrolli ilag salim
sistemlerinin partikiler formda gelistirilerek doku iskeleleri ile birlikte hiicre kultura ve
bakteri kaltiri uygulamalarinda antikanserojen ve antibakteriyel etkinliklerinin
degerlendiriimesi calismalarini icermektedir. Bu amagla, oncelikle kemik doku ve
kemik doku muhendisligi agiklanmig, ardindan bu calismada antikanserojen etkileri
incelenmis olan salinomisin antibiyotigi, etki mekanizmasi ve kullanim alanlarindan
bahsedilmistir. Daha sonra, salinomisinin antibakteriyel aktivite gosterdigi Gram pozitif
bakteriler anlatilmistir. Ardindan borun kimyasal ozellikleri ve insan vicudunda
kullanimi hakkinda literatlr bilgilerine deginilmigtir. Son olarak ise nanopartikillerin

Ozellikleri ve uretim yontemleri anlatilmigtir.

2.1. Kemik Doku
Kemik, kemik iligi ve bag dokudan olusan damarlar ve sinirlerle cevrili dinamik bir
destek dokudur [16]. Kemik doku, hayat boyu bireysel olarak yeniden modellenmeye

devam etmektedir [6].

Kemik doku, iskelet sisteminde vicudu koruyan, destekleyen ve hareket saglayan bir
bilesen olup [17], kan olusturan sistemler ve kemik ilikleri gibi 6zellesmis dokular igin
bir koruma ve Uretim alanidir. Kalp, akcigerler ve diger organlar gogus kafesi
tarafindan korunur. Bu organlarin hareket, gelisim ve kasilma igeren fonksiyonlari,
koruyucu gogus kafesinin elastikiyet ve esneklik gostermesini gerektirmektedir. Kemik
yapisal olarak, kaslarin kasilmasi ve akcigerlerin genlesmesinde oldugu gibi yumusak
dokularin mekanik olarak galismasini da desteklemektedir [18]. Ayrica bir mineral
rezervuari olmasi nedeniyle endokrin sistemin kalsiyum seviyesini ve vlcut sivisi

sirkiilasyonundaki fosfat iyonlarinin seviyesini de diizenlemektedir [17].

Kemigin makro ve mikroskobik yapilari genetik, metabolik ve mekanik faktorlerden
etkilenir. Tum kemikler temel bir ikili yapidan olugsmaktadir. Disarida kortikal kemik
olarak adlandirilan ve kemigi kaplayan siki ve kesintisiz bir dis tabaka ile igeride
bosluklu yapida, degisken tabakalar ve spikdller iceren stiingerimsi kemik (trabekuler
kemik) dokudan meydana gelmektedir. Bu bosluklar yasa ve alana gore degiskenlik
gostermekle birlikte tamamen kan damarlari, (kirmizi, hematopoetik veya sari) ilik ve

yag ile doludurlar [19].

Kemik mikroskobik olarak oldukga kompleks yapida ve dokulari baglayici ozelliktedir

[19]. Mineralize bir doku olan kemik, icerdigi organik matris ve kalsiyum fosfat
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kristalleri ile dogal bir kompozit materyal olarak degerlendirilebilmektedir. icerigindeki
organik matris yaklasik olarak %95 kollojen tip 1 fiberlerden ve %5 proteoglikanlar ile
sayisiz non-kollojen proteinden meydana gelmektedir. Bu organik matris, kalsiyum
fosfat mineralleri tarafindan desteklenmigtir. Osteoblastlar, osteositler ve
osteoklastlardan olusan kemik hicreleri bu matris igerisine yerlesmistir. Kemik, sert
inorganik ve elastik organik bilesenlerin i¢ ice ¢ok iyi karisiminin sonucu olarak iyi

mekanik ozelliklere sahiptir [20].

Kemik doku, kortikal kemik (kompakt model) ve siimgerimsi kemik (trabekiler model)
yapilarini kendi icinde dizenlemistir. Vlcuttaki diger organlara kiyasla kemik doku
bazi énemli kurallara bagh olarak makro 6lgekten nanoyapidaki dlgege dogru giden

hiyerarsik bir organizasyona sahiptir [17].

Kemik ekstraselller matrisi (ECM), ¢ogunlukla tip-1 kollojenden olusan mineralize
olmamis organik bilesenleri ve levha benzeri kabonatli apatit mineralize inorganik
bileseni igerir. Buna ek olarak, yakin ekstraselller ¢evrelerindeki sinyalleri arttirmak
icin 200°Un Uzerinde farkh tdrden non-kollojen matris proteinler (glikoproteinler,
proteoglikanlar ve siyaloproteinler) ile katki yapiimaktadir. Nanokompozit yapi, gerekli
olan basin¢g dayanimi ve kemigin yuksek kirllma dayanikliigi icin butunleyici
Ozelliktedir. Bu nanokompozit yapidaki dayanikli ve esnek kollojen fiberler

hidroksiapatit kristalleri ile saglamlastiriimistir [21].

2.2. Kemik Doku Miihendisligi

Hasarli ve yarali doku tedavilerinde ¢ok sayida cerrahi iglem yenileme ve onarim
amaclyla uygulanmaktadir. Gelisen doku muhendisligi yaklasimi, hasarli dokuyu
vucuttan alinan hucreler ile gozenekli iskeleler kullanarak iyilestirmeyi, yeni doku

olusumunu ve rejenerasyonunu saglamayi amaglar [22].

Vucuttaki doku, hastalik, yara veya travmalar sebebiyle zarar gordtugunde farkli tedavi
yontemleriyle onarilabilir, yerine konabilir ve yenilenebilir. Bu tedaviler otogreft veya
allogreft seklinde olabilmektedir. Her ikisi de devrim niteliginde ve hayat kurtarici
yaklagimlardir [3]. Otogreft pahali, daha aci verici ve enfeksiyon riski tasimasi
nedeniyle gesitli anatomik sinirlamalari olan bir yontemdir. Allogreft ile tedavide ise
hasarli dokuya erisim sorunlari, nakilde reddetme riski ve dondrden
hastalik/enfeksiyon kapma riski gibi problemler vardir [1].

Doku muhendisligi, ¢ok disiplinli bir alandir. Doku/organ rejenerasyonuna uygun
ortami saglayabilmek igin blyuk olcide gdzenekli ve U¢ boyutlu iskeleler Gzerinde

calisilir. Bu iskeleler, bir sablon gorevi gorerek buyume faktorleri ve biyoreaktorler ile
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birlikte hazirlanir. Hucre ekili iskeleler ya in vitroda hazirlanip yarali alana implante

edilir ya da in vivoda dogrudan vicuda implante edilip rejenerasyon igin kullanilir [22].

Doku muhendisligi yaklagsiminda doku rejenerasyonunu saglamak ic¢in blyuk 6nem
tasiyan 3 temel adim bulunmaktadir. Bunlar; hicresel yapisma, proliferasyon ve
farklilagsmadir [23].

Doku muahendisliginin zorlugu dogada var olani taklit etmek zorunda olmasidir. Her
doku ve organ icin in vitro ¢alismalar devam etmektedir ve 6zellikle deri, idrar torbasi,
solunum yolu ve kemik galigmalarinda basari orani ¢ok yuksektir. Kikirdak doku
onariminda; kondrosit implantasyonu (ACIl) ve matris indikli otolog kemik

implantasyonu (MACI) uygulamalarinda basari saglanmistir [22].

Buyuk atilimlar yapan kemik doku muhendisligi hizla buyumekte, ¢cok sayida urtune ve
yenilenebilir biyomalzemeye sahip olmaktadir. Kemik doku muahendisligi yaklagimi
sematik olarak Sekil 2.1.’de verilmigtir. Kemik dokunun kendine has yenilenme ve

yerine koyma yetenekleri doku muhendisliginde ¢gokga yararlanilan dzelliklerdir [24].
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2.2.1. Kemik Doku Miihendisliginde Doku iskeleleri
Doku iskeleleri, doku muhendisliginde hucre proliferasyonuna ve farklilasmasina
olanak saglayan, hucreleri U¢ boyutlu dokular olusturmaya tesvik eden ve doku

rejenerasyonunu destekleyen yapilardir [23].

Gozenekli doku iskelelerine hulcre ekildiginde, hucreler ¢ogalir ve kendi ECM'ini
olusturmaya baslar. Yapidaki gézeneklilik biyosinyal molekullerin, faktorlerin, oksijen
ve besinin istenen sekilde tasinimina olanak saglar [26]. Bir sure sonra yasanan
difizyon sinirlamalarindan dolay1 doku olusumu durabilir ve doku kaybi baglar. Buyuk

boyuttaki molekuller icin makro-gdzenekli doku iskeleleri Uretilebilir.

ideal bir doku iskelesi olusturabilmek icin uygun materyal segimi ve uygun Uretim
yontemi secimi kritik 6neme sahiptir; dokunun 6zelliklerine ve dokudaki hasara uygun
olan bir matris hazirlanmalidir. Segilecek olan ydntem kullanilan materyalin

biyouyumlulugunu degistirmemelidir [27].

2.2.1.1. Doku iskelelerinin Ozellikleri
Doku iskeleleri yapay ve dogal polimerler, seramikler veya polimerler ile
seramiklerden olusan kompozit materyallerden Uretilebilir. Metaller biyobozunmaya

uygun olmadiklarindan tercih edilmezler [27].

Sentetik polimerler, polilaktik asit (PLA), poliglikolik asit (PGA), poli(laktik-ko-glikolik
asit) (PLGA), polihidroksialkonat (PLA), polietilen glikol (PEG), polikaprolakton (PCL)
ve polianhidritlerdir. Bu polimerler, biyobozunur yapida olup fiziksel 6zellikleri molekl
agirliklar ayarlanarak kontrol edilebilir, kolay igslenebilir, sicaklik dayanimi dogal
polimerlere gore daha ylksek olan, cgesitlilikleri cok fazla ve modifikasyona musait
malzemelerdir [28] ve genellikle hidroliz ile bozunurlar. Bunlara karsilik,
biyouyumluluklari ve safliklari dusuktir ¢inkld %100 verimle Uretilmeleri miamkin
degildir. Bu nedenle, doku muihendisligi uyglamalarinda medikal saflikta olanlar
kullanilmalidir. Sentetik polimerlerden PLA, PGA ve PLGA Amerikan Gida ve llac
Kurumu (FDA) onayldir ve bozunduklarinda higbir toksik etki yaratmazlar. Bu

nedenle, bu polimerler doku muhendisligi uygulamalarina gok uygundur [27].

Doku iskelesi yapiminda en c¢ok kullanilan dogal polimerler; hyalironan, kollojen,
kitosan, fibrin ve ipektir. Bu polimerler, hiicresel yapida var olan ECM’lere ¢cok benzer
olmalari, ayrica yuksek biyouyumluluk ve biyobozunurluga sahip olmalariyla
avantajlidirlar [29] ve enzimatik olarak bozunabilirler. Ancak; bu polimerlerin dusuk
sicaklik dayanimi gibi problemleri nedeniyle iglenebilirlikleri dusuktur. Ayrica, patojen

aktarabilirler ve mekanik dayanimlari da zayiftir.
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Doku iskelesi yapiminda kullanilan biyoseramikler ise, hidroksiapatitler (HA) ve
trikalsiyum fosfatlar (TCP) olup, 6zellikle kemik doku uygulamalarinda ve kompozit
iskelelerde kullanihirlar. HA ve TCP biyoaktif olup hucrelerle butinlesebilme
Ozelligindedirler [30]. Kompozit iskele hazirlamada en c¢ok kullanilan materyal
kalsiyum fosfattir. Kemigin yaklasik %60’ini olusturan bu malzemenin Ca/P orani ¢ok
onemlidir. Bozunma hizi ve mekanik dayanimi dusik oldugundan kompozit iskelede

kullanima uygundur [31].

Doku iskeleleri, gergcek doku mikrogevrelerine benzer, doku olusana kadar gegici
olarak gorev yapan, tedavi saglanirken ayni hizda bozunarak ortadan kalkan
yapilardir. Kisacasl, yapay ekstraseliler matrislerdir. Bir doku iskelesinin en 6nemli
dzellikleri; biyouyumlu, biyobozunur ve gézenekli yapida olmasidir [26]. iskeleler
biyouyumlu olduklarinda dokuya 6zglu uyum saglayabilir ve hucrelerin yapismasini
destekler. Ayrica biyobozunurluk 6zelligi ile yeni doku olusumuna es hizda bozunmal
ve toksik kalinti birakmamalidir. Biyomalzemeler hidroliz ile veya enzimatik olarak
bozunabilirler [32]. Gbzenekli yapidaki doku iskeleleri ile hucrelerin yayilabilmesi ve
beslenebilmesi saglanirken ayrica buyuk molekullerin taginmasina da olanak saglanir.
Bir doku iskelesinde ortalama %80-90 gdzeneklilik ve 100-400 ym araliginda gézenek
boyutu istenmektedir [33]. Ornegin hayvan hiicresi yaklasik olarak 15 um gapindadir.
Istenen gbzenek boyutu hayvan hiicrelerinin kaynagmasi igin uygundur. Gézeneklerin
birbirleriyle baglantili olmalari da istenen ozellikler arasindadir. Ayrica, uygulama
yapilan dokuya uygun mekanik dayanim ve sterillenebilir olmalari da doku iskeleleri
icin kritik 6zelliklerdir [34].

Doku iskelesinin biyolojik dzellikleri cok énemlidir. iskelenin fiziksel ve kimyasal yapisi
hicre tutunmasini desteklemelidir. Bu noktada iskelenin, hidrofilik veya hidrofobik
dzellikleri buyik 6nem tasimaktadir. Ornegin; polietilen glikol (PEG) son derece
hidrofilik bir yapidadir. Hucrelerin tutunmasi Gzerini kaplayabilen su nedeniyle
engellenir. Evrensel hicre tanima motifi olan arjinin-glisin-aspartik asit (RGD) htcre
yapistirici bir sekans olup PEG’in bu sekansla modifikasyonu sonucu hucresel

yapisma desteklenir [35].

2.2.1.2. Doku iskelelerinin Uretimi

Doku iskeleleri, fabrik veya sunger yapida olabilir. Fabrik yapida olanlar mikro veya
nano boyutta dokunmus veya dokunmamis Ozellikte uretilebilirler. Dokunmamis
fiberler elektroegirme teknigi ile Uretilirler. Mikrofiberler dokunmamig olarak Uretilip tst

uste konarak iskele olusturulur. Bu iskelelerin, dusuk mekanik dayanim, hizl



bozunma, kontrolstiz gbzenek boyutu ve dedisken fiber gapi gibi dezavantajlar
bulunmaktadir. Nanofiberler yuksek gbzeneklilik ve iyi mekanik 6zelliklere sahiptirler.
Hayvansal hicreler mikron boyutunda olmasina ragmen hicre uremesi, gogu,
tutunmasi gibi olaylarin hepsi aslinda nanoboyutta baglamaktadir. Bu nedenle
biyomimetik iskele yapiminda nanofiberler ¢cok daha uygundur [36]. Nanofiberler

elektroegirme yontemi ile Uretilirler.

Elektroegirme, polimer kimyasi, akigkanlar dinamigi, elektrik fizigi, tekstil ve makine
muhendisligi gibi temel disiplinlerden destek alan bir ydntemdir. Elektroedirme
yonteminin deney duzenegi temel olarak U¢ bolimden olugsmaktadir. Bu bdlumler;
voltaj gu¢ kaynagdi, toplayici ve besleme uUnitesidir. Bu yontemin, polimer c¢ozelti
viskozitesi, siringa ucu ve toplayici arasi uzaklik, akim, uygulanan voltaj, akis hizi ve
sicaklik gibi kritik kogullari vardir [37].

Elektroegirme yodnteminde, polimer uygun ¢bézlclde ¢ozulur veya isiyla eritilip bir
siringanin ya da ucunda ince bir delik bulunan cam pipetin igine yerlestirilir. Ardindan,
bu ¢ozelti/eriyik siringa ucu ile karsisina yerlestiriimis olan toplayici levha arasina 50
kV’a kadar bir gerilim uygulanir. Besleyici Unitedeki igne ucunda asili halde bulunan
polimer ¢ozelti damlasi kritk voltaj degerine kadar yuzey gerilim kuvvetlerinden dolayi
kuresel bicimde bulunur. Uygulanan potansiyel fark igin bir esik degerine ulagiimasi ile
elektriksel kuvvetler ylzey gerilimi kuvvetlerine esitlenir ve polimer damlasi koni
bicimini alir. Polimer damlasi “Taylor konisi” adi verilen bu hali aldiktan sonra
voltajdaki ufak bir artis ile koni ucundan jet figskirir. Bu jet, GUzerindeki yukler nedeniyle
bir noktadan itibaren kararliligini yitirir ve aldigi yol boyunca donme hareketi yaparak
toplayiciya ulasir. Polimer jet, toplayici ve siringa ucu arasindaki mesafeyi katederken
incelerek nano boyutta fiber yapisina ulasir. Ayni zamanda, bu yol alinirken polimer

icerigindeki ¢ozlcu de buharlasir, kuru fiber elde edilir [28].

Sunger yapida olan doku iskelelerinin Uretiminde ise geleneksel ve hizli prototoipleme
yontemleri kullanilir. Geleneksel yontemler; c¢6zucu-dokiam/pargacik-uzaklastirma,
eriyik kaliplama, gaz kopuklestirme ve dondurarak-kurutma olarak siralanabilir. Hizli
prototipleme ydntemleri; 1s1 etkisiyle, adezif kullanarak, isik etkisiyle ve kaliplama ile
gerceklestiriimektedir. Bunlardan 1s1 etkisiyle fabrikasyon yontemleri secimli lazer
sentezleme ve eriyik dokim modelleme olmak uzere ikiye ayrilir. Diger yontemler ise;
u¢ boyutlu yazicilar ile Uretim ve 1sik etkisi ile Uretim yontemi olan stereolitografidir
[38].



2.2.2. Kemik Doku Miihendisliginde Kullanilan Huicreler
Kemik doku muhendisliginde kullanilacak olan hudcreler primer hucreler, 6limsuz
hicreler ve kok hucreler olabildigi gibi hlcre bankalarindan elde edilebilen hicre

hatlar1 da olabilir.

Primer hucreler, dogrudan hastanin kendi canli dokusundan alinir. Cesitli hicre
tiplerini icerebilir ve in vivodaki hicrelerle benzerdirler [39]. Sinirl bir bélinme ve
blylme kapasitesine sahip olan bu hicreler dogrudan hastadan alinmasi sebebiyle

bazi dezavantajlari da beraberinde getirebilir.

Olumsuz (surekli) hiicreler, genellikle kanserli yapidaki timérlerden elde edildigi gibi in
vitroda kendiliginden veya kimyasal yolla da transforme olmus olabilirler. Sinirsiz bir
bdélinme ve buyume kapasiteleri vardir. Kuguk ve kiresel morfolojide, diger hlcrelere
oranla yizey bagimhligi dusik, kolay kualttr edilebilen ve yiksek cekirdek/sitoplazma

oranina sahip hdcrelerdir [40].

Kok hacreler, farkhlasmadan ve olgun hicreye dénusmeden kendini yenileyebilen,
200’den fazla hucre tipine farklilagsma ve koloni olusturma 6zelligine sahip hucrelerdir.
Kok hucre turleri; embriyonik, uyariimig pluripotent, fetis ve yetigkin kok hacrelerdir.
Yetiskin kdk hicreler; hematopoetik, mezenkimal ve kanser kok hicrelerini
icermektedir. Kok hicreler elde edilmesi kolay, c¢ok farkli dokularda bulunabilen,
yuksek farklilasma ve kendini yenileme kapasitesinde, yonlendirilebilen, guvenilir
yapida ve immunolojik yanit olusturmayan oOzelliktedir. Ancak, yuksek maliyetli
tedaviler gerektirmeleri, timor olusturma riski tagsimalari ve embriyonik kék hiicrelerin

sahip oldugu etik problemler gibi dezavantajlari da bulunmaktadir [41].

“Hucre hatlar” ise hucre bankalarindan elde edilebilen, sinirli sayida veya surekli
pasaj yapabilen hicrelerdir. Bu hucreler bir hastalik modeli olabilir ve hayvanlar
kullanilmadan c¢esitli in-vitro testlerin yapilmasina olanak saglarlar. Kesfedilen ilk
OlimsuUz hicre hatti olan ve Henrietta Lacks’in adini tagsiyan HelLa hlicre hatti 1951°de
rahim agzi kanserinden elde edilmistir. HeLa ile yapilan ilk ¢alisma 1952 yilinda test
edilen ¢ocuk felci agisidir [42]. En bilinen diger hicre hatlari; Cos7 - fibroblast benzeri
bobrek tremesi, HEK293 - embriyonik bobrek hiicresi, MC3T3-E1 - preosteoblastik
hicre, U20S - osteosarkom hicresi, L929 - fibroblast, CHO - yumurtalik htcresi ve
MGG63 - osteosarkom hucre hatlandir [43].
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2.2.3. Kemik Doku Miihendisliginde Kullanilan Biyosinyal Molekiiller
Doku muhendisligi c¢alismalarinda ekstraseliler matrislere benzer yapilarin
hazirlanmasi amaclanmaktadir. Biyosinyal molekdller, bulunduklari ortamda hlcresel

bir cevap saglayan molekdillerdir.

Biyosinyal molekullerin birgok biyolojik etkisi bulunmaktadir. Bunlar; hicre yapigsmasi,
hicre gogul, hicre gogalmasi ve hicre farklilasmasinin kontrolidir. Hiicre yapismasi
sirasinda, hucrelerde farklilasma olmakta, morfoloji degismekte ve bazi biyokimyasal
reaksiyonlar meydana gelmektedir [44]. Mikrodesenleme, hlcre adaciklari olugsturma
veya difiizyonel ve difizyonel olmayan bolgeler belirlenerek hiicre yapismasi kontrol
edilebilir, kokultar galismalari yapilabilir. Boylece doku daha iyi taklit edilmis olur [45].
Hucre gocl anjiyogenezle veya neovaskularizasyon ile olabilmektedir, ayrica kimyasal
ve fiziksel ¢cevreden etkilenir. Uygulama yapilan materyalin 6zelligine gére hicrelerin
yayllma ve go¢ durumu degisir. Blyume faktorlerinin gogalmaya olan etkisini arttirmak
icin immobilize edilerek kullanimlari tercih edilmektedir. Hicre farklilagsmasinin
kontrolinde, embriyonik kok hucreleri farklilasmadan cogaltmak icin biyosinyaller
kullanilir. Ayrica hlcre farklilasmasi ve rejenerasyonu igin de buyume faktorleri
kullanilir [46].

Hucre adezyon molekulleri (CAMs), hlcre-hicre ve hicre-ECM arasi etkilesimi
saglarlar. En o©6nemli hicre adezyon reseptorleri; katerinler, selektinler,
immunoglobulinler ve integrinlerdir. Immunoglobulinler (IgCAMs), hiicre yilzeyinde
bulunan glikoproteinlerdir. Bu molekuller, homotipik veya heterotipik baglanmalar
yaparlar, morfogenez, embriyogenez, organogenez ve inflamasyonda goérev almada
etkin rol oynarlar [47]. Hlcre yapismasi, go¢u ve yayllmasini vb. uyaran, yara
iyilesmesi ve inflamasyonda gorev alabilen yapisal proteinlere érnek olarak vitronektin

ve laminin verilebilir.

Blyume faktorleri, biyolojik c¢evrede proliferasyon, migrasyon ve farklilagsma gibi
hicresel bir cevabin alinmasini saglayan ¢6zunur haldeki sinyal polipeptitlerdir [48].
Hucrenin mikrogevresinden bilgi alip hicreye iletirler. Boylece hicre farkhlagsma, gog
vb. Ozelliklerini gosterir [49]. Buyume faktorleri ile hicre-ECM arasi bilgi aligverisi
saglanir. Buyume faktorleri, sinyaller olusturarak hicre i¢i onarim mekanizmasi gibi

mekanizmalari da uyarabilirler [50].

Blylime faktorleri; kemotaktik, mitojenik, morfojenik, apoptotik ve metabolik etki
saglayabilirler. Tanimlanan yaklagik 120 buyume faktori bulunmaktadir ve bunlar

trans membran molkuller aracihdiyla baglanirlar. Baglicalari; Epidermal buyume
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faktort (EGF), fibroblast buylime faktort (FGF), insulin benzeri biyime faktoria (IGF),
vaskiler endotelyal biyume faktori (VEGF) ve kemik morfogenetik proteinler
(BMP)dir [51].

2.3. Salinomisin
Salinomisin, ilk olarak 1974 yilinda Streptomyces albus bakterisinden elde edilen

monokarboksilik polieter yapida bir antibiyotiktir [12, 13].

1980’lerde salinomisin, fungiler, parazitler ve Gram-pozitif bakteriler gibi genis
spektrumlu bir antimikrobiyal ajan 06zelliginde oldugu igin veteriner ilaci olarak
kullaniimaktaydi [14].

Gram-pozitif bakteriler tzerinde antimikrobiyal etkiye sahip olan salinomisin 6zellikle
Staphylococcus aureus, Mycobacteria, Eimeria, Plasmodium falciparum ve bazi

filament6z mantarlar Gzerinde etkinlik géstermektedir [52, 53].

Salinomisin, belirli teknikler 1s1ginda dogal olarak Uretilebilen antibiyotiklerdendir.
Molekul agirligr 751 g/mol olan bir ilagtir. Yapisinda bir ugta karboksil grubu diger ugta
da bir hidroksil grubu bulunmaktadir. Bu bilesenler sayesinde salinomisin, katyonlarla
ve kismen de sodyum iyonlari ile kolaylikla siklik kompleksler olusturabilmekte ve

biyolojik membranlarla ¢apraz baglanma 6zelligine sahip olmaktadir [53].

Molekul yapisi Sekil 2.2.’de gorilen salinomisin C42H70011 molekll formiliine sahiptir.
Lipofilik ve zayif asidik 6zellikte olmakla birlikte potasyum gibi alkali iyonlar igin
secicidir. Bu 0Ozelligi sayesinde transmembran potasyum seviyesini degistirerek K*
iyonunun mitokondriden ve sitoplazmadan c¢ikisini arttinp mitokondriyal oksijenli
solunumu engellemektedir. Pozitif ionotropik ve kronotropik bir ajan olan salinomisin
kullanilarak bir takim galismalar yapiimistir. Bu galigmalarin sonucunda kopeklerde
kan akigi, kan katekolamin seviyesi ve arterial basing artigi gibi sonuglar gorulmustur.

Yan etkilere sebep olmasi nedeniyle insanlarda uygulama yapiimamistir [13].

Sekil 2.2. Salinomisinin molekul yapisi.

12



Yapilan bir¢gok ¢calisma ile salinomisinin hucresel dlumleri geleneksel olmayan yollarla
sagladigi, DNA hasarini arttirdigi ve Wnt sinyal yolagini engelledigi kanitlanmis ve
buna bagli olarak bircok kanser turi Uzerinde antikanser aktivite saglayacagi
belirlenmistir [14]. in vivo ve in vitro ¢alismalarda istenen etkinin saglanabilmesi igin
en onemli parametrelerden biri salinomisinin kullanim dozunun belirlenmesidir. Bu
dozun saptanmasi igin bir takim 6n ¢alismalar ile uygulama yapilacak olan doku veya

hiicreye gerekli olan salinomisin konsantrasyonu bulunmaktadir [54].

Kanser kok huicreleri, timér olusumunu baslatan ve kendini hizla yenileyebilen
Ozellikteki hucrelerdir. Tumor hicrelerinin sadece bir kismini olusturan kanser kok
hdcreleri tamor hacminin buylimesine de sebep olmaktadir [13]. Kanser kok hiicreleri,
kan, gogus, beyin, kemik, karaciger, deri, mesane, yumurtalik, prostat, kolon ve
pankreas gibi insan vicudundaki bircok kanser turd igin tanimlanmigtir. Buna ek
olarak, sayisiz direng mekanizmalari ile kemoterapotiklere ve radyasyon terapilerine
ragmen uzun doénemde tumoérin yeniden yayillmasina ve metastaza sebebiyet

vermektedirler [12].

Salinomisin, kanser kok hucreleri Uzerinde etkin olan ve godus kanser tedavisinde
sikca kullanilan kemoterapdétik bir ilagtir. Memelilerle yapilan in vivo g¢alismalarda,
salinomisin tedavisi ile tumor gelisimi engellenmis ve tumor hdcrelerinin  epitel
hicrelere farklilasmasinda artis saglanmistir. Buna ek olarak; global gen ekspresyon
analizleri gostermistir ki, salinomisin tedavisi sonucunda dogrudan hastadan izole
edilen go6gus dokusunda onceden tanimlanan go6gus kanser kok hicre gen

ekspresyonunda ciddi oranda bir disUs saglanabilmistir [55].

Salinomisin kanser kok hucrelerini secimli olarak oldurebilmektedir. Bu nedenle, disuk
doz salinomisin insan mezenkimal kok hicrelerine hicbir zarar vermemektedir [56].
Etki mekanizmasi tam olarak belirlenememis olsa da uygulandigi bolgede salinomisin
epitel farklilagsmayi saglayabilmektedir. Bu da salinomisinin diger insan hicre
hatlarinin proliferasyonunu engellemediginin bir kanitidir [57]. Tedavi sirasinda
salinomisin kontrollu olarak, kanser kok hucreleri ile onlarin yuzey belirteci olan
yuksek CD44 ve hicre adezyon molekult olan dusik CD24 antijenik fenotiplerinin
oranini dnemli élglide diisiirerek etki géstermektedir. /n vivo calismalarda salinomisin
ile farelerde uygulama yapilmis olup meme kanseri tedavisinde kullanilan ve
kemoterapdtik bir ajan olan paklitaksele gore ¢ok daha yuksek etkinlige sahip oldugu
kanitlanmigtir [55, 58].
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Salinomisin, preadipositlerin adipositlere dénliismesini engeller. insan mezenkimal kok
hicreleri farkli mezenkimal hicrelere farklilasabilmektedir. Yapilan arastirmalar
Isiginda, kronik olarak salinomisine maruz kalirlarsa mezenkimal kok hucrelerin
fonksiyonel o6zelliklerinin hasar gorip goérmeyecegi ve genotoksik etki olusup
olusmayacag! incelenmistir. DUsuk dozda salinomisin ile kemik iligi mezenkimal kok
hicreleri 4 haftada tedavi edilebilmistir. Tedavinin sonunda, hicre morfolojisinde ve
iskeletinde bir degdisiklik olmamistir. Adiposit ve osteositlerdeki farklilasma salinomisin
kaynakli degildir ve proliferasyon yetenekleri salinomisine maruz kaldiklar igin

engellenmez, herhangi bir genotoksik etki olugsmaz [59].

Salinomisin etkili bir anti-kanser ajan olarak gosterilmektedir. Kimes hayvanciliginda
siklikla antiprotozoal ajan olarak koksidiyal parazitlerine karsi ve Uremeyi aktiflestirici

olarak kullaniimaktadir [12].

Salinomisinin insan kanser kok hicrelerini elimine etmede benzer ajanlara oranla 100
kat daha etkili oldugu yapilan g¢alismalar ile kanitlanmistir. Glncel kanitlar 1s1ginda
gOrulmustar ki salinomisin, hicre dongusundeki ilerlemeyi duraklatir, apoptozu sadlar,
mitokondriyal membran potansiyelini yok eder ve diger antikanser ilaglar ile sinerjik
olarak hareket edebilir. Salinomisinin kanser kok hicrelerini ve apoptoza direncli
kanser hucrelerini 6ldirme yetenegi onu benzersiz yapar ve bu sebeple 6zgun bir
antikanser ajan olarak tamimlanir. insanlar ve fareler Uzerinde yapilan pilot
calismalarda gorulmustir ki salinomisin sergiledigi farkli mekanizmalar ile umut verici

bir antitimor etkiye sahip olmaktadir [12].

2.3.1. Salinomisinin Etki Mekanizmasi

lyonofor, karboksilik ve polieter yapidaki salinomisin, bir koksidiyostat olarak kiimes
hayvanlarinda gelisimi tegvik etmesi icin sikga kullanilmaktadir [12]. Iyonoforlarin
koksidiya ve mikrofloralara olan etki mekanizmasi iyi bilinmesine karsin memelilerdeki
toksik etki mekanizmasi tam olarak anlagilamamistir. Ozellikle insan organizmalari

Uzerine salinomisin etkisi henliz tamamiyla tetkik edilememistir [60].

Boehmerle ve arkadaslari tarafindan yapilan bir calismada [61] kanser kok huicrelerine
karg! salinomisinin gosterdigi yiksek toksisite etkisi incelenmistir. Bu etki, sitozolik Na*
konsantrasyonunun artmasi araciligiyla saglanmistir. Ustelik sitozolik Ca?* artisina da
sebep olarak plazma membran igerisinde mitokondri kadar iyi bir Na*/ Ca%* donisuma
gerceklestirir. Boylece, salinomisin kalpain ve sitokrom sayesinde S$ekil 2.3.’te de

goruldugu gibi kaspaz 9 ve sonradan olusan kaspaz 3 aktivasyonu aracihiyla hicre
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canhligini guglu bigimde azaltmistir. Bu bulgular salinomisinin patojenler tzerindeki

etki mekanizmasini aciklanabilir kilmaktadir.

Bilim insanlari salinomisinin antikanser aktivite mekanizmasini agiklamak igin hala
calismalar yudrutmektedir. Yapilan bu c¢alismalar salinomisinin gugli etkide bir
antikanser ilag oldugunu ispatlamigtir ancak arastirmacilar, bu bilegsenlerin hareket

mekanizmasini belirleyemediklerini kabul etmislerdir [60].

Bir diger galismada, salinomisinin etki mekanizmasinin agikga bilinmemesine karsin;
sitotoksisiteyi tetiklemek yerine hiicre dongi tutuklamasi aracihdiyla terminal epitel
farkhlasmasina neden olabilecegi de gorulmustur. Salinomisinin kanser hdcrelerinin
proliferasyonunu nasil etkiledigi tam olarak bilinmemesine ragmen elde edilen ¢alisma
sonuglarina goére salinomisinin bir bagimsiz kaspaz mekanizma ile insan kanser

hicrelerini apoptoza géturdugu kanitlanmistir [62].

Gupta ve arkadaslari yaptiklari bir c¢alismada, bilinen tim o&zelliklerine karsin
salinomisinin bilinmeyen bir mekanizma ile faredeki bir timor kiresinden secimli
olarak gogus kanser hucrelerini azalttigini ve gogus tumorundn gelisimini de
engelledigini  belirlemislerdir [55]. Bu arastirma ile salinomisinin gulgcld bir

antikanserojen ilag oldugu tekrar ispatlanmisgtir.

Cogu insan kanser hucresi apoptoza diren¢ mekanizmasina sahiptir veya zamanla
direng olusturmaktadir. Salinomisin sadece kanser kdk hicrelerini azaltan etkide bir
Ozgun antikanser ajan degildir. Ayni zamanda apoptozu saglayan ve c¢oklu direng
mekanizmasi gelistiren kanser kok hicrelerinin de Ustesinden gelebilen yapidadir.
Ancak bu mekanizmanin net bigimde anlasilabilmesi igin ¢ok daha fazla arastirma

yapilmasi gerektigi dusunulmektedir [63].
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Sekil 2.3. Salinomisinin etki mekanizmasi ([61] den dizenlenmistir).

Zhou ve arkadaglari, salinomisinin umut verici 6zgun bir antikanser ila¢ olmasina
ragmen calisma mekanizmasinin net olmadigini  belirtmisler ve muhtemel
antitimorjenik mekanizmasindan bahsetmislerdir [14]. Antimikrobiyal bir ila¢c olarak
salinomisin, K*, Na*, Ca*? veya Mg*? katyonlarinin, protozoalar ve Gram-pozitif
bakterileri iceren hedef organizmalarin hiicre membranlarindan gegisini saglayan bir
iyonofordur. Bu taginim ile hicre ici kalsiyum orani artar ve ozmotik denge bozularak
organizmalarin 6lum yaniti vermeleri saglanmis olur. Her ne kadar bu iyonofor
Ozellikler ve mekanizmalar uygulanabilir ve yeterli olsa da salinomisinin kanser kok
hicreleri ve ¢oklu ilag direncine sahip kanser hicreleri Uzerindeki etkisini agiklamak
icin yeterli bulunmamistir. Birgok calismada gorulmustur ki salinomisin, alisiimadik
hucre olum yolaklarindan harekete gecer, DNA hasarini arttirir ve Wnt sinyalizasyon
yolagini engeller. Bu bulgular salinomisinin antitimdorjenik aktivitesini ve ¢ok boyutlu

antikanser kok hiicre mekanizmasini anlasilir kilar. iyon kanallari ve tasiyicilarin
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kanser hucrelerinin proliferasyonu, apoptozu, invazyonu ve farklilasmasi Uzerinde
onemli fonksiyonlar sergiledigi ve kanser terapisinde ortaya c¢ikan bir hedef oldugu
guncel calismalarla ispatlanmigtir. Salinomisin, membranlarin lipid bariyerleri
vasitasiyla ¢ift yonlu iyon akigina olanak saglayan ve bdylece hem prokaryotik hem de
Okaryotik hucrelerin kendi iyon tasinim sistemlerine engel olan fonksiyonlara sahiptir.
Yuksek potasyum iyonofor secimliligi ile salinomisin, potasyum kanallarina mudahale
ederek potasyum iyonlarinin mitokondri ve sitoplazmadan disari sizmasini

kolaylastirir [14].

Salinomisin tarafindan tetiklenen hicre 06lim mekanizmalarinin buylk dl¢ude
mitokondriyal fonksiyonlarin bozulmasina, reaktif oksijen turlerinin (ROS) gereginden
fazla uretilmesine ve kaspaz-bagimh ve bagimsiz yolaklarin hicre tipi bazl olmasina
bagh oldugu dusundimesine ragmen hala tarif edilemeyen kisimlari vardir.
Salinomisin tarafindan etkilenen baslica yolaklar; Wnt/B-katenin ve Akt/mTOR’dur
[64]. Salinomisin hedeflendirmeli kanser kok hicreleri Wnt/B-katenin yolagini
engellemektedir. Nanomolar konsantrasyonlar Wnt'yi engellemek igin yeterliyken; [3-
katenin aktivasyonunu, yuksek konsantrasyonlar (mikromolar konsantrasyonlar)

engellemektedir [65].

Salinomisinin bir diger 6nem tasiyan fonksiyonu ise ¢oklu direng protein fonksiyonunu

engelleme yetenegi ile ilag direnci olan hicrelerin tedavisinde kullanilabilmesidir [64].

2.3.2. Salinomisinin Kemik Doku Kanserine Etkileri

Osteosarkom, 6zellikle cocukluk ve ilk ergenlik donemlerinde en ¢ok gérilen birincil
kemik tumoéradar [15]. Kemoterapiye ve cerrahi midahalelere ragmen kemik dokuda
gelismeye ve tekrarlamaya devam edebilen agresif ve pediyatrik bir timor cesitidir
[66]. Ozellikleri Sekil 2.4.’te verilmis olan osteosarkom kok hiicreleri timérin
niksetmesinde temel rol oynarlar ve kendini yenileme ve farklilasma oOzellikleri ile
metastaza ve kemoterapiye direng gosterirler [67]. Kemik sarkomunun bilinen histoloji
trlerinden %60’a yakini gocukluk déneminde ortaya g¢ikmaktadir. Gelismis cerrahi
uygulamalara ve yogun kemoterapi tedavilerinde elde edilen basarilarin artmasina
ragmen uzun donemde bolgesel osteosarkomun durdurulma orani yaklasik olarak
%65’tir. Metastatik hastaliklarda ise bu oran sadece %20 civarindadir [15, 68].
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Sekil 2.4. Osteosarkom hiicrelerini tanimlayan 6zellikler ve sikga kullanilan molekdler
belirtecler [67].

Osteosarkom iskeletin her bdlgesinde meydana gelebilir ve genellikle ancak ileri
evrelerinde teghis edilebilmektedir. Kot huylu timorlerin terapisinde osteosarkoma
karsi doksorubisin, cisplatin, metotreksat ve ifosfamit gibi kemoterap6tik ilaglar
kullanilmaktadir; ancak osteosarkom tumorleri ¢oklu ilaca direng gosterme 6zelligine
sahiptir. Bu nedenle yeni ve 6zgun bir kemoterapdtik ilag ihtiyaci ortaya gikmistir.
Salinomisin aslinda bir veteriner ilaci olarak kullanilirken c¢oklu ilag tasiyici p-
glikoproteinler Uzerinde gogus kanseri kok hucrelerini engelleyici etki gosterdigi
belirlenmistir. Ayrica prostat, gégus ve kalin bagirsak kanseri tzerinde yapilan bazi

calismalar ile de salinomisinin antikanser etkisi desteklenmistir [69].

Kanser kok hicreleri, normal kdk hicrelerin karakteristigine de sahip olan kok hicre
turlerindendir. Kanser terapisinde kanser kok hucrelerinin tedavisi kritik rol
oynamaktadir. Bazi durumlarda, osteosarkomlu hastalarda kemoterapi veya ameliyat
sonrasinda bir timor yeniden niksedebilir. Bunun sonucu olarak, osteosarkom klinik
uygulamalari igin bu glncel terapoétik yaklagimlarin kanser kok hucreleri Uzerinde
yeterince etkili olmadigi anlasiimistir. Cesitli gorintileme metodlari kullanan
arastirmacilar, 6zgun calismalari igin bircok eski kemoterapi ilacini antikanser kok
hicre aktivitesi uygulamalarinda kullanmak tzere tanimlamistir. Bu ilaglardan biri olan
salinomisin, gogus kanser kok hucreleri ve 16semi kanser kok hucreleri gibi gesitli
kanser kok hdcrelerini basariyla o6ldirmektedir [15]. Yapilan bazi calismalarin
bulgulari sonucunda, salinomisinin yan etkilere sebep olmadan secimli kanser kok

hicre hedeflendirmesi ile hem in vivoda hem de in vitroda osteosarkomu engelledigi
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ve Wnt/B-katenin sinyal yolaginin salinomisinin terapotik mekanizmasi igerisinde yer

aldigi ispatlanmigtir [15, 68].

Salinomisinin kanser kok hucrelerini dldirmedeki yuksek potansiyeline ragmen dusuk
suda ¢ozunme Ozelligi Kklinik uygulamalarini engellemektedir. Bu problemin 6niine
gecebilmek i¢in salinomisinin nanopartikillerle birlikte kullanilmasi gindeme gelmigtir
[15].

Salinomisinin osteosarkomu engelleyici ve kanser kdk hicreleri tGzerindeki 6ldartci
etkisi yapilan calismalarla ispatlanmis olsa da; Wnt supresyonuna, p-glikoprotein
engellemesine ve reaktif oksijen tirleri (osteoblastoma hucrelerinde Uretilerek protein
aktivasyonunu engellemektedirler) dretimine ragmen antikanser etkili salinomisin uyari
mekanizmasi henlz tam olarak ¢o6zimlenememistir [70]. Osteosarkom tedavisi
sirasinda salinomisinin ayni zamanda sitoprotektif otofaj aktivasyonuna da neden
oldugu gorulmastir. Salinomisin hem in vivo hem de in vitro uygulamalarinda,
oseteosarkom hicreleri Gzerinde yiksek hassasiyete sahiptir [71]. Yapilan
arastirmalarla kanitlanmistir ki salinomisin, higbir yan etkiye sebep olmaksizin
osteosarkom kok hicrelerin pluripotent anahtar belirteclerinden Oct4 ve Sox2
ekspresyonlarini engeller ve osteosarkom kok hucrelerinin kiresellesme kapasitelerini

azaltarak kemorezistans 6zelliklerini baskilar [67].

Osteosarkom kok hucrelerini  belirleyebilmek icin kullanilan birgok belirteg
tanimlanmigtir. Bu belirtecler kok hucre canlligini belirlemede pek dnem tasimazken
onlarin farklilasma durumlari hakkinda bilgi vermektedir [66]. Ornegin; CD133
molekdlleri, normal ve kanserli dokularda bir kok hicre belirteci olarak
tanimlanmaktadir ve osteosarkom ve diger timorler ile yapilan ¢alismalarda kanser

kok hucre belirteci olarak kabul edilmigtir [15].

Yapilan bir calismada, insan osteosarkom htcrelerinden U20S hicreleri kullanilarak
salinomisinin apoptoza sebep olmasi ve etki mekanizmasi incelenmistir. Salinomisinle
yapilan sitotoksisite arastirmalarinda belirli konsantrasyonda salinomisinle U20S
hucreleri muamele edilmistir. Sonucunda salinomisinin hicre canhligini azalttigi
kanitlanmigtir. Salinomisin mitokondriyal fonksiyon bozukluguna neden olarak hasara
yol agmaktadir. Salinomisinin osteosarkom hucrelerine olan etki mekanizmasi bu
calismada da tam olarak anlagiimamakla birlikte salinomisinin reaktif oksijen turlerinin
(ROS) uretimini destekleyerek U20S hucrelerini apoptoza goturdugu ve otofajiye

neden oldugu kesin olarak ispatlanmigtir [69].
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2.3.3. Salinomisinin Kullanim Alanlari

Dogal karboksilik polieter antibiyotiklerden olan salinomisin, ¢esitli insan tumor
hicrelerine kargl aktivite gosteren antiproliferatif 6zellikte bir ilagtir. Bu insan tUmor
hucreleri; kan kanseri kdk hicreleri, kolon karsinoma kok hicreleri, prostat kanser kok

hicreleri ve akciger kanser hicre hatlaridir [72].

Salinomisin, secimli olarak gogus kanseri kok hucrelerini etkili bicimde oldirme
yetenegine sahiptir. Yapilan calismalarda goérulmuastir ki p-glikoprotein inhibitori
olarak davranmakta ve apoptoza direncli insan kanser hicrelerinin Ustesinden
gelebilmektedir [73]. Bazi c¢alismalar sonucunda salinomisinin kan kanseri kok
hicreleri benzeri hucreleri iceren apoptoza direncgli insan kanser hucrelerinin
Ustesinden gelmek icin bir p-gp inhibitdru foksiyonuna sahip oldugu belirlenmistir [60].
Ayrica salonimisin apoptozu arttirarak DNA’'ya hasar veren kemorezistant kanser
hicrelerini engellemekte ve p21 protein seviyesini azaltarak proteazom aktivitesini
arttirmaktadir [74]. Bunlara ek olarak, Wnt sinyalizasyonunu engellemekte ve kronik
kan kanseri hucrelerinde seg¢imli apoptoza neden olmaktadir. Tum bu oOzellikleri ile

salinomisin kanser terapisinde etkili bir antikanser ilag olarak kullaniimaktadir [65, 75].

Antimikrobiyal testler ile salinomisinin, Gram-pozitif bakterilere ve 6zellikle de Klinik
olarak izole edilmis metisiline direncli Staphylococcus aureus bakterilerine karsi etki
goOsterdigi  bilinmektedir [76]. Antimikrobiyal aktivitesi ile salinomisin 0zellikle
Staphylococcus: metisiline direngli S. aureus (MRSA) ve metilisiline hassas S. aureus
(MSSA) bakterilerine karsi etkili olmaktadir. Yapilan galismalar ile, salinomisinin ilaca
direngli insan patojenik bakterilerine karsi antibakteriyel aktivite goOsterdigi
kanitlanmigtir [77, 78].

Kanatlilarda gorulen ve protozoal bir hastalik olan koksidiyozu onlemek igin
antikoksidiyal ilaclar kullaniimaktadir [79]. Koksidiyoz, ¢ok sayida hayvanin dar
alanlarda bir arada bulundurulmasi ile ortaya c¢ikmaktadir. Glglu bir antikoksidiyal
iyonofor olan salinomisin enfeksiyon Oncesi ve sonrasinda kullanilarak tedavi
calismalari yapilmigtir. Hastalik etkenleri, bagirsak epitel hicrelerinde morfolojik,
fizyolojik ve metabolik dedisimlere yol agmaktadir. Bunun sonucunda oksijen, glikoz,
yag asiti ve minerallerin absorpsiyonu bozularak ciddi agirlik kaybina ve hatta
Olumlere neden olabilmektedir [80]. Yapilan c¢alisma ile koksidiyoz etkeni olarak
bilinen ve kanatlilarda sikga karsilagilan Eimeria acervulina bakterileri tzerinde

salinomisinin yuksek derecede etkili oldugu belirlenmistir [81].
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2.4. Enfeksiyona Neden Olan Gram Pozitif Bakteriler

1884 yilinda diferansiyel boyama tekniklerinden biri olan Gram boyamayi gelistiren
Christian Gram, bakterilerin Gram reaksiyonlarini incelemistir. Gram reaksiyonuna
gore bakteriler, Gram pozitif veya Gram negatif olarak tanimlanarak ikiye ayrilmigtir
[82].

Gram pozitif bakteriler kalin peptidoglikan tabakasi ile teikoik asit ve teikuronik asit
icerirler. Bu bilesenler cok miktarda fosfodiester ve karboksil gibi elektronegatif
gruplari igerdigi icin katyonik metal iyonlariyla daha guglu etkilesimleri vardir [83]. En
cok rastlanan Gram pozitif bakteriler; Staphylococcus, Enterococcus, Streptococcus,
Lactococcus, Vagococcus, Pedicoccus ve Leucnostoc olarak bilinmektedir. Antibiyotik
direnci en yuksek olanlari Staphylococcus ve Enterococcus’tur. Antibiyotik
direnclilikleri nedeniyle son yillarda nozokomiyal hastane enfeksiyonlarinin
tedavisinde c¢ok ciddi problemlere neden olan bakteri turleri; Enterococcus faecium,

Enterococcus faecium ve Staphylococcus aureus olmaktadir [84].

Staphylococcus Aureus Bakterileri

Staphylococcus, ilk olarak Micrococcaceae ailesi igerisinde 1884 yilinda
tanimlanmigtir. Bu aile icerisindeki en patojen tir S.aureus olmakta ve dogada
oldukga yaygin olarak bulunmaktadir. Bu patojen bakteri tirtne, deri dogal florasinda
ve insan burun mukozasinda da sik¢a rastlanmaktadir [85]. Staphylococcuslar
¢ogalmalari sirasinda birbirlerinden ayrilmaz ve Uzum salkimi benzeri diuzensiz

kimeler olustururlar. Yapilarindan dolayi isimleri bu sekilde verilmigtir [86].

Rosenbach tarafindan 1884’te ilk defa kulturleri yapilan Staphylococcuslarin
karakteristik ©zellikleri incelenmistir. Kati besiyeri Uzerinde sari ve beyaz koloniler
olusturan iki tur tespit edilmigtir. Olusan beyaz kolonilere Staphylococcus albus, sari
kolonilere ise Staphylococcus aureus adi verilmistir [87]. Bu bakteriler, Gram pozitif,

oksidaz negatif, katalaz pozitif, sporsuz ve hareketsiz bakterilerdir [88].

S. aureus, fakultatif anaerobtur ve secici olmayan besi yerlerinde diiz, dairesel, parlak
ve konveks koloniler olusturur. Genellikle kagilaz treten bu bakteri susu %10’a kadar
NaCl iceren konsantrasyonlarda iyi gelisme gosterirken %15 NaCl konsantrasyonunda
gelisimi zayiftir [89]. S. aureus susu 30-37°C’ta ve pH 7-7.5 araliginda optimum
gelisim gosterir. Ayrica laktoz, glukoz, maltoz ve mannitolden anaerobik ve aerobik

kosullar altinda asit uretebilir [90].

Staphylococcuslar sicak kanli hayvanlarin vicut ylzeyinde yaygin olarak

bulunmaktadir [91]. S. aureus’un yol actigi enfeksiyonlar siklikla selltlit, fronkal,
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impetigo ve cerrahi mudahale sonrasinda olugsan yara enfeksiyonlaridir. Bunlarin
hepsi cilt enfeksiyonlaridir. Bu bakteri susu, pnémoni, ostemiyelit, perikardit, akut
endokardit, menenijit ve serebrit gibi ¢esitli doku ve organlarda da ciddi enfeksiyonlara
neden olabilmektedir [92]. Antimikrobiklere karsi ¢ok farkli mekanizmalarla etkili bir
direng gosterebilen bu bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde buyuk
problemlerle karsilasiimaktadir. Metisiline direngli sus adi altinda ortaya ¢ikan ve diger
B-laktam antibiyotiklerini de spektrumuna alan intrinsik diren¢g bu problemlerin ana
sebebidir [93].

Metisiline Direncli S. aureus (MRSA) ve Metisiline Duyarh S. aureus (MSSA)
Bakterileri

Yillar boyunca metisilin hastane kokenli enfeksiyonlarin iyilestirimesi ve ortadan
kaldiriimasinda basariyla kullaniimistir. Ancak metisiline direngli S. aureus suslarinin
ortaya cikmasiyla bu antibiyotigin etkisi de kisitlanmistir. MRSA ilk olarak bu
antibiyotigin klinik olarak uygulamaya sokulmasiyla es zamanl olarak ortaya gikmistir
[94]. Basta Amerika Birlesik Devletleri olmak Uzere bircok bati Ulkesi igin MRSA,
toplum kdkenli énemli patojenlerden biri haline gelmistir. MRSA enfeksiyonlarinin
¢ogu cilt ve yumusak doku kdkenli olsa da pnémoni ve kan dolasimi enfeksiyonlarina
da sebep olabilmektedir [95]. MRSA suslari metisilinin yani sira diger B-laktam
antibiyotiklerine, makrolidler, tetrasiklinler, kloramfenikoller ve aminoglikozidler gibi
diger birgok antibiyotige de direnglidirler [96].

S. aureuslar antimikrobiyal ajanlara diger mikroorganizmalara gore ¢ok daha fazla
direng gostermektedir. Ozellkle MRSA’da multirezistans  dzellige  sikga
rastlanmaktadir. Bircok calismada, S. aureus’un gentamisin, netilmisin, tobramisin,
eritromisin, streptomisin, tetrasiklin ve siprofloksasin gibi daha birgok antibiyotige kargi

direncli oldugu ispatlanmistir [97].

MRSA bakterilerinin etkili oldugu enfeksiyonlar arasinda deri ve yumusak dokuda
gerceklesenler 6nemli bir yer tutar. Genellikle derin ve cerrahi girisim gereken
komplike yapidaki apseler, diyabetik hastalarda ortaya c¢ikan enfeksiyonlar, enfekte
yanik yaralari, enfekte uUlser, derin bogluk enfeksiyonlari bunlarin baslicalaridir. Bu
enfeksiyonlarin tedavilerinde c¢ogunlukla Gram pozitif bakterilere karsi etkin
antibiyotiklerin kullaniimasi gerekmektedir [98]. Daptomisin, teikoplanin, linezolid,
seftarolin ve vankomisin bu antibiyotiklerin baginda gelmektedir. Son yillarda MRSA
enfeksiyonlarindan kaynakli 6lim oranlari MSSA enfeksiyonu kaynakli olanlara goére
%64 daha fazladir [99].
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Tarkiye’nin farkh bolgelerindeki 28 hastaneden 436 adet Staphylococcus susu
alinmigtir. Bu suslar incelendiginde; tum suslarin %60’ yani 262 tanesi metisiline

direngli, %40’1 yani 174 tanesi ise metisiline duyarli bulunmustur [100].

2.5. Bor

Dunyanin en stratejik madenlerinden olan bor minerali ilk olarak Fransiz Kimyaci Gay-
Lussac ve ingiliz kimyaci Humphry Davy tarafindan 1808'de kesfedilmistir. Ardindan
boroksitin magnezyumla indirgenmesi ile Henri Moissan %85 saflikta, 1909'da ise
BCIs'u elektrik arkinda bozunduran Weintraub %99 saflikta bor elde etmigtir [101].

Dinyada bor rezervlerinin ¢ok buylk bir kismi ABD (Kaliforniya), Rusya ve
Turkiye'dedir [102]. Ulkemizde toplam 1 milyon 700 bin hektarlik alani kaplayabilecek
ve dunyadaki bor ihtiyacini 450-500 yil suresince kargilayabilecek kadar bor minerali
bulunmaktadir. Bu miktar dinya bor rezervlerinin %72’sini olusturmaktadir ancak
uretimin sadece %32’si ulkemizce yapilabilmektedir. Turkiye ticari degerleri yuksek
olan tinkal, kolemanit ve Uleksit basta olmak Uzere sahip oldugu bor cevherleri ve

rezervlerinin kalitesi ile dinyanin en 6nde gelen ulkesidir [101, 103].

2.5.1. Borun Kimyasal Ozellikleri

Periyodik tabloda 3A grubunda bulunan bor elementi bu grupta yer alan ve metal
olmayan tek elementtir. Kimyasal sembolu B olup atom numarasi 5 ve erime noktasi
yaklasik olarak 2190°C’dir. Borun oda sicakhdinda zayif olan elektrik iletkenligi yuksek
sicakliklarda c¢ok artar. Notron sayisi 6, elektron ve proton sayisi 5 ve atom cgapi
1.78A° olmaktadir [101]. Yari iletken 6zellige sahip olan borun atom agirhgi 10.81 ve

yogunlugu 2.84 g/cm? olmaktadir [103].

Yeryuzinde oldukga yaygin bir element olan bor; topraktan, kayalardan ve sudan elde
edilebilir [104]. Oldukca sert ve yiksek sicakliga dayanikli olmasiyla birlikte dogada
serbest halde dedgil, tuz bilesikleri seklinde bulunmaktadir. Normalde beyaz bir kaya
biciminde olan bor, amorf bir toz halinde iken koyu kahverengidir. Sertlik 6zelligi ve
ametaller arasinda elektropozitifligi elmastan sonra en yiiksek olan elementtir [101].
Borun en yaygin bilesikleri; sodyum, kalsiyum ve magnezyumladir. Bor hafif,

gerilmeye kargi ve kimyasal etkilere karsi dayanikli bir yapidadir [103].

Dogada masif olarak diger mineral ve kayaclarla birlikte veya ¢ozelti olarak sularda
bulunabilen bor mineralinin uretim yontemleri de bulundugu yer ve derinlige bagl
olarak degismektedir. Karada acik ocak, kapali ocak veya ¢ozelti madenciligi ile

sularda ise 6zellikle gozelti madenciligi ile Uretilmektedir [105].
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Kimyasal Ozellikleri morfolojisine ve tane buyuklugune bagli olarak degisen bor
elementi, mikron boyutunda iken amorf ve kolay reaksiyona giren yapidadir. Ancak
kristalin bor elementi kolaylikla reaksiyona girmemektedir. Borik asit ve diger Grinler
borun ylUksek sicaklikta suyla reaksiyonundan olugsmaktadir. Konsantrasyona ve
sicakliga bagl olarak mineral asitleri ile reaksiyonu sonucu borik asit ana urlin olarak
ortaya ¢gikmaktadir [106].

Bor mineralleri; boraks (tinkal), kolemanit, Uleksit, probertit, kernit (razorit),
hidroborasit ve pandermittir. Dogada saf olarak bulunmayan bor, oksijenle bag
kurmaya ¢ok yatkin olmasi sebebiyle farkli ve ¢ok sayida oksijen bilesigi olusturmakta

ve bu bor-oksijen bilesimlerine “borat” adi verilmektedir [101].

2.5.2. Bor’un Kullanim Alanlari

Bor mineralleri, sayisiz alanda kullanilabilirler. Temel bir sanayi hammaddesi olmasi
nedeniyle endustrinin neredeyse her alaninda kullanilabilmektedir. Borun baslica
kullanim alanlari; ingsaat malzemeleri, alev geciktiriciler, tarim ve gubre sanayisi,
ahsap koruma, cam endustrisi, seramik endustrisi, nukleer sanayi, uzay araglari, ilag
sanayi, kimya sanayi, otomobil sanayi, temizletme ve beyazlatma sanayi, tekstil
sanayi, tekstil cam elyafi, metalurji sanayi ve 6zellikle son dénemde saglik sektoru
olmaktadir. Gelisen teknolojinin de katkisiyla yakit, jet teknolojisi ve ugcak yapimi gibi
daha birgok sektorde ¢ok genis capli kullanim sahasina sahip olacagi
disundlmektedir [101, 104].

Son yillarda saglik sektorindeki 6nemi fark edilen bor, kanser tedavisinde, kemik
erimesinde, prostat tedavisinde ve antibakteriyel uygulamalarda kullaniimaya
baslanmistir [101]. Ayrica tip alaninda, osteoporoz tedavileri, alerjik hastaliklar,
psikiyatri, artrit, menopoz tedavisi, manyetik rezonans goruntuleme vb. galismalar igin
de kullaniimaktadir [103]. Ornegin kanser tedavisinde beyin kanseri icin hasta
hucrelerin secilerek imha edilebildigi ve saglkh hucrelere minimum zarar veren bir
teknik olan Bor Noétron Yakalama Terapisi (BNTC) kullaniimaktadir. Bu uygulamada
nukleer reaksiyon temelinde iki bilesenli bir sistemle caligilarak tumor hucrelerinin
DNA’sina dogrudan zarar verip hucrelerin yeniden dremesine engel olunmaktadir.
Ayrica bor elementi, kemoterapi sonrasi radyoaktif madde etkisini azaltmak igin
kullanimiyla insan ve diger canhlar icin bluyiuk 6nem tasimakta ve cevre dostu

sayllabilecek bir element olarak degerlendiriimektedir [101].

Bor mineralleri endustride ham, rafine veya bor kimyasallari olarak kullanilabilir ancak

safsizliklari giderilmis olan kaliteli bor cevheri kullanimi daha ¢ok tercih edilmektedir.
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Cevher hazirlama yontemleri genel olarak kirma, 6gutme, eleme ve siniflandirma
islemlerinden olusmaktadir. Elde edilen son Urin olan zenginlestiriimis Uleksit,
kalemonit, boraks veya borik asit Uretiminde operasyon &lgegine ve cevher turune

bagh olarak farkli zenginlestirme teknikleri uygulanmaktadir.

Dunyada yilhk bor tiketimi; %41 fiberglas, izolasyon ve tekstil sanayinde, %13
seramik sanayi ve bilesiklerinde, %12 deterjan ve temizlik drlnleri sanayinde, %38

metalurji sanayinde, %7 tarimda ve %19 diger alanlarda olmaktadir [105].

2.5.3. Borun Vicuttaki Etkileri

1923 yilinda bor tim damarl bitkiler i¢cin ana bilesenlerden biri olarak kabul edilmigtir.
Yapilan c¢alismalar 1siginda, insanlar ve hayvanlar igin borun bir ihtiya¢ oldugu
kanitlanmigtir. Borun gesitli metabolik faaliyetler Uzerine dnemli etkileri vardir. Kemik
metabolizmasinda bor ile kalsiyum, vitamin D ve magnezyum arasi etkilesimler
onemlidir. Kemiklerde biriken bor konsantrasyonu bor tiketim miktarina baghdir. Bor,
postmonopozal kadinlarda steroid hormonu konsantrasyonunu arttirmakta ve

antioksidan 6zellige sahip olmaktadir [107].

Bor bilesimi vucuttaki doku ve organlara gore farklilik gostermekte ve bu organlardaki
bazi fonksiyonlar bor etkisiyle yuratiimektedir. Vicuttaki en ylksek konsantrasyonda
bor kemik, sa¢ ve tirnaklarda bulunur. Bor bilesimi, eklem iltihabi olan bolgelerde ve
saglhklh kemiklerde farklilik gostermektedir. Eklem iltihabi olan bdlgelerde bor 3ppm
iken bu miktar saglikl kemiklerde 56ppm’dir. Ayrica bor kemiklerde yuksek bilesimde
birikirken yumusak dokularda bu birikim ¢ok azdir [108].

Bor bilesikleri insan vicuduna solunum, temas veya sindirim yolu ile alinabilmektedir.
Bor, solunum yoluyla borun c¢ikarildigi ve islendigi bodlgelerden alinabilmektedir.
Sindirim yoluyla borca zengin topraklarda yetisen bitkiler araciligiyla, borca zengin
sularda yasayan baliklarin tlketiimesi ile veya borlu tarim ilaglari sebebiyle
alinabilmektedir. Temas yoluyla alimi ise ilaglar, kozmetik ve temizlik Grunleri

araciligiyla olmaktadir [109].

Yapilan c¢alismalarda, bor ile sirekli temas halinde, deride borik asit nedeniyle
hasarlarin olustugu gorulmus olup kadinlarda adet yoklugu veya duzensizligine,
epilepsi ve urik asit yuksekligi gibi vicuttaki dizensizliklere borik asitin yol actigi
kanitlanmigtir [110].

Son yilarda saglik alaninda borun ©Onemi anlasiimis olup vicuttaki kalsiyum,

magnzeyum ve fosfor absorpsiyonunu dengeleyici rolii nedeniyle kemik ve eklem
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saghg:r calismalarinda ve ayrica beyin fonksiyonlari ile ilgili uygulamalarda
kullanilmaktadir [101].

Bor sadece haddinden fazla tuketildigi durumlarda toksik etki yapmaktadir. Bor
yoksunlugu hayvanlarda blUyUmenin yavaslamasina ve anormal olarak kemik
gelisiminin dismesine neden olmaktadir. Buna ek olarak yoksunlugu insanlar ve

hayvanlarda idrardaki kalsiyumu arttirmaktadir [108].

2.6. Nanopartikdller
Son yillarda, ilgili dokuya ila¢ salimini lokalize veya hedeflendirilmis olarak (proteinler,
peptidler veya genler gibi makromolekdller yerine) yapabilmek amaciyla kullanilan

nanoteknolojik uygulamalar gelistirmek icin birgok galisma yapilmaktadir [111].

Nanoteknoloji gelismekte ve bununla birlikte nanoyapilarin énemi ve ilag salim
sistemlerinde kullanimlari artmaktadir [112]. Nanoteknoloji, nanopartiktller, misel
sistemler ve nanokapsuller gibi nanokompozit biyouyumlu terapétik ajanlarin formule
edilmesine odaklanmistir. Mikronalti buyuklikte olan bu polimerik sistemler ilag
saliminda ¢ok fazla avantaja sahiptir. Bu sistemler genellikle; ila¢ saliminda doku ve
hicrelere hedeflendirme, oral biyoyararlanimi gelistirme, hedef dokuya surduarulebilir
ilag/gen etkisi saglama, intravaskuler salimda ¢o6zunebilir ilaglarla c¢alisma ve
enzimatik bozunmaya kargi terapotik ajanlarin kararhligini gelistirme uygulamalarinda
kullanilmaktadir. Nanopartikuller, uzak hedeflere lokalize salim ve minimal invaziv
girisim metodu ile veya biyospesifik ligantlara konjuge olarak dogrudan hedef doku ve
organa iletim yapabilmektedir [111].

Nanopartikuller, mikronalti bayuklige sahip polimerik kolloidal yapida partikullerdir.
Terapotik ajanlar onlarin polimerik matrislerine enkapsule olabilir, yuzeylerine konjuge
olabilir veya yuzeylerine adsorplanabilirler [111]. Son yillarda yapilan arastirmalarda
nanopartikuller tagiyici olarak kullanimlarinin yani sira géruntileme yapmak, tani veya
hedefleme yapmak icin de kullanilmaktadir [113]. Nanopartikiller ¢ok c¢esitli yapay ve
dogal materyallerden, lipitlerden, polimerlerden veya metallerden Uretilebilmektedir
[114].

Salim uygulamalarinda, kullanilan ilag molekdlleri nanopartikilin iginde ¢ozilerek
uretilmis, yuzeye tutturulmus veya kovalent olarak baglanmis olmalidir. Partiktllerin
nano boyutlari diger tasiyici sistemlere gore avantajlar saglamakta ¢unku fiziksel ve
kimyasal yapinin boyuta bagli olarak degistigi bilinmektedir [115, 116].

26



Mikronalti 6zellikteki nanopartikillerin mikropartikullere gore birgok 6nemli avantaji
vardir. Oncelikle mikro boyuttaki partikillere kiyasla hiicre igine alim oranlari gok daha
yuksektir. Yapilan in vivo ¢alismalarda gorulmustur ki nanopartikuller, epitel duvarda
lokalize olmakla kalmayip submukozal tabakalar boyunca penetre olabilmigtir. Diger
bir bulgu ise nanopartikillerin siki birlesim noktalarini hiperozmotik manitol ile acarak
kan-beyin bariyerini gecebildigini ispatlamaktadir. Bu 6zellikleri onlari, beyin timorleri
gibi tedavisi gok zor olan hastaliklar Gzerinde etkin bi¢cimde kullanilabilir kilmaktadir.
Bazi hicre hatlarinda 6zelliklerinden dolayl sadece mikronalti buyudklikteki partikuller

hicre igine alinabilmektedir [111].

2.6.1. Nanopartikiil Uretimi
Nanopartikil Uretiminde konvensiyonel dretim teknikleri ve emdulsifikasyon temelli

Uretim teknikleri kullaniimaktadir.

Konvensiyonel teknik olarak nanogoktirme yodntemi uygulanmaktadir. Bir yer
degistirme teknigi olarak da bilinen bu yontem hidrofobik ila¢ enkapsilasyonu igin
kullanilmasinin yani sira hidrofilik ilaglara da uyarlanabilir. Lipofilik ilag-polimer
karisimindan olusan organik ¢dzicunun damla damla su igerisine ilave edilerken ayni
zamanda karigtiriimasi ile uygulanir. Su icinde difize olan organik ¢dzlcu sayesinde
ilagh nanopartikiller olusturulmaktadir [117]. Son adimda ise basing azaltilip ¢ézicu
uzaklastirilarak diger yontemlere oranla ¢ok kilguk ¢apa sahip olan nanopartikuller
elde edilmektedir [118]. Bu teknik, ¢ok gesitli polimer, peptit ve amfifilik siklodekstrinler
icin kullanilabilir. Lipofilik ilaglar icin bu teknikle ylUksek yuklenebilme saglandigi

gOrulmustar [117].

Emudlsifikasyon temelli Gretim teknikleri genel anlamda iki basamaktan olusmaktadir.
ilk adimda, organik faz iceren tasiyici materyal ve ilaclar sulu faz icerisine hizla
karigtiriimakta veya emdulsiyon damlaciklari elde edebilmek igin sonikasyona maruz
birakilmaktadir. Emulsiyon sisteminin mikro veya nano olugsuna bagl olarak partikil
boyutlari ve yuklenen ilag 6zellikleri farklilik gosterir. Cekirdek-kabuk 6zellikli vesikuler
yapilar hazirlamada ikili emdilsiyonlar kullanilir. ikinci adimda ise, ¢6ziici
buharlastirma, difizyon veya tuzla ¢oktirllerek ortadan kaldinlir ve nanopartikiller

elde edilmis olur.

Bu yontemlerde toksik ¢ozlculerle calisirken dezavantajlar olusur  ve ayrica
homojenizator, karistirici ve ultrason probu gibi yuksek enerji aparatlarina gereksinim
vardir [117].

Emiulsiyon Hazirlama/Co6zucii Buharlagtirma Yontemi
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Nanopartikul Uretiminde kolaylikla Uretim prosesini hazirlama ve istenen gsekilde
partikil boyutu ayarlama avantaji gibi nedenlerle en sik kullanilan ydntem emdulsiyon
hazirlama/gdzicu buharlagtirma teknigidir [119]. Genellikle lipofilik ilaglarin
enkapsulasyonu igin kullanilir [120]. Emulsiyon olusturulur ve ardindan organik ¢ézucu
mutlaka uzaklastiriimaldir gunki toksik dzelliktedir. Bu nedenle bu uzaklastirma islemi
oldukca 6nemlidir [121]. Bu yontemde bir organik ve bir sulu faz hazirlanarak ayri ayri
karigtirilir. Belirli karigsma suresinin sonunda organik faz sivi faz igine bosaltilir ve elde
edilen son karigsim homojenizasyon islemine tabii tutulur. Son olarak bir gece boyunca
buharlagtirilan ¢ozeltiye santrufijleme yapilarak nanopartikiller elde edilir [15].
Partiktl boyutu, homojenizasyon ve sonikasyon hizina ve suresine baglidir. Ayrica
hacimce organik-sulu faz oranlari, polimerin tiri ve emdulsiyon ajani da partikdl
boyutuna etki etmektedir [120]. Sicaklik ve basing gibi buharlagsma parametreleri
partikll kalitesini degistirebilmektedir [121]. YUksek enkapsulasyon verimi elde etmek
icin uygulanan yontemde fazlarin eklenme sirasi yagd-su, su-yag, yag-yag-su veya su-

yag-su seklinde degistirilerek modifikasyonlar yapilabilmektedir [122].

Emiulsiyon Hazirlama/Coézicii Difuzyon Yontemi

Bu teknik, suda kismen ¢dzlnebilen benzil alkol, propilen karbonat vb. ¢ézlcdiler ile
uygulanir. Cézlcuyul difizyona tesvik etmek icin yag-su fazina emdlsiyon ajani iceren
belirli miktarda su ile seyreltme yapilir. Bu yontem, su-polimer doygun c¢ozeltisinden
yag-su (i¢c ice) emdulsiyon damlaciklar Uretilen tipik bir emdulsifikasyon teknigidir.
Organik ¢ozuclunun damlaciklardan difizyonu ile nanopartikil formu elde edilmektedir.
Son adimda ¢o6zucl, kaynama noktasi sicakligina bagh olarak buharlastirma veya
filtrasyon ile elimine edilir. Hizlh ¢6zlicl ekstraksiyon kinetikleri ve iyi ¢o6zlcu-su
etkilesimi  saglanabilirligi  nedenleriyle tekralanabilirligi yUksek ama diger

konvensiyonel tekniklere gore polidispersitesi duslk bir yontemdir [117].

Emilsiyon Hazirlama/Tuzla Goktiirme Yontemi

Emulsiyon hazirlama/¢dzicl buharlastirma tekniginin bir tlrevi olan bu yéntemde
suda tamamen ¢ozunebilen bir organik ¢ozucu kullaniimistir. Polimer igeren organik
faz yuksek konsantrasyonda tuz (magnezyum klorur veya kalsiyum klorir) veya seker
iceren bir sulu faz igcerisine emiilsifiye edilmektedir. Doygun sulu ¢dzelti, asetonun yani
organik ¢ozucunun suyla karismasina ve ¢gozunmesine engel olur. Kullanilan ¢okelme
ajanlari partikil boyutuna, emdulsiyon kararliigina ve enkapsuilasyon verimine etki

etmektedir.
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Bu yontemin avantajlari arasinda, protein enkapsulantlarina olan baskiyi en aza
indirmesi, asetondaki ¢oézunurlige bagli olarak daha yulksek ilag yiuklenmesine izin
vermesi ve daha az toksik c¢ozuculerle galisilabilmesi sayilabilir. Dezavantajlari ise
lipofilik ilaglarin kullanimina uygun olmamasi, nanopartikiller icin ekstra yikama
islemlerinin olmasi, yiuksek miktarda kullanilan aseton ve tuzlarin geri dénusumuinun

saglanmasinin endige yaratmasi olmaktadir [117].

PLGA nanopartikuller, birgcok calismada emulsiyon hazirlama/gézicu buharlastirma
yontemi ile Uretilmektedir. Bu yontem ile yapilan galismalarda, digtuk molekul agirlikh
lipofilik ve hidrofilik ilaglar ve yuksek molekuler agirliga sahip DNA’lar igeren gesitli
terapotik ajanlar nanopartikillerin icine enkapsule edilebilmektedir. PLGA nanopartikil
Uretiminde kicik boyutlu ve duzenli yapida olmasi ve sulu ortamda kolay
uzaklastinlabilirligi ~ sebebiyle,  polivinil alkol (PVA) en sik  kullanilan

emulsiyonlastiricidir.

PLGA nanopartikil Uretiminde kullanilan bir diger benzer yontem olan ikili
emulsiyon/¢cézicu buharlagtirma tekniginde partikal buydklaga dagihmi genellikle
dizensizdir. Blyuklik farklarina gore, hicre ici alim, DNA yuklenmesi veya salimi
tamamen degiskenlik gostermektedir. Bu nedenle gen ekspresyonunda kuguk partikul

boyutu olmasi ve duzenlilik gok blyuk 6nem tasimaktadir [111].

2.6.2. ilag Salim Sistemlerinde Kinetik Modeller

Salim sisteminin tasarimi ile ilag salimi ve salim suresi gibi parametreler kontrol
edilebilmektedir. ilag salim kinetigi ise yuklenen ilag veya yiklendigi biyomateryalin
Ozellikleri ve taslyici materalin ilaca baglanma yolu ile ayarlanabilir. Kontrolli ilag

salim sistemlerinde kullanilan birgok kinetik model bulunmaktadir [123, 124].

Sifirinci derece salim kinetik modeli
Esitlik 2.1.’de gosterilen sifirinci derece kinetik model icgin ilag salim hizi ilag
derisiminden bagimsizdir. Bu esitlikte salinan ilag miktar Q, ilacin baglangi¢ miktari

Qo, salim sabiti Ko ve salim siresi t ile ifade edilmistir.
Q=Qo+ Kot (2.2)

Birinci derece salim kinetik modeli
Dogrusal olarak Esitlik 2.2 ile gosterilen birinci derece salim kinetik modelinde
baslangi¢ ilag derisimi Qo ve t anindaki ila¢ derisimi Q;ile ve salim sabiti K; ile ifade

edilmistir.

In(Qo/(Qo- Qp) = K t (2.2)
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Higuchi salim kinetik modeli

Higuchi tarafindan 1961’de tanimlanan bu model, sistemde baslangicta bulunan ilag
derisiminin ilag ¢ézunarligunden buyuk oldugu, tek boyutlu difizyon oldugu ve ilag
mlekullerinin tasiyici sistemden ¢ok daha kiguk oldugu varsayimlarini icermektedir.

Esitlik 2.3’te verilen Ky Higuchi salim kinetigi sabitini simgelemektedir.
Q = Kyt (2.3)

Hixson-Crowell salim kinetik modeli
Esitlik 2.4’'te kinetik modeli verilen Hixson-Crowell denkleminde salim kinetigi sabiti
Kue ile simgelenmistir. Tasiyici sistemin ylzeyinde degisimlerin oldugu durumlari

tanimlamak igin kullanilabilir.
Qo"1/3 - Q™1/3 = -Khc t (2.4)

2.6.3. Nanopartikiil Uretiminde Kullanilan Polimerler
Nanopartikil tretiminde proteinler ve polisakkaritler gibi dogal polimerler veya sentetik
polimerler kullaniimaktadir [125]. Cok sayida sentetik ve dogdal polimer kullanilarak

biyouyumlu nanopartikiller tretilebilmektedir.

Sentetik polimerler, haftalar gibi uzun bir sire boyunca enkapsule edilmis terapotik
ajanlarin surdurulebilir salimini saglayabilme avantajina sahipken dogal polimerler ile
kisa sureli salim yapilabilmektedir. Dogal polimerler ile organik ¢ozucu kullaniminda
sinirlamalar vardir. Sentetik polimerler dayanikli, kararli yapida olmalari, ylksek
saflikta Uretilebilmeleri ve modifiye edilebilmeleri gibi sebeplerle ilag salim
sistemlerinde avantajlara sahiptir [126]. Arastirmalarda kullanilan partikullerin
uretiminde genellikle Amerikan Gida ve ila¢ Kurumu (FDA) onayl, biyobozunur ve
biyouyumlu polimerlerin kullaniimasi tercih edilmektedir [111]. Kullanilan sentetik
polimerler; polilaktik-poliglikolik kopolimerleri, poliakrilatlar ve polikaprolaktonlar
olmaktadir. Bunlara 6rnek olarak poli(gklikolik asit), poli(hidroksi butirat), poli(adipik
asit), poli(teraftalik asit) verilebilir. Biyobozunurluklari ayarlanabilir 6zellikteki sentetik
polimerlerin sentezi, ana zincirine ester, karbonat, amit ve Ure gibi gruplarin

eklenmesiyle gerceklestirilir [127].

llag salim galismalari igin yapilan arastirmalarda en cok tercih edilen sentetik
polimerler; PLA, PGA ve PLGA kopolimeri olmaktadir [128]. Molekul yapisi Sekil 2.5.
‘te verilmis olan PLGA, FDA onayl bir polimer olup paklitaksel, salinomisin ve
doksorubisin gibi antikanser ilaclarin yuklenebildigi ve enkapsule edilebilidigi

nanopartiktllerin Uretiminde kullanilir. Bilegsiminde bulunan PGA ve PLA oranlari
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ayarlanarak PLGA’nin biyobozunurluk o6zellikleri, hidrofilik veya hidrofobik olusu

kullanilacagi calismaya 6zgu olarak degistirilebilir [129].

T iy
m n

PLGA
Sekil 2.5. PLGA kopolimerinin molekul yapisi.

Sentetik polimerler, vicut icinde implantasyon Uzerinden hidrolize ugrayabilen,
biyolojik olarak uyum saglayabilen, metabolik surecte degisebilen 6zelliktedir. Polimer
biyobozunma Urunleri olusumu ¢ok yavas bir hizdadir bdylece normal hucre
fonksiyonlarini etkilemez. Hayvanlar Gzerinde yapilan toksisite ve glvenlik testlerine
bagh olarak gunumuzde klinikte biyoemilebilir dikigslerde, kemik implantlarinda ve
gebelik onleyici implantlarda kullaniimaktadirlar. Bunlara ek olarak bu polimerler, suni
organlarda greft materyali olarak ve son donemde doku mihendisligi arastirmalarinda

destekleyici doku iskelesi hammaddesi olarak kullanilabilmektedir [111].

Dogal polimerler, ila¢ salim sistemlerinde biyouyumlu ve biyobozunur olmalari, yuksek
enkapsiilasyon verimi elde ediimesine olanak saglamalari nedeniyle tercih edilir. ilag
saliminda  kullanilan  polimerin  yUksek enkapsilasyon verimi saglamasi,
biyoyararlanimin ylksek olmasi ve alikkonma suresi ¢ok 6nemlidir [130]. Dogal
polimerler, protein ya da polisakkarit yapisinda olduklari i¢in biyobozunurluklari ve
biyouyumluluklari yuksektir. Albumin, jelatin, aljinat, kollojen ve kitosan en sik
kullanilanlaridir [131].

Kitosan, eklembacaklilarin kabuklarindan deasetilasyon yoluyla elde edilen bir
polimerdir. Suda ¢6zUnurligd mUmkdn olmayan kitinden elde edilmektedir. Kitosan
nanopartikulleri hazirlamak igin iyontropik jelasyon, mikroemiilsiyon, emiilsifikasyon ve
polielektrot kompleks olmak Uzere dort yontem vardir. Kitosan, asetik asit gibi zayif
asitlerde c¢oziinebilen ozelliktedir. in vivoda bircok ilag molekiiler olarak kitosan
nanopartikullere basariyla enkapstile edilebilmektedir [130]. Deasetilasyon derecesi
ve molekdl agirhdi, kullanilan kitosanin biyolojik ve fizikokimyasal 6zelliklerini belirler
[132].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Yapilan tez calismasi genel olarak 5 agamadan olugsmaktadir. ilk agsamada; uretilen
doku iskelelerinin yapisina katmak, hicre kultarl ve bakteri kiltiri uygulamalarinda
kulanmak Uzere bor katkili nanohidroksiapatit (BnHAp) ve nanohidroksiapatit (nHAp)
uretilmistir. BnHAp ve nHAp’lerin karakterizasyon ¢alismalari yapiimis olup ardindan,
ikinci agsamada poli (laktik-ko-glikolik) asit (PLGA) nanopartikll Uretimine gegilmistir.
Nanopartikiller, bos olarak ve farkli konsantrasyonlarda salinomisin (SAL) yuklenerek
uretilmis olup yapilan galismalar ile optimum SAL konsantrasyonunun belirlenmesi
amaglanmistir.  Uretilen nanopartikiller icin salinomisin enkapstlasyon verimi
hesaplanmis ve partikilden salim calismalari yuritilmustir. Uclincli agsamada; bos
PLGA nanopatrtikul, salinomisin yukli PLGA nanopartikill (PLGA-SAL) ve hem PLGA-
SAL nanopartikil hem de BnHAp yuklu kitosan doku iskeleleri (kitosan/PLGA-
SAL/BnHAp) dretilmigtir. Bu iskelelerden, SAL salim c¢alismalari yuratalmustar.
Doérdincu agsamada hicre kaltura ¢alismalari yapilmis olup canli-6li boyama analizi
ile hdcre canlihdi ve morfolojisini gérintileme amaciyla Alexa Fluor/DAPI boyama ve
kristal viyole boyama analizleri yapilmistir. Son asamada bakteri kultira ¢alismalari
yurutulerek salinomisinin antibakteriyel etkileri incelenmigtir. Yiksek lisans tez

kapsaminda gercgeklestirilen deneysel basamaklar Sekil 3.1°de 6zetlenmisgtir.

3.1. Kullanilan Malzemeler

Tez kapsaminda yapilan galismalarda, Sigma-Aldrich (Almanya) firmasindan satin
alinan toz formda SAL kullaniimistir. Nanopartiklllerin Gretiminde kullanilan PLGA
kopolimeri (PLA:PGA; 65:35) ve stabilizator gérevindeki didodesil dimetil amonyum
bromir (DMAB) Sigma-Aldrich (Almanya) firmasindan temin edilmistir. PLGA
kopolimeri partikul Uretimi sirasinda Riedel-de Haen (Almanya) firmasindan alinan etil
asetat ile ¢ozulmugstur. Partikul Uretiminde homojenizasyon basamagi, Heidolph

marka homojenizatér ile gerceklestirilmistir.

Doku iskelesi uretiminde kullanilan ve dogal bir polimer olan kitosan (deasetilasyon
derecesi: %75-85) Sigma-Aldrich’ten satin alinarak kullaniimigtir. Doku iskelelerinin
yapisina eklenmek Uzere kullanilan nHAp ve BnHAp grubumuzca 6nceden belirlenen

recetelere bagh kalinarak laboratuvar ortaminda tarafimizdan Uretilmigtir.

Hicre kultir calismalan icin, MG-63 insan osteosarkom hicreleri Balikesir
Universitesi, Molekuler Biyoloji ve Genetik Bolimi’nden saglanmistir. Kiltir ortami
icin kullanilan Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM, high glucose), L-glutamin,

fetal sigir serumu (FBS), penisilin-streptomisin ve Dulbecco fosfat tampon ¢ozeltisi

32



(DPBS, pH: 7.4) Biowestten (Fransa) satin alinmistir. Hucrelerin ylzeyden
kaldirilmasi icin kullanilan Tripsin-EDTA Sigma (Almanya) firmasindan alinmigtir. MTT
analizinde kulanilan izopropanol ve 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolyum
bromur (MTT), hdcrelerin fiksasyonunda kullanilan gluteraldehit ve paraformaldehit,
hicre dongu analizi i¢in kullanilan Triton X-100 Sigma (Almanya)’dan satin alinmigtir.
Hucre morfolojisini goruntuleme teknikleri igin kullanilan diamidino-2-fenilindol (DAPI)

boyasi ve Alexa Fluor boyasi Thermo Scientific (ABD) firmasindan alinmistir.

iN VITRO GALISMALAR

l Kemik Doku Muhehdisligi Calismalari l

Biyomateryallerin Uretimi Karakterizasyon Calismalari

PLGA-SAL nanopartikiller XRD SEM Zeta Sizer
Kitosan/PLGA-SAL/BnHAp doku iskeleleri Q

ilagc Salim Calismalari

_SALINOMISIN wvs |
ol P

Sekil 3.1. Ylksek Lisans tez ¢alismasi kapsamindaki deneysel basamaklarin sematik
gosterimi.
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Bakteri kdlttr ¢calismalarinda kullanilan Mueller Hinton Agar ve Mueller Hinton Broth
Thermo Scientific (Oxoid Microbiology Products, ABD) firmasindan temin edilmigtir.
Mikrobiyoloji c¢alismalarinda kullanilan; metisiline direngli Staphylococcus aureus
(MRSA, ATCC 43300) ve metisiline duyarl Staphylococcus aureus (MSSA, ATCC
29213) bakteri suslari Kwick-stick Microbiologics’ten veStaphylococcus aureus (ATCC
25923) Refik Saydam Hifzissihha Merkez Enstitist, Ankara, Turkiye Kualtdr
Koleksiyonu'ndan alinmistir. Standart antibiyoGram diskler (BD BBL Sensi-Disc®
Becton) Dickinson (ABD) firmasindan satin alinarak pozitif kontrol olarak kullaniimistir.
3.2. Bor Katkii Nanohidroksiapatit ile Nanohidroksiapatitlerin Uretimi ve
Karakterizasyonu

Grubumuzca gercgeklestirilen mikrodalga destekli biyomimetik yontem [133, 134]
kullanilarak 10 kat konsantre yapay vicut sivisi (10xSBF)'ndan nanohidroksiapatit
(nHAp) ve bor katkil nanohidroksiapatit (BnHAp) Uretilmistir. Cokelme 6ncesinde pH
ayarlamasi yapabilmek icin sodyum hidroksit ilave edilmistir. BnHAp Uretimi igin
10xSBF recetesine borik asit de eklenmistir. BnHAp, borik asit varliginda SBF
iyonlarinin mikrodalga enerjisiyle etkilesimleri sonucu Uretilmistir. Cizelge 3.1’de nHAp
ve BnHAp Uretiminde kullanilan 10xSBF c¢ozeltisinin recetesi verilmistir. Recetedeki
tuzlar 900 mL ultra saf su igerisinde sirasiyla ¢ozulmustir. Ardindan 100 mL ultra saf
su ilavesi ile ¢ozelti hacmi 1 L'ye tamamlanmistir. Balon jojede hazirlanan ve +4°C’de

muhafaza edilebilen bu ¢ozelti, coktirme dncesinde oda sicakligina getirilmistir.

Cizelge 3.1. 10xSBF ¢Ozelti recetesi (1L hacim igin) [135].

Bilesenler Miktar (g) Derigim (mM)
NaCl 58.443 1000.00

KCI 0.373 5.00
CaCl2.2H20 3.675 25.00
MgCl..6H20 1.016 5.00
NaH2PO4.H.0 0.25 3.62

NaHCO3 0.084* 10.00

*Her 100 mL SBF icindir.

34



Ardindan, 100mL 10xSBF ¢ozeltisi 0.084 g NaHCO:s ilavesi ile mikrodalga reaktoriinde
(Milestone) ¢okturulmuastir. Cokturme islemi sicakhk kontrolli olarak 600 W gugcte 9
kez art arda tekrarlanan 30 saniyelik siirede gergeklestiriimigtir. Coktirme sonrasinda
istenmeyen fazlari uzaklastirmak icin elde edilen ¢okelti bir gece bekletiimis ve
supernatani atillarak 2 kere etanol 2 kere de saf su ile santrifjleme yapilmigtir.
Santriftj islemleri, 13,000 rpm’de 5 dk sireyle uygulanmistir. Son olarak agzi
Parafilmle kapatilan Eppendorf tuplere alinan o6rnekler 37°C sicaklkta cgalisan

inkUbatdr icerisinde kurutulmustur.

NanoHAp ve BnHAp’in kati faz 6zelliklerini (kristalin, amorf yapisini) incelemek ve
kargilastirmak amaciyla XRD (PAN analytical X*Pert Pro MPD, 45 kv-40 mA Cu
source) cihazi ile analiz yapilmistir. Tim érnekler igin; 20-80° (28) arasinda, 0.026°’lik
adimlar ve adim basina 99.45 s sure olacak sekilde tarama yapilarak analiz

sonuglarina ulasiimistir.

3.3. Bos ve Salinomisin Yiiklii PLGA Nanopartikillerin Uretimi

Bos ve salinomisin yukli PLGA nanopartikuller, emdulsiyon hazirlama-¢6zucu
buharlagtirma teknigi ile Gretilmistir [L119]. Bu amagcla ilk olarak organik faz ve sulu faz
hazirlanmis olup asagida ayrintih anlatilan yontem uygulanarak partikiller elde

edilmistir.

PLGA’nin 2.5 mL etil asetat icerisinde c¢ozilmesi ile organik faz (%2 w/v) elde
edilmigtir. Salinomisin, farkli oranlarda (%1, %2,5 w/v) organik faz icerisine 2 farkh
yontemle eklenmistir. Bunlardan ilki, toz salinomisinin dogrudan organik faza
eklenerek c¢oziilmesidir. ikincisi ise, salinomisinin az miktar metanol ile ¢oziiliip daha
sonra organik faza karigtirilmasidir. Her iki sekilde de ayni 6zellikte nanopartikiller
elde edilebilmigtir. Sulu faz, DMAB konsantrasyonu %1 (w/v) olacak sekilde 5 mL
distile su ile hazirlanmistir. Belirlenen sure boyunca fazlar magnetik karistiricida ayri
ayri karistinlmis ve ardindan organik faz sulu faz igerisine ilave edilerek
homojenizasyon islemine gegcilmistir. Yuksek hizli homojenizator ile 15,000 rpm’de 7
dk slUreyle homojenize edilen karisgima dnceden 40°C’a getirilmis olan saf su eklenip
etil asetatin (organik fazin) buharlagsarak uzaklasmasi igin bir gece boyunca magnetik
karistiricida tutulmustur. Ertesi giin 13,000 rpm’de santrifijlenen (Heraeus, Almanya)
partikiller -20°C’'de 6 sa dondurulup 48 sa sire ile -70°C’'de dondurarak-kurutma
cihazinda (Christ, Almanya) kurutulmustur. Elde edilen nanopartikiller, oda

sicakliginda ve desikator igerisinde muhafaza edilmistir.
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3.4. Kitosan Doku iskelesi Uretimi

Kitosan iskeleler ¢dzicu buharlastirma yontemi kullanilarak hazirlanmistir [136].
Sigma-Aldrich firmasindan satin alinan toz kitosan (deasetilasyon derecesi: %75-85)
asetik asit igerisinde c¢ozllerek %Z2’lik kitosan c¢Ozeltisi hazirlanmigtir. Hazirlanan
kitosan c¢ozeltisi 96 gozlu hicre kiltur kaplarina her gozde 400 uL olacak sekilde
konularak -20°C’de 1 gun dondurulmustur. Ardindan -70°C’'ta ¢alisan dondurarak-
kurutma cihazinda 4 gin sireyle kurutulmustur. Bu surenin sonunda kurutucudan
alinan iskeleler %96’lik etanol ile vakumlu etlv icerisinde stabilizasyon islemi igin
¢coOktlrialmis ve 24 sa etanol igerisinde +4°C’ta bekletiimistir. Ardindan, stabilize
edilmis iskeleler filtre kagid1 Uzerinden suzilerek tekrar dondurarak-kurutma cihazinda
1 gun boyunca kurutulmustur. Elde edilen kitosan doku iskeleleri Sekil 3.2.'de
goruldigu gibi 6 mm ¢apinda ve 1 mm kalinliginda kesilerek desikatérde muhafaza

edilmigtir.

gs

= |

Sekil 3.2. Uretim sonrasi 6 mm ¢apinda kesilmis olan kitosan doku iskelesi.

3.4.1. Kitosan Doku iskelelerine Nanopartikiillerin Yiiklenmesi
Kitosan/PLGA-SAL/BnHAp doku iskeleleri 2 farkli yontem kullanilarak dretilmistir.

Ik ydntemde partikiller, doku iskelesi Uretimi sirasinda kitosan g¢ozeltisine katilmigtir.
Boylece ayni anda hem iskele Uretimi hem de partikil ydkleme islemi
gerceklestirilmistir. Altt mm ¢apta hazirlanacak olan doku iskelelerinin her birinde 4 mg
PLGA-SAL nanopartikill olmasi planlanmistir. iskelelere yiiklenecek olan BnHAp
miktari 1 mL ¢ozeltide 10 mg olacak sekilde belirlenmistir. Onceden hazirlanmis olan
%2’lik kitosan ¢ozeltisinden 1.2 mL alinarak beher igerisinde PLGA-SAL partikillerle
karigtirici yardimiyla karistiriimistir. Homojen bir karisim elde edilince toz BnHAp de
ilave edilerek karistirilmaya devam edilmistir. Son karisim 96 g6zIU kaltir kabina 3

g6zl dolacak sekilde dokilimis ve ardindan -20°C’ye koyulmustur. Burada
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dondurulan iskeleler 1 gun sonra alinip dondurarak-kurutma cihazinda 4 gun
kurutulmustur. Son olarak iskelelere yukarda agiklanan stabilizasyon basamagi
uygulanmigtir. Hazirlanan iskeleler 6mmx1mm olacak sekilde kesilerek kullanima

hazirlanmistir. Boylece kitosan/PLGA-SAL/BnHAp doku iskeleleri elde edilmistir.

ikinci yontemde ise partikiiller, énceden hazirlanmis kitosan doku iskelelerine
emdirme teknigi ile yuklenmistir. Bu yontemde de, her bir iskelede 4 mg PLGA-SAL
partikil olmasi hedeflenmistir. Tartilarak hazirlanan partikiller 100 pyL saf su ile
vortekslenip ardindan mikropipet yardimiyla iskelenin her iki yuzine de homojen

sekilde emdirilmigtir.

3.5. Nanopartikillerin ve Doku iskelelerinin Karakterizasyonu

3.5.1. Zetasizer ile Partiktl Boyutunun Belirlenmesi

PLGA (65:35) nanopartikiller ve salinomisin yukli PLGA-SAL nanopartikillerin boyut
analizi ve dagihimlarinin belirlenmesi islemi Zetasizer Nano, ZSP, Malvern cihazi ile
yapiimigtir. Analizde kullanilacak ornekler, analizden bir gun 6nce Uretimine baglanan
nanopartikillerin sulu cozeltileri, etil asetat ucgurulduktan sonra santrifijlenmeden
dogrudan seyreltilerek elde edilmistir. Saf su ile 1/100 oraninda seyreltilen
nanopartikil cozeltilere 2 kere 10 s sureyle problu sonikator uygulanmistir. Sulu

ornekler analiz cihazina 1 mL hacimde yuklenerek dlgum yapilimigtir.

3.5.2. Taramali Elektron Mikroskop (SEM) Analizi

SEM analizi ile bogs PLGA nanopartikillerin, salinomisinli PLGA nanopartikiller, bos
kitosan iskelelerin, bor katkili nanohidroksiapatit (BnHAp) ylklu kitosan iskelelerin ve
salinomisin yukli PLGA nanopartikil ve BnHAp yukli kitosan iskelelerin morfolojik

Ozellikleri incelenmistir.

Nanopartikuller Uretimlerinin ardindan santrifijleme o6ncesi sulu halde iken 1/100
oraninda seyreltiimis olup problu sonikator ile homojen dagihimi saglanmistir. Sulu
ornekler, analizin yapilacagi yuzeye damlatilarak kurutulmus ve ardindan vakum
altinda altin-paladyum ile 1 nm kalinlikta olacak sekilde kaplanmistir. Analizlerde
taramali elektron mikroskobu (SEM, Quanta 400F Field Emission SEM) kullaniimistir.
ImageJ (NIH, Bethesda) proGrami kullanilarak SEM fotograflarindan partiktllerin

ortalama gdzenek boyutlari ve boyut dagilimi belirlenmistir.

Kitosan doku iskelelerinin analizi igin iskelelerden kesitler alinip altin-paladyum ile

kaplanarak SEM ile inceleme yapilmistir.
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3.5.3. Salinomisin Enkapsiilasyon Veriminin Belirlenmesi

Salinomisin yukli PLGA nanopartikillerin enkapsulasyon veriminin bulunabilmesi igin
Yiksek Performansh Sivi Kromatografi (HPLC) yontemi kullanilmigtir. HPLC
sisteminde, mobil fazlar metanol /(%1.5) sulu asetik asit (85:15) olup akis hizi 1.0
mL/dk olmustur. Salinomisin icin 392 nm dalga boyunda c¢aligiimis olup 3-3.5 dk
araligindaki allkonma suresinde ¢ikan pikin alani okunarak enkapsule olmayan SAL
konsantrasyonu ve miktari hesaplanmistir. SAL, HPLC ydntemi ile analiz edilirken
¢ozlcuslu olan metanolin yani sira 2,4-Dinitrofenil hidrazin (2,4-DNPh) varliginda
¢Ozulmesi gerekmektedir [137, 138]. 2,4-DNPh ¢0zeltisi, metanol igerisinde ¢ozulerek

(2 mg/mL) hazirlanmigtir.

Uygulanan yontemde, SAL igerigi %2.5 (w/v) olan PLGA yukli nanopartiktl Gretiminin
santifijleme basamaginda toplanan supernatan ve ylkama sulari kullaniimistir.
Nanopartikullerin yikama sulari, 2,4-DNPh ¢ozeltisinde ¢ozulmustar. Toplanan
karisimin hacmi saptanmis olup vortekslenerek 20 yL numune alinmis ve HPLC
kolonuna (Dionex Ultimate 3000 - C18) beslenmigtir. Alikonma suresi araliginda g¢ikan
pik alani kaydedilmistir.

Salinomisin enkapsilasyon c¢ozeltisi, ¢ozicisu olan metanol icerisinde 60 pg/mL
konsantrasyonunda olacak sekilde hazirlanmigtir. Ardindan her adimda salinomisin
miktari yariya dusecek sekilde metanol ile 8 defa seyreltme yapiimigtir. Bu ¢ozeltilerin
392 nm dalga boyunda HPLC ile analizlerinde elde edilen piklerin alanlari grafige
gecirilmistir. Cizilen kalibrasyon grafiginden (EK-1) enkapsilasyon verimi hesabinda
kullanilacak olan denklem (y=7E-05X+0,0005) elde edilmigtir.

HPLC olgimu ile elde edilen pik alani, kalibrasyon denkleminde yerine konularak
enkapsule olan ilag miktari (mg) hesaplanmistir. Son olarak Esitlik 4.1. kullanilarak,
yuklenen c¢oOzeltideki SAL miktari ile enkapsile olmayan SAL miktari arasindaki
farktan enkapsuile olan SAL miktari belirlenmis olup yikama suyu hacmi ve pik alani

da kullanilarak enkapsulasyon verimi hesaplanmistir.

Enkapsulasyon verimi (%) = 100 x [Enkapsule olan SAL miktari (mg) / Baglangigtaki
SAL miktari (mg) (4.1,

3.6. Salinomisin Salim Galismalari
Salim galismalari kapsaminda hem partikilden hem de doku iskelesinden salinomisin

salimi gergeklestirilmigtir.
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PLGA nanopartikullerden yapilan salim calismalari, 4 paralel olacak sekilde 4 mg
PLGA-SAL partikiller ile yuratalmustur. Hazirlanan partikiller 10 mm ¢apta ve 15 cm
uzunluktaki diyaliz seliloz membranlarin (typical molecular weight cut-off=14,000)
icerisine yerlestirilmigtir. Her bir paralel i¢in siselere %0.3 sodyum azid igeren 10 mL
PBS cozeltisi konulmustur. Son olarak, partiktl iceren membranlar tamamen ¢ozelti
icinde kalacak sekilde siselere vyerlestiriimistir. Belirlenen zamanlarda salim
ortamlarindan numune alinarak salim c¢alismalari yurGtiimastar. Salinan  SAL
miktarini belirlemek icin salimin baslatildig1 gun 1., 4. ve 19. saatlerde, salimin 1., 2.
ve 3. gunu 24 sa araliklarla ve sonraki gunlerde ise salim suresi bitimine kadar 1 gun
arayla 900’er yL numune alinmistir. Alinan her numune icin yerine 900 uL taze PBS

¢Ozeltisi konmustur.

Kitosan/PLGA-SAL/BnHAp doku iskelelerinden yapilan salim ¢alismalari yapiya
katarak ve emdirme teknigi kullanarak hazirlanan doku iskeleleri ile 4’er paralel olacak
sekilde gergeklestirilmistir. Her bir iskele 10 mL PBS salim ortamina konulmustur.
Salinan SAL miktarini saptamak amaciyla salimin baglatildigi gun 1., 4. ve 6.
saatlerde, salimin 1., 2. ve 3. glinU 24 sa araliklarla ve sonraki glnlerde ise salim
suresi bitimine kadar 1 gun arayla 900’er yL numune alinmistir. Alinan her numune
icin yerine 900 pL taze PBS ¢ozeltisi konmustur. Yukarida anlatilan ydntem

kullanilarak olgumler yapilimistir.

Son olarak; salim sonuglari sifirinci derece kinetik model, birinci derece kinetik model,
Hixson-Crowell kinetik modeli ve Higuchi kinetik modeline uygulanmis olup regresyon

katsayilar belirlenerek salim davranisina uygun model tespit edilmistir.

3.7. Hucre Kilturi Galismalar

Hucre kaltird calismalari, MG-63 insan osteosarkom kemik kanser hicreleri ile
yapilmigtir. Oncelikle antikanserojen ve antibakteriyel etkiye sahip salinomisin icin doz
belirleme calismalari yapilmistir. Ardindan cgesitli analizler ile salinomisinin MG-63

hdcre hatti Uzerindeki etkileri incelenmistir.

3.7.1. Hucre Kulturu Kosullar

Salinomisinin  kemik kanser hicresi olan MG-63 hucre hattina olan etkisini
inceleyebilmek amaciyla farkli gruplar ile galismalar yapilmis olup salinomisin yukIu
nanopartikullere (PLGA-SAL) ek olarak kultur ortamina BnHAp ve nHAp ilave edilmig

olan gruplara da yer verilmistir.
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Calismalarda kullanilan gruplar asagida verildigi sekildedir:

Kontrol : MG-63 osteosarkom hticreleri

1. Grup : Salinomisin gruplari (SAL2.73 ug, SAL751 g, SAL15.02 1g)

2. Grup : Bog PLGA nanopartikul gruplari

3. Grup : PLGA-SAL nanopartikil gruplari ((PLGA-SAL)o.15 mg, (PLGA-SAL)0.20mg,

(PLGA-SAL)055 mg, (PLGA-SAL)1.10mg)

4. Grup :BnHAp ilaveli PLGA-SAL nanopartikil grubu ((PLGA-SAL)o.20
mg/BNHAP)
5. Grup : nHAp ilaveli PLGA-SAL nanopartikil grubu ((PLGA-SAL)o.20 mg/NHAP)

Hucre kudltdr uygulamalarinda kullanilan BnHAp ve nHAp havanda kisa sureyle
dovilup ince toz haline getirilerek tartimlar gercgeklestirilmigtir. Ardindan, UV firinda

sterillenerek steril Eppendorf tlpler igerisinde kullanima hazir hale getirilmiglerdir.

Hicre kultir caligsmalari hucre kultar laboratuvarinda bulunan steril laminer akig
kabininde (Bioair, Type Il, italya) gerceklestirilmistir. Hiicre besi ortami, %10 (v/v) FBS
serum, %2 L-glutamin ve %21 penisilin-streptomisin antibiyotik iceren DMEM (high
glucose)'den olugmaktadir. Hucreler, besi ortami iceren flasklarda ¢ogaltiimis olup
37°C’ta %5 CO3 iceren etlv igerisinde kultar edilmistir. Hicre kultirt uygulamalari, 24
gozli (hlcre blyime alani 1.9 cm?) polistiren hiicre kiltir kaplar (TCPS, Orange
Scientific, Belgika) kullanilarak yapilmistir. Doygunluga ulasan hacreler, 3.5 mL
%0.25'lik tripsin enzimi kullanilarak flask yuzeyinden kaldirilmigtir. FBS iceren 5 mL
DMEM besi ortami flaska eklenerek elde edilen hiicre sispansiyonu falkona alinmig
ve 1,000 rpm’de 5 dk sureyle santrifijlenmistir. Ardindan stipernatan atilmis ve kalan
hicreler 10 mL taze besi ortamiyla yeniden slUspanse edilerek tripan mauvisi ile
hemositometrik hiicre sayimi yapilmistir. Her bir gdézdeki hiicre yogunlugunun 2.5x104
hicre/cm? olmasi istenmektedir. Yirmi dort gozli kiltir kaplarinda 1 mL FBS’li DMEM
besi ortami Uzerine 100 pL hicre suspansiyonu eklenerek hicre ekimi
gerceklestiriimigtir. Hucre ekili kultir kaplar 37°C sicaklikta, %5 CO2 ve %95 nem
iceren inkubatore (Heraus Instruments, Almanya) konarak 24 sa inkube edilmigtir.
Yirmi dort saatlik strenin sonunda hicrelerin ortami taze besi ortami ile degistirilmigtir.
Ardindan onceden hazirlanip sterillenmis olan nanopartikuller, BhnHAp ve nHAp belirli

gruplar seklinde her bir goze koyularak hucrelerle etkilesime sokulmusgtur.
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3.7.2. Canh-Olu Hucre Analizi

Boyama yapilarak canli ve 6lu hicrelerin belirlendigi bu analizde boya olarak kalsein-
AM (c-AM) ve etidyum homodimer-1 (Eth-1) (LIVE/DEAD™ Viability/Cytotoxicity Kit,
for mammalian cells, L3224) kullaniimistir.

Kalsein, canli hicre membranindan gecgebilme Ozelligine sahip oldugu igin canli
hicrelerin tespit edilmesine olanak saglamaktadir. Polianyonik bir molekuldir ve canli
hicreler tarafindan kolayca tutulabilir. Kalsein-AM floresan 6zellige sahip dedgildir
ancak hucre sitoplazmasinda hicre ici esteraz aktivitesine maruz kalarak enzimatik
hidrolize ugrar ve floresan kalseine donlsur. Bu nedenle canli hlicre sitoplazmalari
floresan mikroskopla incelendiginde yesil gorintr. Etidyum, canli hucre
membranindan gegemeyen bu nedenle de 6lU hlcrelerin belirlenmesinde kullanilan
bir boyadir. Hiicre 6limU nedeniyle hicre membran butinliglu bozulur ve etidyum
hicre igine girerek nukleik asitlere baglanir. Boylece 6lU hucreler etidyumla boyanarak

floresan mikroskobunda kirmizi renk goérundarler.

Kaltdr edilen MG-63 hlcrelerine 24 saatlik kultir suresi sonrasinda belirlenen gruplar
seklinde nanopartiktller, BnHAp ve nHAp her bir géze eklenmistir. Canli-6lu hicre
boyama islemi, partiklller kultire eklendikten sonraki 3. saatte ve 24. saatte olmak
uzere iki kere yapilmistir. Kalsein (1:40) ve etidyum (1:16) boyalar boyama yapmadan
hemen 6nce DPBS ve FBS’li DMEM ortam ile hazirlanmistir. Hicrelerin tGzerlerindeki
ortam cekilip atilmis ve her géze DPBS ile 2 kere yilkama yapilmigtir. Her bir géze
300 pL boya cozeltisi konarak 30 dk sureyle folyo ile sarilip karanlikta bekletilmistir.
Bu sure sonunda, DPBS ile 2 kere yikanarak mikroskopla incelenmis ve fotograflari

alinmigtir.

3.7.3. Huicre Canliigi ve Morfolojisini Goriintileme

3.7.3.1. Alexa Fluor/DAPI boyama

Hucrelerin canlihdini ve morfolojlerini goérintilemek amaciyla Alexa Fluor/DAPI
boyama yapilmstir. Analiz, MG-63 osteosarkom hicreleri 2.4x10* yogunlukta olacak
sekilde 24 gozIu kualtdr kaplarina ekilip 24 saatlik kaltdr sonunda nanopartikiiller

koyulduktan sonra gergeklestirilmistir.

Boyama oOncesi 15. dk, 3. sa ve 1. gunde hucrelere fiksasyon iglemi uygulanmistir.
Fiksasyon islemi igin dnce hucrelerin Gzerindeki ortam ¢ekilmis olup DPBS ile 3 kere
yilkama yapilmistir. Ardindan énceden hazirlanmis olan paraformaldehit ¢ézeltisi her
bir géze 300 pyL koyularak kultur kabi folyoya sariimis ve 10 dk sireyle +4°C’de

karanlik ortamda bekletilmistir. Bu surenin sorunda, 3 kere DPBS ile yikama yapilarak
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fiksasyon islemi tamamlanmigtir. Fikse edilen hucrelerin bulundugu kultar kaplari

+4°C’de folyoya sarili bigimde 1 mL DPBS varliginda muhafaza edilebilmektedir.

Kaltarin 15. dk, 3. sa ve 1. gununde fiksasyon isemi uygulanmig olan hicrelere Alexa
Fluor/DAPI boyama iglemi uygulanmistir. Boyama islemi dncesinde taze olarak BSA
(Albumin from bovine serum) ¢ozeltisi, Triton X ¢ozeltisi (BSA ile), DAPI boya ¢dzeltisi
(DPBS ile) ve Alexa Fluor boya ¢ozeltisi (BSA ile) hazirlanmigtir. Boyama islemi igin
once uzerlerindeki DPBS uzaklastiriimis olup ardindan her goéze 300 pL %0.2°lik
Triton X konarak 10 dk bekletiimistir. PBS ile 3 kere yilkama yapilarak Alexa Fluor
boya ¢ozeltisi ile (her gbze 400 pL) 25 dk karanlikta muamele edilmistir. Ug kez BSA
ile yikama yapilan kultlr kaplarindaki hiicreler, DAPI boya c¢o6zeltisi ile (her goze 500
pL) 5 dk muamele edilip tekrar 3 kez BSA ile yikama yapilmistir. Ardindan boyanan

hdcreler ve nanopartiklller floresan mikroskop ile goruntilenerek sonuglar alinmistir.

3.7.3.2. Kristal Viyole Boyama

Hucrelerin canliidini ve morfolojlerini gértuntilemek amaciyla yapilan bir diger analiz
ise kristal viyole boyamadir. Kristal viyole boyama igin oncelikle taze olarak aseton-
metanol (1:1) ¢ozeltisi, %20’lik metanol ¢ozeltisi (PBS ile) ve bu metanol ¢ozeltisi

kullanilarak %0.5 (w/v) kristal viyole ¢ozeltisi hazirlanmistir.

Boyama islemi, MG-63 osteosarkom hiicreleri 2.4x10* yodunlukta olacak sekilde 24
g6zlu kultar kaplarina ekilip 24 saatlik kdltir sonunda nanopartikiller koyulduktan
sonra gergeklestirilmistir. Once hiicrelerin tizerindeki ortam uzaklastiriimistir. iki kere
DPBS ile yikama yapilip ardindan aseton-metanol ¢ozeltisinden her goze 250 pL
konarak +4°C’de 20 dk bekletilmistir. Ardindan bu ¢ézelti uzaklastirihp 30 dk +4°C’de
her gézde 500 pL olacak sekilde kristal viyole c¢otzeltisi ile muamele edilmigtir. Bu
surenin sonunda gcesme suyu ile yilkama yapilarak mikroskopla fotograflama yapilarak

analiz gergeklestirilmigstir.

3.7.4. Hucre Canliigi Goriintileme ve Hiicre Sayimi Calismalari

MG-63 osteosarkom hiicreleri 2.4x10* yogunlukta olacak sekilde 24 gozIi kultur
kaplarina ekilip 37°C’de 24 sa kultire edilmistir. Bu surenin ardindan floresan
izosiyanat (FITC) katkili olarak Uretilen PLGA-SAL nanopartikiller kaltur ortamina
eklenerek hucre canlihgl goruntuleme ve hucre sayimi cihazina (Juli, Nanoentek,
Kore) baglanmistir. Bu ¢alismalar ile kiltir ortamina ait video ve fotograflar alinarak

hicre canlihgindaki degisim goruntilenebilmekte ve hicre sayimi yapilabilmektedir.
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3.8. Mikrobiyoloji Caligmalari

Bakteri kulturt galismalari, metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA, ATCC
43300), metisiline duyarl Staphylococcus aureus (MSSA, ATCC 29213) bakterileri ve
kontrol grubu olan Staphylococcus aureus (ATCC 25923) bakterileri ile
gergeklestiriimigtir. Salinomisinin Gram pozitif bakteriler Uzerindeki antibakteriyel
etkisinin incelenmesi hedeflenerek bazi 6n deneme uygulamalari yapilmisg olup

ardindan 3 farkh yontem ile mikrobiyoloji calismalari yarataimustur.

3.8.1. Bakteri Kultiirit Kosullar

Bakteri kultira calismalarinda kullaniimak dzere; salinomisin DPBS ile c¢o6zulup
seyreltilerek 20 pL c¢ozeltide 5, 10, 20, 30 ug olacak sekilde 4 farkli derisimde ¢ozelti
elde edilmigtir. Ardindan bu ¢ozeltiler bos antibiyoGram disklere 20 pL’lik damlalar
halinde yuklenmis ve bu diskler ile bakteri kultar ¢calismalari yapilmistir. Tim bakteri
kaltir calismalari Mueller Hinton Agar (MHA) ve Mueller Hinton Broth (MHB) kullanimi
ile gergeklestirilmistir.

Bakteri kaltira g¢alismalari, mikrobiyoloji laboratuvarinda uygun sicaklik kosullarinda
gerceklestiriimistir. Bakteri kultiru ¢alismalarinda, bakteri susu suspansiyonlari
fotometrik neflometre ile 0.5 McFarland bulanikligina es deger olarak ayarlanarak her
bir Petri kabindaki bakteri yogunlugunun 1x108 bakteri/cm? olmasi hedeflenmistir.
McFarland ayarlamalarinda Wickerham karti kullaniimigtir. Bakteri ekimi, hazirlanan
agarl Petri kaplari Gzerine suvap kullanilarak soldan sada ve sagdan sola sik zik zak
hareketler ile yapilmis, 90° cevrilerek bu islem tekrarlanmis ve Petri kabinin ic

kenarindan suvap 2 kere gezdirilerek ekim iglemi tamamlanmigtir.

Salinomisin ile sinerjik etki gostererek antibiyoGram disklerin inhibisyon alanini
blayutmesi hedeflenen BnHAp ve nHAp da 6nceden uretilerek calisma dncesinde
havanda ezilip toz hale getiriimis ve belirlenen miktarlarda tartilarak kullanima

hazirlanmistir.

3.8.2. On Deneme Galigmalari

Bakteri kaltlrd icin 6n deneme c¢alismalarinda, cift disk sinerji (pang) metodu ve agar
dilusyon metodlari uygulanmistir. MHA, 100°C’de sivi ve 40°C altinda tamamen kati
yapliya sahiptir. Bu nedenle Petri kaplarina dokiimden hemen 6nce hazirlanmigtir. Cift
disk sinerji metodunda kullaniimak uUzere; standart 4mm kalinliginda olacak sekilde
her bir Petri kabina 20 mL MHA ¢dzeltisi dokilerek +4°C’'ta buzdolabinda sogumaya
birakilimistir. Agar dilisyon metodu icgin ise her bir Petri kabina 16 mL agar ¢ozeltisi

dokulerek ayni iglem yapilmigtir. Her bir Petri kabina steril distile su ile McFarland’i 0.5
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olarak ayarlanan bakteri sollisyonu kullanilarak 1x108 bakteri/cm? bakteri

yogunlugunda ekim yapilmistir.

Salinomisin 0.1 mM derisimde olacak sekilde DPBS ile ¢ozulerek 10, 20 ve 30 pL
hacimlerde bos antibiyoGram disklere damla damla yuklenmigtir. Bu 6n deneme
caligmasi ile bos antibiyoGram disklerin ka¢ pL ilaci hapsedebildigi ve saldiginin
incelenmesi de hedeflenmisti. On deneme ¢alismalarinda salinomisin  yUkIi
antibiyoGram disklerin yani sira Ampisilin-10 ve Penisilin-C standart antibiyoGram

diskleri de kullaniimigtir.

Cift disk sinerji yontemi icin, 6mm c¢apl pang ile bakeri ekili Petri kabindaki agar
Uzerinde delik agilmis ve bu delik 17.5 mg BnHAp ile doldurulmustur. Ardindan
salinomisin yukli diskler tahmini uzakliklar ile pan¢ deliginin etrafina yerlestirilmistir.
Ampisilin-10 ve Penisilin-C standart antibiyoGram diskleri de S.aureus bakterisi icin
standart inhibisyon alanlari g6z ©6ninde bulundurularak pang¢ deligi etrafina
birakilmistir. Ampisilin-10 standart antibiyoGram diskinin S.aureus bakterisi icin
standart inhibisyon alani 27-35 mm, Penisilin-C standart antibiyoGram diskinin ise 26-
37 mm’dir.

Agar dilusyon metodu igin, bakteri ekimi dncesinde taze olarak 4 mL’lik MHA ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Bu ¢ozeltiye 0.07 mg BnHAp eklenerek vortekslenmis ve homojen bir
suspansiyon elde edilmistir. Ardindan 16 mL agar ile 6nceden hazirlanmis olan Petri
kabi Uzerine bu suspansiyon eklenerek standart 4 mm kalinhikh agar elde edilmistir.
Bu teknikte BnHAp ile salinomisinin sinerjik etkisi dogrudan agar igine BnHAp’In
katilmasiyla saglanmak istenmigtir. Ardindan bu BnHAp’l MHA Uzerine bakteri ekimi
yapilmistir. Son olarak agar Uzerine salinomisin 10 pL, salinomisin 20 pL, Ampisilin-10
ve Penisilin-C antibiyoGram diskleri inhibisyon alanlari baz alinarak belirli araliklarla

yerlestirilip 16 saatlik kultir stresince 37°C’de calisan inkibatdre koyulmustur.

Son olarak normal antibiyoGram galismasi icin bakteri ekili olan 2 adet Petri kabi
uzerindeki bog alanlara salinomisin 10 pL ve salinomisin 20 pL disklerinden

yerlestirilerek normal inhibisyon alanlarinin belirlenmesi amaglanmistir.

3.8.3. Bakteri Kulturi Caligmalari

Bu calismalarda, farkl konsantrasyonlarda salinomisin yuklli antibiyoGram disklerin
yani sira MRSA, MSSA ve S. aureus Gram pozitif bakteri suslarinin ekili oldugu
gruplarda Cizelge 3.2.°de gérilen 19 farkli antibiyoGram disk kullanilarak inhibisyon

alanlarindaki degisimlerin incelemesi yapilmistir. Kullanilan antibiyotikler; penisilin,
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sefalosporin ve aminoglikozit ailelerinden olusan ¢ok sayida antibiyotik arasindan

secilmistir.

Cizelge 3.2. Bakteri kultur ¢alismalarinda kullanilan antibiyoGram diskler.

Sembol Antibiyotik Sembol Antibiyotik
AX Amoksisilin TCX Sefotaksim/Tazobaktam
AMC Amoksisilin/Klavulanik asit CTT Sefotetan
AM Ampisilin CAZ Seftazidim
CTX Sefotaksim CAZ/BA Seftazidim/Boronik asit
CTX/BA Sefotaksim/Boronik asit czcC Seftazidim/Klavulanik Asit
CTC Sefotaksim/ Klavulanik asit TCA Seftazidim/Tazobaktam
CTS Sefotaksim/Sulbaktam CRO Seftriakson
CFC Seftriakson/Klavulanik asit CX Kloksasilin
APX Kloksasilin/Ampisilin CN Gentamisin
ME Metisilin VA Vankomisin

Bakteri kulturG galismalari, Disk Difiuzyon Yontemi, Cift Disk Sinerji (Pan¢) Yontemi ve
Agar Dilisyon Yontemi olmak uUzere 3 farkli teknik kullanilarak yapilimigtir. Bu
yontemlerin 6ncesinde, bakteri kolonisini tek basina gdzlemlemek, kontaminasyon
riskini ortadan kaldirmak ve tek koloni eldesi igin bir 6n calisma yapilmigtir.
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) suslarinin tek koloni eldesi icin fildoplatin ile
MHA’lI Petri kabina ¢oktan aza giderek dort asamali bigcimde bakteri ekimi yapilmistir.

3.8.3.1. Disk Difiizyon Yontemi ile Mikrobiyoloji Uygulamalari

Antibakteriyel ¢aligmalarda antibiyotik duyarlliginin saptanmasinda en sik kullanilan
yontem Kirby Bauer disk difiizyon testleridir (CLSI). Disk difizyon testleri MHA
Uzerinde 3 farkli bakteri susu ile gercgeklestiriimistir. Yukarda tanimlanan suslar,
MHA’l Petri kaplarina ekilmistir. Salinomisin yukli (20uL ¢ozeltide 5, 10, 20, 30 ug
SAL olacak sekilde) antibiyoGram diskler ve segilen 19 farkli antibiyoGram disk,
bakteri ekili Petri kaplarina her bir bakteri susu igin bilinen standart inhibisyon alanlari

g6z nunde bulunduralarak belirli uzakliklarda yerlestirilmistir. Bakteri kalttrt galismasi,
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Petri kaplarinin 16 sa sureyle 37°C’deki inkubatore koyularak her bir diskin inhibisyon

alani oOlgulerek gerceklestirilmigtir.

3.8.3.2. Cift Disk Sinerji (Pang) Yontemi ile Mikrobiyoloji Uygulamalari

Salinomisin ile BhHAp ve nHAp’in sinerjik etkisini gdzlemlemek amaciyla Sekil 3.3.’de
sematik olarak gdsterilen pang metodu kullaniimigtir.  incelenecek olan
mikroorganizmalarin ekimi, 18-24 saatlik agar plaginda tek disen kolonilerden
dogrudan 37°C'de inkUibe edilerek hazirlanmistir. Bakteri suspansiyonunun bulanikhgi
0.5 McFarland degerine esde@er olacak sekilde ayarlanmistir. Ardindan 6 mm ugclu
steril pang aleti kullanilarak MHA Gzerinde her bir antibiyoGram disk (A) i¢in bir delik
acihp icine BnHAp ve nHAp yerlestirilmistir. Son olarak antibiyoGram diskler ekili olan
bakteri susu igin belirlenmis standart inhibisyon alanlari dogrultusunda pang deligi ile
mesafeleri ayarlanarak agar Gzerine koyulmustur. Petri kaplari inktbasyon islemi igin
37°C’deki inkubatore yerlestiriimistir. On alti saat sUren inkibasyonun ardindan

antibiyoGram disklerin olusturdugu inhibisyon alanlari saptanmistir.

Sekil 3.3. a) Cift Disk Sinerji (Pang) Yontemi b) Agar dilisyon yéntemi.

3.8.3.3. Agar Diliisyon Yontemi ile Mikrobiyoloji Uygulamalari

Salinomisin ile BnHAp'in sinerjik etkisini gdzlemlemek amaciyla Sekil 3.3.’te sematik
olarak gosterilmis olan agar dilisyon metodu ile bir antibakteriyel c¢alisma
gercgeklestiriimistir. Bu yontemde Petri kabina dokilen standart 4 mm kalinhkli agarin
en uUst tabakasindaki 1 mm’lik kismi, BnHAp agar besiyerine Kkaristinlarak
hazirlanmistir. Bu amagla, 0.07 g BnHAp 4 mL sicak MHA ile karigtirilip
vortekslenerek homojen bicimde dagitiimis ve Petri kaplarina dokulmugtur. Agarlarin
soguyup katilagmasinin ardindan antibiyoGram diskler ekili olan bakteri susu igin
belirlenmis standart inhibisyon alanlari dogrultusunda mesafeli olarak agar Uzerine
yerlestiriimis ve etlvde 37°C’de inklbasyon baslatilmistir. Son olarak; 16 saatlik

inktibasyon suresi tamamlanan antibiyoGram disklerin inhibisyon alanlari élgulmusgtur.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Tezin bu bdliminde, tez kapsaminda yapilan deneysel calismalardan elde edilen
sonuglar ve yorumlari sunulmustur. ik olarak, yapilan galismalarda kullanilan olan
nanohidroksiapatit ve bor katkili nanohidroksiapatitlerin Uretim ve karakterizasyon
calismalarinin sonuclarindan bahsedilmistir. ikinci olarak, osteosarkom kemik kanseri
tedavisinde kullanilabilme potansiyeli arastirilacak olan salinomisin yuklt poli (laktik-
ko-glikolik) asit (PLGA) nanopartikillerin Uretimi ve karakterizasyonu anlatiimistir.
Ardindan, MG-63 osteosarkom kanser hicre hatti ile gergeklestiriimis olan in vitro
hicre kultard calismalarinin sonuglarina yer verilmistir. Son olarak, metisiline direncli
Staphylococcus aureus (MRSA, ATCC 43300) ve metisiline duyarli Staphylococcus
aureus (MSSA, ATCC 29213) bakterileri ile yapilan bakteri kultira c¢alismalarinin
sonugclari sunulmustur.

4.1. Nanohidroksiapatit ve Bor Katkii Nanohidroksiapatitlerin Uretimi ve
Karakterizasyonu

Bor, sahip oldugu etki mekanizmasi sayesinde hucreler Uzerinde osteojenik
farkhlasmay! destekleyici 6zellik tasimaktadir. Kemik metabolizmasinda énemli rol
oynadi§i bilinen ve osteoindiuktif etkiye sahip olan bor, osteokonduktif yapidaki
hidroksiapatit yapisina katilarak doku muhendisligi uygulamalarinda kullaniimaktadir
[139]. Mineral iyon 6zellikte olan bor, 6zellikle osteogenez olmak Uzere insan saghgi
Uzerinde potansiyele sahip terapétik ajanlardandir. Bor; embriyogenez, psikomotor
beceriler, immun fonksiyonlar, yara iyilesmesi ve kemik iyilesmesi gibi temel saglik
problemlerinin tedavisinde buylk role sahip olan eser elementlerden biridir. Borun
kemik saghgina olan olumlu etkisi gozlemlendigi halde kemik iyilesmesi Uzerindeki
mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir [140]. Son yillarda yapilan c¢alismalar
sonucu borun saglik alanindaki onemi fark edilerek kanser tedavilerinde de
kullaniilmaya baslanmistir [101]. Sunulan tez kapsaminda, daha dnce yapilan tedavi
uygulamalarindan farkli olarak bor katkili nanohidroksiapatitlerin antikanserojen ilag

varliginda osteosarkom kemik kanser hlcreleri Gzerine etkileri incelenmistir.

Nanohidroksiapatit (nHAp) ve bor katkili nanohidroksiapatit (BnHAp) Uretiminde
10xSBF ile biyomimetik ¢cokturme teknigi kullaniimigtir. 10xSBF yuksek doygunluk
derecesine sahip olusu ile literaturdeki diger SBF ¢ozeltilerinin aksine HEPES (2-[4-(2-
Hidroksietil)-1-piperazin]etansiilfonik asit) ve TRIS (Tris (hidroksimetil) aminometan)
gibi tamponlarin kullaniimasini gerektirmemektedir. BnHAp Uretimi icin SBF iyon

dengesini bozmayacak oranda borik asit (10g/L) c¢ozeltiye ilave edilmis olup yeni
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¢cOzeltinin pH degerleri incelenmigtir. Borik asit ilaveli 10xSBF ¢ozeltisinin pH degerleri
tekrarlanan calismalarda, c¢oktirme oOncesinde NaHCOsz eklenmesi ile 6.8-7.2

araliginda Olgulmus olup ¢okturme icin gerekli pH saglanmigtir.

Yapilan ¢oktirme c¢alismalarinda grubumuzca daha 6nce yapilan uygulamalar ile
NHAp sentezi icin belirlenen mikrodalga kosullari kullaniimigtir [133]. Mikroldalga
enerjisi, iyonik ¢oOzeltiler Uzerinde sahip oldugu etki ile ¢oktiurme isleminin etkin
bicimde ve kisa surede yapilmasina olanak saglamistir. SBF’nin igerdigi iyonlar,
dugtk enerjili kararli termodinamik faza donuserek nHAp ve BnHAp yapisini
olusturmustur. Tum c¢alismalarda, bor katkisi olan ve olmayan nanohidroksiapatit
yapilari kiyaslama ve kontrol amaci ile bir arada icelenmistir.

Hidrosiapatit ve bor katkili hidroksiapatit érneklerine ait standart XRD spektrumlari
Sekil 4.1°de verilmigtir [135].

¢ Hidroksiapatit

Keskinli

(b)
0

(c)
|| |.|.||.‘|I||.||...|I.l|. ol

20 40 60 80

2-Teta (260)

Sekil 4.1. Mikrodalga ile sentezlenen hidroksiapatit (a), bor katkili hidroksiapatit (b) ve
Uluslar Arasi Merkez (ICDD) verilerine ait saf hidroksiapatit (c) XRD spektrumlari
[135].

Tez kapsaminda uretilen nHAp ve BnHAp orneklerinin her ikisinde de hidroksiapatite
ait karakteristik 26° ve 32° pikleri [141] gorulmustur. Sekil 4.2."de gorulen nHAp ve
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BnHAp spektrumlari kiyaslandiginda, borik asit iceren drneklerde B-trikalsiyum fosfat
(B-TCP), dikalsiyum fosfat anhidroz (DCP) ve dikalsiyum fosfat dihidrat (DCDP) gibi
farkh fazlarin varligi goérilmemigtir. Her iki 6rnekte de sadece tek fazli hidroksiapatit

yapisi tespit edilmistir.

a) nHAp

7000 ‘//
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3000
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1000

b) BhHAp
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4000 /
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2000

Keskinik

1000

20 30 40 50 60 70 80

Sekil 4.2. Mikrodalga ile ¢okturtlerek sentezlenen nHAp (a) ve BnHAp (b) érneklerinin
XRD spektrumlari.

Yapilan g¢aligmalar ile uretilen nHAp ve BnHAp'in XRD spektrumlari incelendiginde
kristal yapidaki stokiyometrik hidroksiapatitin aksine (Sekil 4.1.c) daha az keskinlikte
ve daha genis pikler gérilmustir. Sentezlenen bu amorf yapidaki nHAp ve BnHAp,
dogal kemik yapisina oldukga benzer 6zelliktedir [133]. Kemik benzeri hidroksiapatit
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ve bor katkili hidroksiapatit kolay ve hizli bigimde, amorf yapida ve yuksek saflikta

uretilmigtir. Bor katkisi amorf yapida herhangi bir degisime neden olmamisgtir.

4.2. PLGA Nanopartikullerin Uretimi ve Karakterizasyonu

Tez kapsaminda kemik doku muhendisligi yaklagsimi ile osteosarkom tedavisinde
kullaniilmak Gzere partikuler formda ilag salim sistemleri gelistiriimistir. Bu amagla;
antikanserojen ve antibakteriyel bir ilag olan salinomisin yikli PLGA nanopartikuller

uretilmistir.

Salinomisin, yan etkilere sebep olmadan secimli hedeflendirme ile hem in vivoda hem
de in vitroda osteosarkomu engelleyebilmektedir. Yiksek potansiyelde kanser hicresi
oldurebilme 06zelligine karsin dusuk suda ¢ozunurligunun Klinik uygulamalarda
dezavantaj yaratmasinin 6nine ge¢mek amaciyla salinomisinin nanopartiklllere
yuklenerek kullaniimasi gundeme gelmistir [15]. Salinomisin kanserli hucreleri
oldurebilmesinin yani sira saglikli hucreler Uzerinde olduricu etki yaratmamakta ve
proliferasyonlarini  engellememektedir. Salinomisinin  sec¢imli  toksisite  6zelligi
sayesinde bu etki saglanabilmektedir. Etki mekanizmasi tam olarak belirlenememis
olsa da salinomisin, uygulandigi bdlgede epitel hucrelere farkhlasmayr da
desteklemektedir [56, 57].

FDA onayli bir polimer olan PLGA, biyouyumlu ve biyobozunur olmasi nedeniyle ilag,
peptid, hormon veya proteinlerin kontrolli salimlari i¢in oldukga uygun olup klinik
kullanima elveriglidir. PLGA kopolimeri, yapisinda hizli bozunurluk 6zelligindeki
hidrofilik poliglikolik asit (PGA) polimeri ile icerdigi metil gruplari dolayisiyla yavas
bozunma 06zelligine sahip olan hidrofobik polilaktik asit (PLA) polimerini
barindirmaktadir [11]. Yapilan tez calismasinda nanopartiktllerin tretiminde hidrofobik
yapida olan (PLA:PGA = 65:35) PLGA kopolimeri kullaniimistir.

Nanopartikil  Gretimi  sikga  kullanilan  tekniklerden  biri  olan  emdulsiyon
hazirlama/¢ézicu buharlastirma yontemi ile gergeklestirilmistir. Bu yontem, kolay bir
prosese sahip olmasi, yuksek verim alinabilmesi ve partikil boyutunun
ayarlanabilmesi gibi avantajlarinin yani sira birgok kimyasalla ve polimerle de

uygulanabilir 6zelliktedir [119].

Hazirlanan nanopartikiller bos ve salinomisin igerikli olmak Uzere iki gruptan
olusmaktadir. Partikullerin boyutlarini belirlemek ve morfolojilerini incelemek igin
Dinamik Isik Sacgilim (DLS) analizi ve Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ile
c¢alismalar yarttulmuastir. Yapilmig olan bu iki analizin sonuglari birbirine paralel olup

diizgun kuresel morfolojide ve nanoboyutta partikillerin elde edildigini gostermektedir.
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4.2.1. Partikul Boyutu Analizi

Partikullerin boyutu kullanilan polimerin molekal agirligi ile dogru orantili olarak
artmaktadir. Artan molekdl agirhigi polimer ¢ozeltisinin viskozitesini arttiracagindan
emdulsiyon olusum asamasinda daha buyuk emdulsiyon tanecikleri olusmasina sebep
olmaktadir. Partikil boyutu; ilag salimina, fiziksel stabiliteye, partikillerin hucresel

alimina ve biyodagilima dogrudan etki etmektedir [142].

Tez calismasinda emulsiyon hazirlama/goézucu buharlastirma yontemi ile hazirlanan
bos PLGA (65:35) nanopartikillerin ve SAL yukli nanopartikillerin (PLGA-SAL) cap
ve ¢ap dagihmlar ile oda sicakhdinda yapilan zeta potansiyel dlgimlerinden alinan
sonuclar Cizelge 4.1.’de gorulmektedir. Salinomisin yukli ve bos PLGA nanopartikil
ornekleri igin DLS analizi sonucunda alinan gap dagilim ve zeta potansiyel grafikleri
Sekil 4.3. ve Sekil 4.4’te verilmigtir.

4.1. PLGA kopolimerinden dretilen bos nanopartikillerin  ve SAL yukld
nanopartikullerin boy ve boy dagihm degerleri.

Partikil Ortalama Cap Coklu Dagilim Zeta Potansiyel
(nm) Endeksi (PDI) (mV)
Bos PLGA 185.8 + 60.67 0.083 49.3 £6.42

nanopartikdl

PLGA-SAL 187.4 + 63.30 0.105 51.0+7.02
nanopartikdl

Bos PLGA nanopatrtikiller ile PLGA-SAL nanopartikillerin ¢aplari incelendiginde ilag
yukleme prosesine bagl olarak ortalama partiktl blyukliginin 185.8 nm’den 187.4
nm’ye yukseldigi, nanopartiklllerin zeta potansiyel degerlerinin ise 49.3 mV’'dan 51.0
mV degerine ulastigi belirlenmigtir. Hazirlanan her iki gruptaki nano boyutlu partikiller
homojen boyut dagiliminda Uretilmistir. Bos ve SAL yukli partikillerin gaplari
incelendiginde ilag yuklli partuklllerde gozlenen boyut artisi beklenen bir sonug
olmaktadir [143]. Zeta potansiyel degerlerinin 20 mV’tan ylUksek olmasi partiktllerin
kararli yapida Uretildigini gostermektedir. Partikul buyuklaga dagihmini belirten
polidispersite indeksi (PDI) deg@eri Uretilen iki partikil formulasyon grubunda 0.083 ve

0.105 olmak tzere yakin degerler vermigtir. Nanopartikullerin PDI ve ortalama c¢ap

51



degerlerinden yola c¢ikarak ilag yukleme prosesinin nanopartikullerin ¢cap ve cap
dagiliminda buyldk bir degisiklik yaratmadigi ve herhangi bir olumsuz etkiye yol
acmadigi saptanmistir [144]. Ayrica; yapilacak hucre kudltard uygulamalarinda
kullaniimak Uzere Uretilen partiktllerin nano boyuta sahip olmasi hicresel alim ve ilag

salimi agisindan énem arz etmektedir.
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Sekil 4.3.Bos PLGA nanopartikillerin DLS analizi sonucu alinan a) ¢ap dagilim ve b)
Zeta Potansiyel dagilim grafigi.
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Sekil 4.4. PLGA-SAL nanopartikillerin DLS analizi sonucu alinan a) ¢ap dagilim ve b)
Zeta Potansiyel dagilim grafigi.

4.2.2. Taramal Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi

Uretilen bos PLGA nanopartikiiller ile salinomisin yUkli PLGA nanopartikiiller
Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ile goruntulenmigtir. Partiklllerin  yuzey
morfolojilerini ve buyukluklerini gosteren analiz sonuglari fotograflar ile sunulmusgtur.
Hazirlanan partikullerin nano mertebede ve dizgin kiresel morfolojide olduklar

belirlenmistir.

Bos PLGA Nanopartikiller
SEM ile yapilan goruntilemelerde kuresel oldugu gorulen bos PLGA nanopartikullerin
caplart 103.1 - 173.3 nm arasinda degisirken, DLS analizinde ortalama 185.8 + 60.67
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nm Olgumleri alinmistir. Alinan veriler incelendiginde iki analiz sonucu alinan ¢ap
degerleri beklendigi sekilde paralellik gostermistir. Sekil 4.5.°te Uretilen bos PLGA
nanopartiktllerin - 10,000 ve 50,000 bulyutme ile g¢ekiimis SEM goruntileri

bulunmaktadir.

o
~

o L] 2
6/13/2017 | det HV mag |spot| WD 10 pm
11:18:47 AM |ETD 120.00 kV| 10000 x| 3.0 | 9.5 mm METU CENTRAL LAB

Sekil 4.5. Bos PLGA nanopartikdllerin a) 10,000 ve b) 50,000 biyiutmedeki SEM
fotograflari.

PLGA-SAL Nanopartikuller

SEM gorintileri Sekil 4.6.’da verilen salinomisin yukli PLGA partikiller nano boyutta
elde edilmigtir. Blyuk oranda homojen bir goérinime sahip olan kuresel formdaki
nanopartikillerde az miktarda aglomere bodlgelere de rastlanmigtir. PLGA-SAL
nanopartikullerin boyutlari Sekil 4.6. a’da géruldugu gibi 65.2 - 208.5 nm arasinda
degismektedir. SEM analizinde elde edilen bu sonuglar, DLS analizinde PLGA-SAL
partikuller igin alinan 187.4 + 63.3 nm ortalama cap dederlerine paralellik gostererek
desteklemektedir. SEM analizinde, DLS’ye kiyasla daha kiguk ¢apta nanopartikullerin
(65.2 nm, 83.4 nm, 88.6 nm gibi) olctlmesi beklenen bir sonuctur. DLS ile yapilan
Olcumler nanopartikullerin aglomere bolgelerinde degiskenlik gosterebilmekte ve bu
nedenle nanopartikil Olgumleri ayri ayri yapilabilen SEM analizi daha guvenilir

sonugclar vermektedir.
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ilgili literatir verileri, ilag enkapsiile edilen nanopartikillerin 10-400 nm arah§inda
boyuta sahip olmalarinin timaorla hicrelere daha kolay alinabilmeleri agisindan énemli
oldugunu gostermistir [145]. Tez ¢alismasinda uretilen tum nanopartikullerin boyutlari
da bu araliktadir. Nanopartikullerin boyutlari kiguldikge ylzey alanlari artmaktadir.
Bdylece nanopartikillerin hiicre icine alimlari kolaylagsmakta ve ila¢g saliminda avantajli
konuma gelmektedir. Bu da Uretilen nanopartikillerin timor hicreleriyle yapilacak

olan hucre kiltirt galigmalarina uygun oldugunu gostermistir.

o
N

QA

6/13/2017 | det | HV mag |spot| WD 10 pm
11:08:46 AM | ETD | 20.00 kV/| 10 000 x| 3.0 | 9.6 mm METU CENTRAL LAB

Sekil 4.6. PLGA-SAL nanopartikullerin a) 50,000 ve b)10,000 biyutmedeki SEM
fotograflari.

Bos PLGA nanopartikiller ile PLGA-SAL nanopartikillerin SEM analizi ¢cap verileri
kiyaslandiginda; ila¢ yUklenmis olan partikil formlarinda bos partikillere nazaran az
sayidaki istisnai degerler haricinde boyut artisi gorulmustur. Partikile ila¢ yikleme

islemine bagli olarak ortaya ¢ikan bu sonug literatur ile uyumludur [146].

Kitosan Doku iskeleleri

Kitosan doku iskelelerine Uretim prosesi sirasinda katkilanmis olan BnHAp ve PLGA-
SAL nanopartikullerin dagihmini ve morfolojilerini incelemek amaciyla SEM goruntuleri
alinmistir (Sekil 4.7. ve Sekil 4.8.). SEM goruntileri incelendiginde doku iskelesine
yuklenen partiklllerin yapiya basariyla katildigi ve morfolojilerinin diizgin kiresel
yapida oldugu goézlenmistir. Nanopartikillerin iskeledeki dagilimlari incelendiginde
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cogunlukla i¢sel baglantili gozeneklerin i¢ duvarlarinda yogunlastiklari gorilmektedir.
BnHAp ise kitosan iskelenin yilizeyine ve go6zeneklerin igerisine homojen olarak
dagimistir.

S ( i W
6/13/2017 | det HV mag | spot| WD 200 pm
11:33:07 AM | ETD | 20.00 kV|500 x| 4.0 | 8.7 mm METU CENTRAL LAB

M d ~ \
6/13/2017 | det HV mag |spot| WD 100 pm
11:29:20 AM |ETD | 20.00 kV|1 000 x| 4.0 | 9.1 mm METU CENTRAL LAB

Sekil 4.8. Kitosan/PLGA-SAL doku iskelelerinin a) 20,000 ve b) 50,000 biyutmedeki
SEM fotograflari.
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4.2.3. Salinomisin Enkapsilasyon Veriminin Belirlenmesi
Hazirlanan PLGA bazl nanopartikullerin Gretimleri sirasinda yuklenen salinomisinin
ne kadarini enkapsule edebildigi HPLC analizi ile belirlenmigtir. Enkapsulasyon verimi

hesabi yukarida aciklandigi sekilde yapilmigtir.

Kalibrasyon grafigi olusturmak igin ilk olarak HPLC analizinin yapilacagl absorbans
degeri ve salinomisinin bu degerdeki alinkonma suresi belirlenmistir. Yapilan literatir
incelemelerinde salinomisin igin farkli absorbans degerleri oldugu goéralmustir [147-
149]. Bu degerler incelenerek 392 nm absorbans degeri [137] ve mobil fazlar igin de
metanol/sulu asetik asit (%1.5) (85:15 v/v) secilmistir. Salinomisinin metanol ile 1.5
mg/1 mL derigsiminde ¢ozeltisi hazirlanarak HPLC ile 392 nm’de 1 mL/dk akis hizinda
analiz edilmigtir. Elde edilen kromatoGram Sekil 4.9.’da gorulmektedir. Salinomisinin

392 nm absorbans degerindeki alikonma suresinin 3-3.5. dakikalar arasinda oldugu

belirlenmistir.
SALINOMISIN Uv_vIS
Imau ? WVL: 392 nm
15.04
10.0

5.0

-2.0 T
0.0

Sekil 4.9. Salinomisinin HPLC kromatoGrami (Absorbans degeri: 392 nm, akis hizi: 1
mL/dk, mobil fazlar A:Metanol ve B: 1.5% asetik asit ¢Ozeltisi, enjeksiyon hacmi: 10

pL).

PLGA (65:35)/SAL nanopartikillerin enkapsilasyon verimi hesabi 3 kere tekrar
edilerek ortalama enkapsulasyon verimi degeri Cizelge 4.2.de standart sapmasiyla
birlikte verilmistir.

PLGA-SAL nanopartikillerin  enkapsulasyon verimleri yapilan U¢ denemede de
paralellik gostermistir. Mainardes ve arkadaglari [144] tarafindan yapilan bir calismada

salinomisinin PLGA (50:50) partikullerle olan veriminin %57-62 araliginda oldugu
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rapor edilmistir. Bir diger benzer calismada ise PLGA (50:50) nanopartikiller igin
verim en fazla %91 olarak bulunmustur [145]. Muntimadugu ve arkadaglari,
calismalarinda enkapsulasyon verimini arttirici ekstra uygulamalar yaptiklari halde
verimleri en fazla %71 civarlarina kadar ¢ikabilmistir [138]. Hidrofobik bir ilag olan
salinomisinin, literatirden farkl olarak hirofobisitesi yiksek olan PLGA (65:35)
nanopartikillere yiklenmesi nedeniyle tez c¢alismasi kapsaminda elde edilen

enkapsulasyon verimi literatirdeki verim degerlerinden daha yuksektir.

Cizelge 4.2. PLGA nanopatrtikillere yukli salinomisinin enkapsulasyon verimi.

Partikdl HPLC Enkapsulasyon Verimi (%)

PLGA (65:35) /SAL 97.4+1.87

4.3. in-vitro Salim Galismalari ve Salim Kinetiklerinin Belirlenmesi

Salim galismalari 2 grup seklinde yurGtilmustir. Oncelikle PLGA partikillerden
salinomisin salimi incelenmis, ardindan PLGA partiklller kitosan doku iskelelerine
yuklenerek doku iskelelerinden ilag salimi incelenmistir. Salim ¢alismalari her iki grup
icin de sifirnci derece, birinci derece, Hixson-Crowell ve Higuchi olmak Uzere dort
farkh salim kinetik modeline uygulanmis olup regresyon katsayilari belirlenerek uygun

kinetik model tespit edilmistir.

4.3.1. PLGA Nanopartiktllerden Salinomisin Salimi

PLGA bazli nanopartikillerden salinan salinomisin miktarinin belirlenmesi i¢in 3
paralel seklinde diyaliz membran igerisine konarak hazirlanan nanopartikillerin (4mg)
bulundugu rezervuarlardan belirlenen araliklarla salim &rnekleri (900uL) alinmistir.

Alinan her érnek yerine ayni hacimde taze PBS ilave edilmistir.

Salim orneklerinin HPLC analizinde kullanmak tzere metanol ile 2,4-DNPh (1 mg/mL)
¢cOzeltisi hazirlanmigtir. Her 900 pL’lik salim 6rnegine analizin hemen o6ncesinde
100pL 2,4-DNPh ¢ozeltisi ilave edilerek vortekslenmistir. Ardindan bu yeni ¢ozeltiden
20pL alinarak HPLC kolonuna beslenerek salinomisinin alikonma siresi olan 3-3.5 dk
araliginda c¢ikan pik alanlari kaydedilmigtir (EK-2). Elde edilen veriler ile cizilen
ortalama kumdlatif salim grafigi standart sapmalar da gosterilerek Sekil 4.10.’da

verilmistir.
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Sekil 4.10. PLGA nanopartikilerden salinomisin salimi igin kimulatif salim grafigi.

In vitro salim uygulamasi, PBS ortamda 45 giin siresince gergeklestiriimistir.
Salinomisin saliminda 1. saatte ani patlama (burst effect) etkisi gozlenerek kiimulatif
salim deg@eri %43’e gikmigtir. Salim miktari sonraki slre¢ boyunca kontrolli bicimde
ve genellikle duzenli artarak ilerlemistir. Kirk bes gunlik salim ¢alismasi sonucunda
PLGA nanopartikullerden salinan salinomisin miktari %100’e ulasmistir. PLGA (50:50)
bazli nanopartikullerden salinomisin salimi gergeklestirilen benzer bir ¢alismada,
sallm 60 gun boyunca izlenmistir ve bu slrede salinomisinin sadece %80’i
salinabilmistir [138].

In vitro salim calismasi suresince kimdilatif salim grafiginin olusmasinda PLGA
nanopartikullerin degredasyonu dnemli rol oynamaktadir. Nanopartiklllerin bozunma
hizlar ilag salim hizina etki etmektedir [150].

4.3.2. PLGA-SAL Nanopartikill Yukli Kitosan/BnHAp Doku iskelelerinden
Salinomisin Salimi

PLGA-SAL nanopartikiller BnHAp ilavesi ile uretilmis olan 6mm capindaki kitosan
doku iskelelerine yiiklenmis ve salinomisin salimi incelenmistir. iskeleler PBS
rezervuarlarina konmusg ve belirli zaman araliklarinda 900 yL salim ornegi alinarak

yerine taze PBS ilavesi yapiimistir.
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Sekil 4.11. PLGA-SAL yuklu kitosan/BnHAp doku iskelelerinden salinomisin salimi igin
kimulatif salim grafigi.

Salim drneklerine HPLC analizi dncesi partikilden salim bagliginda anlatildigr sekilde
2,4-DNPh c¢ozeltisi eklenmistir. HPLC cihazi ile her bir numune incelenerek 3-3.5 dk
allkonma suresi araliginda ortaya c¢ikan piklerin alanlari kaydedilmis olup (EK-3)
ortalama kumulatif salim grafigi cizilmistir. Bu salim grafigi standart sapmalari ile
birlikte Sekil 4.11.de gosterilmistir.

Kitosan bazli doku iskelelerinden yapilan in vitro salim ¢alismasi, PBS ortaminda 59
gln boyunca yurutilmastir. Salinomisin salimin 1. saatinde %36, ilk 24 saatte ise
%44’e ulasan ani patlama gdstermistir. Salim miktari sonraki salim slresi boyunca

dizenli ve kontrolll bicimde artarak ilerlemis ve 59 glinin sonunda %100’e ulasmistir.

PLGA-SAL nanopartikillerden ve kitosan/PLGA-SAL/BnHAp doku iskelelerinden
salim 4 farkh kinetik model icin uygulanmis ve Cizelge 4.3.'te verilmigtir. Belirlenen
regresyon katsayilari incelendiginde her iki grubunda Hixson-Crowell salim modeline
uygun oldugu gorulmustur. Bu salim modeli, hem partikil hem de iskeleden salim
grafiklerinde araliklarla sabitlenme ve tekrar artis gerceklesmesinin  sonucu

olmaktadir.
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Cizelge 4.3. Salinomisin yukli PLGA nanopartikillerin ve kitosan doku iskelelerinin
salim kinetikleri.

Kinetik Modeller
Sifirinci Derece Birinci Derece Hixson-Crowell Higuchi
R? Ko (Mg sa™) R? Ki (sa™) R? Kuc (sa™¥3) R? Ku (Mg sa™2)
PLGA-SAL 0.84 1.7826 0.85 | 0.0559 | 0.91 0.0559 0.84 12.25
Kitosan/PLGA-
SAL/BnHAp 0.80 1.6163 0.86 | 0.0614 | 0.94 0.0556 0.90 12.49

4.4. Hucre Kultur Calismalan

Tez kapsaminda yapilan hucre kdltar galismalari iki ayri bélimden olugsmaktadir.
Hucre kudltar uygulamalarinin ik kisiminda nanopartikillere yUklenmis olan
salinomisinin MG-63 osteosarkom hlcre hatti Gzerine etkileri incelenmis olup doz
belileme c¢alismalari yapilmistir. ikinci kisminda ise salinomisin (SAL) yiikli
nanopartikullerin bor katkili nanohidroksiapatit (BnHAp) ve nanohidroksiapatit (nHAp)

varliginda MG-63 hiicre hattina nasil etki ettigi ele alinarak kiyaslama yapilmigtir.

Hucre kaltard calismalar, bogs PLGA nanopartikiller ve salinomisin yukli PLGA
(PLGA-SAL) nanopartikdller ile yuratalmus olup karsilastirma yapmak amaciyla SAL,
BnHAp ve nHAp'in dogrudan kilture ilave edildigi gruplara da yer verilmistir. Kulttr

c¢alismalarinda kullanilan tim gruplar Cizelge 4.4.’te verilmistir.

Kultar calismalari suresince hicre canliliklarini belirlemek amaciyla canh-6li boyama
analizi yapilmistir. Nanopartikullerin hicre iskeleti organizasyonu Alexa Fluor/DAPI
boyama ve nanopartikillerin hicre igi alimlari ise kristal viyole boyama uygulamasi ile
incelenmistir. Son olarak; hiicre morfolojisi ve yogunlugundaki degisimi gdzlemlemek
amaclyla doz galigmalarinda belirlenmis olan optimum degerdeki grup kullanilarak bir
hicre kultari uygulamasi yapilmis olup hlicre sayim/goéruntileme (Juli, Nanoentek,

Kore) cihazina baglanarak incelenmisgtir.
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Cizelge 4.4. Hlcre kultara uygulamalari igin olusturulan gruplar.

Grup No Grup Adi PLGA Nanopartikiil igerigi | SAL igerigi
SAL2.73 g - 2.73 ug
1. Grup SAL751 g - 751 pg
SAL15.02 g - 15.02 ug
2. Grup | Bos PLGA nanopartikiller 0.20 mg -
(PLGA-SAL)0.15 mg 0.15 mg 2.04 g
(PLGA-SAL)o.20mg 0.20 mg 2.73 ug
3. Grup
(PLGA-SAL)0:55 mg 0.55 mg 7.51 ug
(PLGA-SAL)1.10 mg 1.10 mg 15.02 pg
4. Grup | (PLGA-SAL)o.20mg/BnHApP 0.20 mg 2.73 ug
5.Grup (PLGA-SAL)o.20mg/NHAp 0.20 mg 2.73 ug

4.4.1. Optik ve Floresan Mikroskop ile Goruntiuleme
PLGA-SAL nanopartikiller ve MG-63 osteosarkom hicreleri ile yapilan hiicre kalttrd
uygulamalarina ait optik mikroskop goéruntuleri Sekil 4.12.°"de bulunmaktadir. Optik

goruntulerde kirmizi ok ile nanopartikuller yesil ok ile MG-63 hticreleri gosterilmistir.

Uretimi sirasinda nanopartikillerin yapisina FITC katilarak floresan 6zellikte PLGA-
SAL nanopartiklller elde edilmistir. Uretilen floresan nanopartikiillerin  hiicre
membranindan gecerek hicre icine alimini gézlemlemek igin floresan mikroskop ile
cekilen fotograflari Sekil 4.13’te verilmigtir. Floresan nanopartikiller, MG-63
hdcrelerin membranlarindan girebilmis ve bu nedenle hulcreler mikroskopta yesil

renkte goruntulenmigtir.
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Sekil 4.12. MG-63 hucreleri ile yapilan hdcre kudlturd uygulamalarina ait optik
mikroskop gorintileri (Kirmizi ok ile nanopartikuller, yesil ok ile MG-63 hicreleri
gOsterilmistir.).

Sekil 4.13. MG-63 hucreleri ile yapilan kiltur ¢alismalarinda FITC igceren PLGA-SAL
nanopartikillerin floresan mikroskop goruntileri.

4.4.2. Canli-Olu Hiicre Analizi

Canli-0lu analizi galismalari igin dncelikle MG-63 osteosarkom hucreleri, her bir gozde
1 mL ortam ile 2.5x10* hiicre/cm? yogunlukta olacak sekilde 24 go6zIU hicre kaltar
kaplarina ekilmis ve 24 saat boyunca 37°C’ta inkiibe edilmigtir. Bu surenin sonunda
hicre besi ortami taze ortam ile degistiriimigtir. Ardindan belirlenen gruplar
dogrultusunda SAL gruplari, bogs PLGA nanopartikiller, PLGA-SAL nanopartikl
gruplari ile nanopartikillere BnHAp ve nHAp ilave edilen gruplar ortamlara eklenerek
hicrelerle etkilesime sokulmustur. Canli-6lG hiicre analizi igin bu gruplarla etkilesimin
3. saat ve 1. ginunde Etidyum homodimer-1 ve Kalsein-AM ile boyamalar yapilmistir.
Boyama sonrasi floresan mikroskop ile yapilan incelemelerde canli hucreler yesil, 6lU

hucreler ise kirmizi renkte goruntulenmisgtir.
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Canl-6lu analizi galigmalarinin ilk adimini kontrol grubu olan MG-63 osteosarkom
hucreleri, bos PLGA nanopartikiller, 2.73 pg salinomisin (SAL273,) ve 0.20 mg
PLGA-SAL nanopartikiill ((PLGA-SAL)o2omg) gruplari olusturmaktadir. flag yikli
nanopartikullerin 2 mg’inin igerdigi salinomisin miktari 2.73 pg oldugu igin uygulama

grubu olarak ayni miktarda SAL segilmistir.

Sekil 4.14.’te bu gruplarin 3. saat ve 1. ginde yapilan canli-6lu boyamalari sonucu
elde edilen goruntuleri yer almaktadir. Goruntulerden elde edilen sonugclar ile her bir
grubun MG-63 hucrelerinin morfolojisine ve canliigina olan etkisi incelenmigtir.
Sonuglara bagh olarak bos PLGA nanopartikullerin literatirle uyumlu olarak [15]
hicreler Uzerinde toksik etkiye sahip olmadigi, aksine hucrelerin kontrol grubunda
oldugu gibi artis gOsterdigine kanaat getirilmistir. SAL273,g ve (PLGA-SAL)o.2omg
nanopartiktl gruplari kiyaslandiginda; SAL2.73,g grubundaki hticre 6limlerinin (PLGA-
SAL)o.20omg Nanopartikll grubuna kiyasla yok denecek kadar az oldugu goérulmustir.
SALz73,g grubunda MG-63 hicre canlihiginda anlamh bir degisiklik olmazken
nanopartikdl iceren grupta hem 3. saat hem de 1. gin sonunda yapilan incelemelerde

olum oranlarinin SAL2> 73,g gubuna kiyasla oldukga yuksek oldugu belirlenmigtir.

Canli-6lt  analizinin devaminda konsantrasyonlari yukarida anlatildigi sekilde
belirlenmis olan SAL7s1ug, (PLGA-SAL)ossmg Nnanopartikiller ile SAL1s.0249 Ve (PLGA-
SAL)1.10mg Nanopartikiil gruplari ile galisiimistir. PLGA-SAL nanopartikill ve SAL igceren
gruplar arasinda tam bir kiyaslama yapabilmek amaciyla ¢alisma plani bu sekilde
olusturulmustur. Sekil 4.15.’te de goruldugu Uzere sadece SAL igeren gruplara kiyasla

PLGA-SAL gruplarinda MG-63 hucre canhligi 6nemli élglide azalmistir.

Hucre kaltird uygulamalarinin  doz belirleme c¢alismasi sonucunda optimum
nanopartiktl konsantrasyonu olarak (PLGA-SAL)o.2omg Nanopartikl grubu segilmigtir.
PLGA-SAL nanopartikillerin  MG-63 osteosarkom hicreleri tzerinde 0.20 mg
kullanimi ile kultir calismasinda en iyi ve beklenene en uygun sonuclar elde
edilebilmistir. Bunun sebebi hicrelerin bu dozda, nekroza ugramadan kontrolli bir
sekilde apoptoz davranigini gostermis olmasidir. Daha yuksek miktarda nanopartikil
gruplart  ((PLGA-SAL)ossmg Ve (PLGA-SAL)11omg) ile  cahsildiginda hicre
membranlarinda ani pargalanmalar ve kultir ortaminda canli hicre c¢ekirdekleri
gorulmustur ki bu davranig nekroz olarak yorumlanmigtir. Daha az miktarda
nanopartikdl ile ((PLGA-SAL)o.1smg) uygulama yapildiginda ise ilag miktar yetersiz

kaldigi icin hicre canhlik oranlari istenenden daha ylksek oranlarda sonug vermistir.
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Canl-6li boyama analizinin ilk asamasinda farkh dozlar igin alinan goruntuler
incelenerek optimum dozu belirleme caligsmasi yapmak amaci ile 3. sa ve 1. gun igin
“Image J” proGrami kullanilarak hicre sayimlari yapiimigtir. Canli hicre ve 6lU hicre
sayllarindan yola cikilarak kontrol grubu, bos PLGA nanopartikul, (PLGA-SAL)o.15mg,
(PLGA-SAL)o.20mg, (PLGA-SAL)o55mg Ve (PLGA-SAL)1.10mg Nanopartikul gruplar igin
yuzde canllik hesabi yapilmistir. Hesaplamalardan elde edilen sonuclar grafiksel
olarak Sekil 4.16’da verilmis olup sayisal deg@erleri incelendiginde alinan goruntuler ile

paralellik gosterdigi goruimustar.

Canlihk (%) — zaman (sa) grafiginde de goruldugu gibi hucre kultarinin 3. saatinde
alinan sonuglarda, hucrelerin canliik oranlarinda yalnizca (PLGA-SAL)os5mg Ve
(PLGA-SAL)1.10mg nanopartikil gruplarinda anlamli farkhilik verileri elde edilmistir (MG-
63 p<0.01, Bos PLGA nanopartikil p<0.05). Hucre kdltirinin ilk 3 saatinde bosg
PLGA nanopartikillerden alinan ortalama yidzde canliik sonuglari %89.6 olarak
hesaplanmis olup %97.9 olan kontrol grubu ile ¢ok yakin degerlerde seyretmektedir.
Buna ek olarak (PLGA-SAL)o.1smg Ve (PLGA-SAL)o2omg nanopartikal gruplarinda

ortalama yuzde canhlik degerleri sirasi ile %57.9 ve %67.1 bulunmustur.

Kaltarin 24. saatinde elde edilen hicre canlilik verileri incelendiginde en ytksek
disus (PLGA-SAL)o.2omg nanopartikil grubunda tespit edilmis olup ortalama ylzde
canlihk degeri %27.83 olarak hesaplanmigtir. (PLGA-SAL)o.20mg Nanopartikil grubu ile
hem kontrol grubu hem de bos PLGA nanopartikul grubunun ylizde canlilik degerleri
arasindaki farklihk olduk¢a anlamh bulunmustur (MG-63 p<0.01, Bos PLGA
nanopartikil p<0.05).

Canl-6lu  boyama analizinde elde edilen bu sonuglar 1siginda; PLGA-SAL
nanopartikuller igin optimum deger olarak (PLGA-SAL)o.20omg hanopartikil grubu

secilerek uygulamalara devam edilmistir.
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3. saat

1. giin

Ve

Sekil 4.14. Canli/Oli Boyama Goriintlleri (10x) a,b) MG-63 hiicre hatti c,d

SAL)o.20mg (Canh hlcreler yesil, 6lU hicreler kirmizi renkte gdzlenmektedir.).
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3.saat

1.giin

Sekil 4.15. Canl/Oli Boyama Goruntileri (10x) a,b) SAL7sig €,d) (PLGA-SAL)ossmg €,f) SALisoz ug 9,h) (PLGA-SAL)1.10mg
hucreler yesil, 610 hucreler kirmizi renkte gézlenmektedir.).
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Sekil  4.16. MG-63 hacreleri, bos PLGA nanopartikiller, (PLGA-SAL)o.15mg
nanopartikiller, (PLGA-SAL)o.2omg Nanopartikiller, (PLGA-SAL)o.ssmg Nanopartiktiller ve
(PLGA-SAL)110mg nanopartikullere ait canli-6lu boyama ortalama yuzde canlilik
sonuglar (istatistiksel olarak anlamli farklilik, n=2, kontrol grubu MG-63 hiicreleri iken
* p<0.01; kontrol grubu Bog PLGA nanopartikuller iken # p<0.05, ## p<0.01).

Canli-6lu analizi ¢alismasinin ikinci adiminda kontrol grubu, bog PLGA nanopartikuller
(2. Grup), (PLGA-SAL)o.2omg nanopartikiller (3. Grup), BnHAp ilaveli (PLGA-SAL)o.20mg
nanopartikiller (4. Grup) ve nHAp ilaveli (PLGA-SAL)o20mg Nanopartikller (5. Grup)
olmak Uzere bes farkli gruba yer verilmistir. Bu ¢alismada yapilan analizlerle, optimum
deger olan (PLGA-SAL)o.2omg nanopartikil grubu ile 4. ve 5. gruplarin sonugclari
kiyaslanmistir. Yapilan analizde; BnHAp’taki bor varliginda kanser hucreleri
Uzerindeki salinomisinin oldurtcu etkilerine paralel bir etkinin olusup olusmayacagi
incelenmek istenmigtir. Canli-6lG boyama analizinde Sekil 4.17.’de de goéruldigu gibi
hem 3. saatte hem de 1. giinde alinan gérunttlerde 4. gruptaki MG-63 hicrelerinin
canhlik oranlari 3. gruba kiyasla ¢ok daha ylksektir. Hidroksiapatitin MG-63
osteosarkom hdcreleri Uzerindeki gelistirici ve proliferasyonunu arttirici  etkileri
bilinmektedir [151, 152]. Yapilan tez calismasinda literaturden farkl olarak bor,
hidroksiapatit icerisine katkilanarak hicre kultur ortaminda incelenmigtir. Bu etkileri
sebebiyle 4. grupta yer alan BnHAp igerigindeki ¢ok az miktarda bor, MG-63

hicrelerinin canlihdinda bir azalma saglayamamigtir. Bunun aksine hidroksiapatit
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etkisi ile kontrol grubuna ve bos PLGA nanopartikul grubuna oranla hucre canliligi

daha fazla artmistir. Ayni sekilde 5. grupta da hiicre canliligi belirgin sekilde artmistir.

Canli-6lu boyama analizinin ikinci agamasinda alinan goéruntiler incelenerek (PLGA-
SAL)o.1smg Ve (PLGA-SAL)o.2omg nanopartikiller ile bu partikillerin BnHAp ve nHAp
varligindaki etkilerinin incelendigi bir calisma yapmak amaci ile 3. sa ve 1. gun igin
“Image J” proGrami kullanilarak hicre sayimlari yapiimigtir. Canli hicre ve 6lU hicre
sayllarindan yola c¢ikilarak (PLGA-SAL)o.1smg nhanopartikil, (PLGA-SAL)o.1smg/BNHApP
ve (PLGA-SAL)o.ismg/nHAp gruplan icin  ylzde canhlik hesabi yapilmistir.
Hesaplamalardan elde edilen sonuglar grafiksel olarak Sekil 4.18’de verilmis olup
sayisal de@erleri incelendiginde alinan goruntuler ile paralellik gosterdigi goralmustar.
Elde edilen veriler incelendiginde BnHAp ve nHAp varliginda hucre canlilik oranlari
¢ok yuksek olup 1. gunun sonunda herhangi bir disis goézlenmemistir. Hesaplanan
ortalama yuzde canlilik verileri kiyaslandiginda yalnizca (PLGA-SAL)o.15mg Ve (PLGA-
SAL)o.1smg/NHAp gruplari arasinda 3. saatte anlaml farkhlik degeri elde edilmigtir
(p<0.01).

Canli hicre ve 6lU hicre sayilarindan yola ¢ikilarak optimum nanopartikil degeri olan
(PLGA-SAL)o.20mg nanopartikil, (PLGA-SAL)o.2omg/BNHAp ve (PLGA-SAL)o.2omg/NHApP
gruplari igin yizde canlilik hesabi yapilmistir. Hesaplamalardan elde edilen sonuclar
grafiksel olarak Sekil 4.19°'da verilmis olup sayisal degerleri incelendiginde alinan
goéruntuler ile paralellik gosterdigi gorulmustur. Elde edilen veriler incelendiginde
BnHAp ve nHAp varliginda hdcre canlilik oranlari ¢ok yuksek olup 1. ginin sonunda
¢cok fazla dusus gozlemlenmemigtir. Buna karsin (PLGA-SAL)o.20mg nanopartikdl
grubunda ortalama yuzde canlihk verisi en dusik deger olarak kaydedilmigtir.
Hesaplanan ortalama yuzde canhlik verileri kiyaslandiginda tim gruplar arasinda
kaltirin 24. saatinde anlamh farkhlik degerleri elde edilmistir ((PLGA-SAL)o.20mg
p<0.05, (PLGA-SAL)o.2omg/BNHApP p<0.001, (PLGA-SAL)o.20mg/NHApP p<0.05).
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3. saat

1. glin

Sekil 4.17. Canli/Olii Boyama Gériintlleri (10x) a,b) MG-63 hiicre hatti ¢,d) Bos PLGA nanopartikiiller e,f) (PLGA-SAL)o20mg 9,h)
(PLGA-SAL)o.20mg/BnHAp 1,j) (PLGA-SAL)o.2omg/NHAP (Canli hiicreler yesil, 61t hiicreler kirmizi renkte gézlenmektedir.).

70



100 %*
o &
80 A A
g T
vy jy
i S
— R A Tl
& 60 i e
s e 17 |
= oo % + (PLGA-SAL)0.15mg
S 40 ey ﬁ # (PLGA-SAL)0.15mg/BnHAp
el PR Ralaie e
i v :ﬁ 2 (PLGA-SAL)0.15mg/nHAp
el PR Ralaie e
rv v :m
20 e = ;/ﬁ
oo :/m
S I:_I;N
e iiiia v
0 R EIEEE: M
3 24
Zaman (sa)

Sekil 4.18. (PLGA-SAL)o.1smg nanopartikiller, (PLGA-SAL)o.1smg/BnHAp ve (PLGA-
SAL)o.1smg/NHAp gruplarina ait canli-6li boyama ortalama ylizde canlilik sonuglari
(Istatistiksel olarak anlamli farklilik, n=1, kontrol grubu (PLGA-SAL)o.15mg iken * p<0.01).

o0
100 g #
s 3k s KK
ﬁ i}
80 /
T T
ol
T T
— ol
‘;’ el
= o * (PLGA-SAL)0.2mg
= e
S 40 e . (PLGA-SAL)0.2mg/BnHAp
et ot et ol
/’Nm 1% (PLGA-SAL)0.2mg/nHAp
o T T
20 ﬁ
[T Ty
g el ol
[T Vol
g el ol
0 e
3 24

Zaman (sa)

Sekil 4.19. (PLGA-SAL)o.2omg hanopartikiller, (PLGA-SAL)o.2omg/BNHAp ve (PLGA-
SAL)o.20mg/NHAp gruplarina ait canli-0li boyama ortalama ylzde canlilik sonuglari
(Istatistiksel olarak anlamli farklilik, n=3, kontrol grubu (PLGA-SAL)o20mg iken * p<0.05,
** p<0.01, *** p<0.001; kontrol grubu (PLGA-SAL)o.20mg/BNHAp iken # p<0.001; kontrol
grubu (PLGA-SAL)o.20mg/nHAp iken ¢ p<0.05, ** p<0.001).
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4.4.3. Hicre Canliigi ve Morfolojisini Goriintiileme

4.4.3.1. Alexa Fluor/DAPI boyama

Hucre canhligi ve morfolojisinin  goruntilenmesi ¢alismalari igin 6ncelikle MG-63
osteosarkom hucreleri, her bir gbzde 2.5x10* hiicre/cm? yogdunlukta olacak sekilde 24
g6zlG hdcre kultar kaplarina ekilmis ve 24 saat boyunca 37°C’ta inkibe edilmistir. Bu
surenin sonunda hicre besi ortami taze ortam ile degistirilmistir. Ardindan belirlenen
gruplar kualtir ortamlarina ilave edilmistir. Alexa Fluor/DAPI boyama uygulamalari,
hicrelerin bu gruplarla etkilesiminin 15. dk, 3. sa ve 1. gununde yapilmistir. Boyama
sonrasi floresan mikroskop ile yapilan incelemelerde hicre membranlar vyesil,

cekirdekleri ise mavi renkte goruntilenmigtir.

Hucre morfolojisi ve canliligindaki degisimi gézlemlemek Uzere hazirlanmis olan Sekil
4.20.de de goruldugu Uzere, sadece MG-63 osteosarkom hucreleri ekili gruplarda ve bos
PLGA nanopartikul ilaveli gruplarda artan hicre yogunlugu, PLGA-SAL nanopartikil
grubunda azalmistir. PLGA-SAL gruplarinin Alexa Fluor/DAPI boyama gorintileri
degerlendirilip partikillerin MG-63 osteosarkom hucreleri Gzerindeki etkileri gbz 6niine
alinarak 0.20 mg nanopartikul iceren grup ((PLGA-SAL)o20mg) optimum deger olarak
secilmistir. (PLGA-SAL)o.1smg nanopartikil grubundaki salinomisin  miktari, hicre
canhligindaki dusus istenenden az oldugu icin yetersiz bulunmustur. (PLGA-SAL)o.55mg
ve (PLGA-SAL)110mg gruplarinda ise hicre membranlarinin ani bigimde pargalanarak
dagildigi ve buna karsin birgok gorintide c¢ekirdeklerin dagilmadan kaldigi
g6zlemlenmigstir. Gdzlenen bu hizli membran pargalanmasi, yapilan ilag salim ¢alismasi
dogrultusunda tercih edilmemektedir [153]. Tim bu sonuglar optimum nanopartikdl

degerinin (PLGA-SAL)o.20mg Olarak belirlenmesine etki etmisgtir.

(PLGA-SAL)o.20mg hanopartikil grubu ile SAL2 73,9 grubunun MG-63 hicre hatti Uzerine
etkisi kiyaslanmak Uzere Alexa Fluor (yesil)/ DAPI (mavi) boyama ile goruntilenerek
Sekil 4.21.’de gosterilmistir. SAL273,g grubunda hicre mofrolojilerinin  degistigi ve
bozuldugu gorulmustlr ancak; hucre membranlarinda herhangi bir dagilma ve yikim
saglanamamis ve hicre canlligi beklenen olgude azalmamigtir. (PLGA-SAL)o.20mg
nanopartikil grubunda 15. dk’dan itibaren alinan goéruntilerde goéruldigu tzere hicre
canlihgr giderek azalmis ve 1. gunde vyapilan incelemelerde ¢ok az hucre
goruntulenebilmigtir. Ayni miktarda salinomisin iceren SALz73.g grubu ile (PLGA-

SAL)o.20mg grubu cok farkli iki sonug ortaya ctkarmigtir.
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15. dakika

Sekil 4.20. Alexa Fluor (yesil)/DAPI (mavi) boyama gdruntileri (40x). a,b,c) MG-63 hucre hatti d,e,f) Bos PLGA nanopartikller g,h,1)
(PLGA-SAL)o.15mg J,K,I) (PLGA-SAL)o0.20mg m,n,0) (PLGA-SAL)o.55mg P,r,S) (PLGA-SAL)1.10mg
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15. dakika

3. saat

1. giin

Sekil 4.21. Alexa Fluor (yesil)) DAPI (mavi) boyama goéruntileri (40x).
a,b,c) MG-63 hucre hatti d,e,f) SAL2.73ug g,h,1) (PLGA-SAL)o.20mg

Nano boyutta olan PLGA nanopartikillerin hicre membranindan kolayca girerek
icerisine enkapsule olan SAL'i hlcre iginde salmasi ve bdylece hucre canhhigini
kontrollii bicimde azaltabilmesi buna sebep olmaktadir [154]. Buna karsin SAL2.73,g
grubunda salinomisinin sadece hicrelerin morfolojisinde degisime ve bozulmalara

sebep olabildigi gozlenmistir.

MG-63 osteosarkom hucre hatti Uzerine etkileri incelenen SAL7.51,g grubu ve bu grupla
ayni miktarda salinomisin iceren (PLGA-SAL)ossmg nanopartikil —grubunun
kiyaslanmasi icin yapilan Alexa Fluor/DAPI boyama goruntileri Sekil 4.22.de
verilmigtir. Bu kiyaslama calismasi, Sekil 4.21.’de verilen (PLGA-SAL)o.20mg
nanopartikil ve SAL»73.g ilaveli gruplar ile yapilan calismalara benzer sonuglar
vermistir. (PLGA-SAL)ossmg nanopartikil grubunda hicre membranlarnt 15. dk’da
dagilmig olup hicre cekirdekleri yok olmaya baglamigtir. Birinci gunde yapilan

uygulamanin sonuglarinda ise hucre canlihgina rastlanamamigtir. Buna karsin
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SAL7s1g iceren gruplarda hucreler kiresel forma gelerek morfoloji degistirmis ve

canliliklarinda yeterli azalma gézlemlenmemisgtir.

15. dakika

Sekil 4.22. Alexa Fluor (yesil)) DAPI (mavi) boyama goéruntileri (40x).
a,b,c) MG-63 hicre hatti d,e,f) SAL7.51pg, 9,h,1) (PLGA-SAL)o.55mg

SALis02yg Ve ayni miktarda salinomisin iceren (PLGA-SAL)1iomg hanopartikil
gruplarinin kargilastirimasi icin yapilan bir diger ¢alismanin floresan mikroskop ile
cekilen goruntuleri Sekil 4.23.’te verilmistir. Bu calismadan, Sekil 4.21. ve Sekil
4.22.’de gosterilmis olan sonuglar ile benzer sonuglar elde edilmis olup ayni sekilde

yorumlanmigtir.

Alexa Fluor/DAPI boyama ile MG-63 osteosarkom hucrelerinin canliliklar ve
morfolojilerindeki degisimi gdozlemlemek Uzere yapilan son ¢alisma; (PLGA-SAL)o.20mg
nanopartiktller, BnHAp ilaveli (PLGA-SAL)o2omg nanopartikiller ve nHAp ilaveli
(PLGA-SAL)o.20mg nanopartikdl gruplarindan hazirlanan goéruntulerden olusmaktadir.
Sekil 4.24.’te goruldugu uzere BnHAp ilaveli gruplarda hucre morfolojileri bozulmus
ancak; salinomisin etkinliginin azalmasi nedeniyle hicre canhliginda artis
g6zlenmistir. NanoHAp'ler daha o©nce de belirtildigi gibi MG-63 osteosarkom
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hicrelerinin proliferasyonunu pozitif yénde etkilemektedir. Bu sebeple; nHAp ilaveli
gruplarda literatire paralel olarak, salinomisin aktivitesinde dislus ve hucre

canhliginda artig gorulmastur [155].

15. dakika

3. saat

1. giin

Sekil 4.23. Alexa Fluor (yesil)) DAPI (mavi) boyama goéruntileri (40x).
a,b,c) MG-63 hicre hatti d,e,f) SAL1s.02ug, 9,h,1) (PLGA-SAL)1.10mg

4.4.3.2. Kristal Viyole Boyama

MG-63 hucreleri Uzerine etkileri incelenen (PLGA-SAL)o.2omg nanopartikil grubu, 4.
grup (g, h, 1) ve 5. Grup (j, k, ) ile yapilan karsilastirma ¢alismalari i¢in alinmis olan
15. dk, 3.saat ve 1. gun kristal viyole boyama gorintileri Sekil 4.25.’te verilmigtir.
Sonuglarda da acgik bicimde gdézlendigi gibi nanopartikiller hiicre membranlarindan
iceri cok iyi girebilmistir. Hicre canhliginda 4. grupta azalma olmadigi gibi (PLGA-
SAL)o.20omg Nanopartikil grubuna goére daha yuksek hicre canlihdr gozlemlenmistir.

Ayrica nHAp ilaveli grupta da hucre canlih@i artmisgtir.
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15. dakika

3. saat

1. giin

Sekil 4.24. Alexa Fluor (yesil)) DAPI (mavi) boyama goruntuleri (40x).
a,b,c) (PLGA-SAL)o.2omg d,e,f) (PLGA-SAL)o.20mg/BNHAp g,h,1) (PLGA-SAL)o.20mg/NHAP

4.4.4. Hucre Morfolojisinde ve Yogunlugundaki Degisimi Goriintilleme

Hucre morfolojisinde ve yogunlugundaki degisimi incelemek amaciyla (PLGA-
SAL)o.20omg Nanopartikil grubuna hicre sayim/géruntileme cihazi ile gérintulemeler
yapilmis ve sonuglar Sekil 4.26."da verilmistir. Sonuglardan da goéruldigu Uzere
20.saat sonunda hucre canliigi sona ermis ve hicre morfolojileri kiresel duruma

gelmistir.

Nanopartikuller ile yapilan hucre kultir g¢alismalarindan alinan sonuglar 1s1dinda;
nanopartikillerin hidcre membranindan girerek aktiflik goésterdigi ve MG-63
osteosarkom hucrelerini 6ldurdugu gozlenmigtir. Nanopartikuller iskele yapisina katkili
iken membran icerisine alimi gergeklesmeyeceg@i igin kitosan/PLGA-SAL doku

iskeleleri ile bir kultur galigmasi yuratiimemistir.
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15. dakika

3. saat

i R Nl v 4 :
L s e i .‘§\\ 2 ” g Pl 2 -

Sekil 4.25. Kristal Viyole boyama géruntuleri (40x). a,b,c) MG-63 hiicre hatti d,e,f) (PLGA-SAL)o.20mg g,h,1) (PLGA-SAL)o.20mg/BNHAP
J,K,1) (PLGA-SAL)o.20mg/NHAP.

e —
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Sekil 4.26. Hucre morfolojisi ve yogunlugundaki degisimi goruntileme cihazi ile (PLGA-SAL)o20mg nanopartikil grubu igin alinan
gorintaler.
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4.5. Bakteri Kiiltir Caligsmalari

Bakteri kulturl calismalari, Staphylococcus aureus (ATCC 25923), metisiline direncli
Staphylococcus aureus (MRSA - ATCC 43300) ve kontrol grubu olan metisiline duyarl
Staphylococcus aureus (MSSA - ATCC 29213) bakterileri ile yapiimistir. Her biri 20 pL
DPBS ile seyreltilen 5, 10, 20 ve 30 pg konsantrasyonlarinda salinomisin ¢ozeltisi
yuklenen antibiyoGram disklerin yani sira 19 farkli antibiyoGram disk kullanilarak
MRSA, MSSA ve S. aureus Gram pozitif bakteri suglari ekilmis olup inhibisyon
alanlarindaki degisimlerin incelemesi yapilmigtir. Bakteri kultird calismalari, disk
diftizyon yontemi (normal antibiyoGram) , cift disk sinerji (pang) yontemi ve agar

dilisyon yontemi olmak Gzere 3 farkli teknik kullanilarak yurataimustar.

Calismanin ilk basamaginda, normal antibiyoGram metodu ile antibiyoGram disklerin
standart inhibisyon alanlari tespit edilmistir. Sonraki basamakta, pan¢ metodu ve agar
dilisyon metodu uygulanmis olup standart inhibisyon alanlari g6z ©6nunde
bulundurularak degerlendirmeler yapilmigtir. BnHAp varliginda yudratilen agar
dilisyon metodu sonucunda belirlenen inhibisyon alanlarinin standart inhibisyon
degerlerinden daha genis oldugu gorilmus olup duyarlilik c¢aplari Cizelge 4.5'te
verilmigtir. BnHAp, antibiyoGram disklerin etki bdlgesini genigleterek inhibisyon
alanlarinda biyime saglamis ve antibakteriyel etkilerini arttirmistir. S. aureus bakteri
susu kullanilarak uygulanan normal antibiyoGram metodu ile agar dilisyon metoduna
ait ornek goruntuler Sekil 4.27., Sekil 4.28. ve Sekil 4.29.’da verilmigtir.

S. aureus
ATCC 43300

Sekil 4.27. APX ve CX antibiyoGram diskleri ile yapilan a) agar dilisyon ve b) normal
antibiyoGram yontemleri.
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Cizelge 4.5. Standart antibiyotikler ile birlikte BhHAp'in ve sadece standart antibiyotiklerin antimikrobiyal etkinlikleri.

Standart Antibiyotikler ve BnHAp

Suslar Duyarlilik gapi (mm)

AX AMC AM CTX CTX/BA CTC CTS TCX CTT CAZ CAZBA CZC TCA CRO CFC CX APX CN ME VA S5 S10 S20 S30

S. aureus ATCC 25923 33 36 35 31 31 30 30 28 23 20 22 21 21 28 25 23 38 26 20 21 O 15 15 15
S. aureus ATCC 43300 16 18 9 0 28 0 0 0 0 0 20 0 0 10 0 0 14 7 0 21 O 13 14 14

S. aureus ATCC 29213 29 35 26 34 37 33 32 30 20 19 23 23 23 31 32 21 31 26 25 21 O 13 13 14

Standard Antibiyotikler

Suslar Duyarlilik gapi (mm)

AX AMC AM CTX CTX/BA CTC CTS TCX CTT CAZ CAZ/BA CzZC TCA CRO CFC CX APX CN ME VA S5 S10 S20 S30

S.aureus ATCC 25923 41 39 42 35 36 33 39 39 25 24 23 30 28 29 31 24 40 35 - 30 12 19 20 21
S.aureus ATCC 43300 18 20 14 30 30 25 28 24 0 22 24 22 18 25 28 25 38 0

S.aureus ATCC 29213 30 35 29 34 - 33 32 30 20 21 26 23 23 31 32 21 30 26 - 23 13 14 13 20

AX: Amoksisilin; AMC: Amoksisilin/Klavulanik asit; AM: Ampisilin; CTX: Sefotaksim; CTX/BA: Sefotaksim/Boronik asit; CTC: Sefotaksim/ Klavulanik asit; CTS: Sefotaksim/Sulbaktam; TCX: Sefotaksim/Tazobaktam; CTT:

Sefotetan; CAZ: Seftazidim; CAZ/BA: Seftazidim/Boronik asit; CZC: Seftazidim/Klavulanik Asit; TCA: Seftazidim/Tazobaktam; CRO: Seftriakson; CFC: Seftriakson/Klavulanik asit; CX: Kloksasilin APX: Kloksasilin/Ampisilin;
CN: Gentamisin; ME:Metisilin; VA: Vankomisin; S: Salinomisin.
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S. aureus \
ATCC 43300

Sekil 4.28. CAZ ve CAZ/BA antibiyoGram diskleri ile yapilan a) agar dilisyon ve b)
normal antibiyoGram yontemleri.

S. aureus
ATCC 43300

Sekil 4.29.CRO ve CFC antibiyoGram diskleri ile yapilan a) agar dilisyon ve b)
normal antibiyoGram yontemleri.

Vankomisin antibiyoGram diskinin inhibisyon alanlar, G¢ farkli bakteri susu
kullanilarak uygulanan normal antibiyoGram ve agar diluisyon metodlar ile
g6zlemlenmis olup alinan sonuglar Sekil 4.30.’da verilmistir. Sonuglar incelendiginde;
MRSA (ATCC 43300) ve S. aureus (ATCC 25923) bakteri suslarinda, agar dilisyon
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metodundaki inhibisyon alanlarinin normal antibiyoGram metodu inhibisyon alanlarina
gore Ucte bir buyume gosterdigi belirlenmistir. Agar dilisyon metodunda agara
karigtirilarak kullanilan BnHAp, antibiyoGram diskler ile sinerjik etki gostermigtir. Bu
sinerjik etkinin sonucunda antibakteriyel etki artmig olup antibiyoGram disklerin
inhibisyon alanlari geniglemigtir. Calismada kontrol grubu olarak kullanilan MSSA
(ATCC 29213) bakteri susunda ise BnHAp katkisi ile inhibisyon alani beklenen bir

sonug olarak 6nemli dlgude degismemistir.

N

\ Y 3
S. auré — S.aureus ~ S S. aureus %

ATCC 25923 ATCC 43300 — ATCC 29213

Sekil 4.30. VA antibiyoGram diski kullanilarak Gg¢ farkli bakteri susu ile yapilan a)
normal antibiyoGram ve b) agar dilisyon yontemleri.

Amoksisilin/klavulanik asit ve amoksisilin antibiyoGram diskleri ile uygulanan normal
antibiyoGram, agar dilisyon ve pan¢ metodlarindan alinan sonuclar Sekil 4.31.de
verilmigtir. Sonuclar incelendiginde, S. aureus (ATCC 25923) ve MRSA (ATCC 43300)
bakteri suslar ekili olan gruplarda agar dilisyon ve pan¢ metodlarindaki BnHAp varhigi
ile standart inhibisyon alanlarindan daha genis alanlara ulasiimistir. Diger bakteri susu
olan MSSA (ATCC 29213)'nin sonuglarinda ise inhibisyon alanlarinda herhangi bir
degisim olmamis sinerjik etki gozlenmemistir. Bu sonuca goére, S. aureus (ATCC
25923) ve MRSA (ATCC 43300) bakteri suglart  bulunan gruplarda,

amoksisilin/klavulanik asit ve amoksisilin antibiyoGram diskleri BnHAp ile sinerjik etki
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gosterek etki alanlarini arttirabilmektedir. Ozellikle agar dilisyon metodunda bu artis

oldukca yuksektir.

S. aurek S "7 S aureus

ATCC 43300 ATCC 29213

Sekil 4.31. AMC ve AX antibiyoGram diskleri ve u¢ farkli bakteri susu ile yapilan a)
normal antibiyoGram, b) agar diliisyon ve c) pang yontemleri.

Seftriakson ve seftriakson/klavulanik asit antibiyoGram diskleri ile uygulanan normal
antibiyoGram, agar dilisyon ve pan¢ metodlarindan alinan sonuclar Sekil 4.32.’de
verilmistir. Sonuglar incelendiginde, S. aureus (ATCC 25923) bakteri grubunda normal
antibiyoGram ydéntemine kiyasla diger iki metodta inhibisyon alaninda az bir degisim
go6zlenirken MRSA (ATCC 43300) bakteri susu ekili olan grupta bu fark ¢ok ylksektir.
MRSA (ATCC 43300) bakteri grubunda 6zellikle agar diliisyon metodu 6rneklerinde
Olgulen inhibisyon alani ¢aplari, normal antibiyoGram y®nteminde olgulen sonuglari
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ikiye katlamigtir. Pan¢ metodunda ise normal antibiyoGramda elde edilen inhibisyon
alani c¢aplarindan daha yiuksek ama yakin degerler okunmusgtur. Diger bakteri susu
olan MSSA (ATCC 29213) bakteri susu sonuglarinda ise inhibisyon alanlarinda

herhangi bir degisim gézlenmemisgtir.

S. auréus, S. aureus S— e S. aureus

-

ATCC 25923 ‘ ATCC 43300 ATCC 29213

Sekil 4.32. CRO ve CFC antibiyoGram diskleri ve ¢ farkh bakteri susu ile yapilan a)
normal antibiyoGram, b) agar diliisyon ve c) pang¢ yontemleri.

4.5.1. Salinomisin YUkl AntibiyoGram Diskler ile Bakteri Kultiirii Calismalari
Farkli konsantrasyonlarda salinomisin yuklenen antibiyoGram diskler ile yapilan
bakteri kiltirli galismalari yapilan tez ¢alismasinda dnemli bir yer tutmaktadir. Ug

farkh bakteri susu ile yapilan bu uygulamalarda énceki bolimlerde oldugu gibi Ug
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teknik kullanilmigtir. Bunlar; disk difiizyon yontemi (normal antibiyoGram), cift disk

sinerji (pang) yontemi ve agar dillisyon yontemidir.

S. aureus
ATCC 29213

Sekil 4.33. Salinomisin yikli antibiyoGram diskler ile uygulanan normal antibiyoGram
yontemi. Sirasi ile her biri 20 uL DPBS ile seyreltilmis olan a) 5 pg ve 30 pg b) 20 ug
ve 10 pg salinomisin yukli antibiyoGram diskler.

Belirlenen konsantrasyonlarda seyreltilerek bos antibiyoGram disklere yiklenen
salinomisin ile MRSA (ATCC 43300) ve MSSA (ATCC 29213) ve S. aureus (ATCC
25923) bakteri suslarinin ekili oldugu gruplara normal antibiyoGram yontemi
uygulanmigtir. Bu uygulamalara ait olan 6rnek bir gorinti Sekil 4.33.’te verilmigtir.
Yapilan bu normal antibiyoGram c¢alismasi ile salinomisin antibiyoGram disklerin
standart inhibisyon alani ¢aplari dlgulmustar. Her bir bakteri susu igin salinomisin

antibiyoGram disklerin inhibisyon alanlarina ait sonuglar Cizelge 4.6.’da verilmigtir.

SAL20 ve SAL10 antibiyoGram diskleri ile Gg farklh bakteri susu kullanilarak yapilan
agar dilisyon yonteminin goruntileri Sekil 4.34.’te verilmistir. Agar dilisyon metodu ile
ilk asamada belirlenmis olan normal antibiyoGram inhibisyon alani sonuglarina goére
daha genisg inhibisyon alani ¢aplarina ulasilabilinmistir. Ozellikle MRSA (ATCC 43300)
bakteri susu ile yapilan incelemelerde BnHAp ile salinomisinin olugturdugu sinerjik etki
sonucu inhibisyon alaninin diger bakteri suslarindakine oranla ¢ok daha fazla artis

gOsterdigi gozlenmistir.
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Cizelge 4.6. Ug bakteri susu ile salinomisin yUkli antibiyoGram disklere uygulanan

disk difizyon metodu sonuglari.

inhibisyon Alani Gaplari (mm)
Sainomisn onsancasyons |5 o | wmoa | wsoa
(ATCC 25923) | (ATCC 43300) | (ATCC 29213)
511g (SALS) 0 0 0
10ug (SAL10) 15 13 13
20ug (SAL20) 15 14 13
30pg ( SAL30) 16 14 14

S. aureus
ATCC 29213

ATCC 43300

Sekil 4.34. Salinomisin yUkli antibiyoGram diskler ile Ug¢ farkli bakteri susu
kullanilarak yapilan agar dilisyon yontemi. Her grupta (a, b, c) SAL20 (solda) ve
SAL10 (sagda) antibiyoGram diskler bulunmaktadir.

Ornek olarak Sekil 4.35.'te gérildiigl Uzere SAL30 antibiyoGram disk ile S. aureus
(ATCC 25923) bakteri susu kullanilarak uygulanan pang metodu, inhibisyon alani
¢apinda normal antibiyoGrama kiyasla buyik bir artis saglamistir. Pan¢c metodunda
pan¢ deliginde bulunan BnHAp varliginda SAL30 aktivitesi artarak inhibisyon alani
S. aureus (ATCC 25923) bakteri susu
antibiyoGram yoénteminde higbir inhibisyon alani gdstermeyen SAL5 antibiyoGram

capl iki katina c¢ikmistir. ile normal
diskinin inhibisyon alaninda da pan¢ metodu ile BnHAp varliginda az miktarda artis
g6zlenmistir. MRSA (ATCC 43300) bakteri susu icin de sonuglar S. aureus (ATCC

25923) ile tamamen aynidir. Ancak; MSSA (ATCC 29213) bakteri susu ile yapilan
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¢alisma sonuglarina goére SAL30 antibiyoGram diskinin inhibisyon alaninda higbir

degdisim olugsmazken SALS’te kaydadeder bir artis yagsanmigtir.

S. aureuss o S. aureus
ATCC 25923 =i =~ ATCC 29213

Sekil 4.35. Salinomisin yuklli antibiyoGram diskler ile yapilan pang yontemi. Sirasi ile
her grupta SAL5 ve SAL30 antibiyoGram diskler bulunmaktadir.

Normal antibiyoGram, agar dilisyon ve pang¢ yontemleri SAL5, SAL10, SAL20 ve
SAL30 antibiyoGram diskleri ile 3 farkli bakteri susu kullanilarak uygulanmigs olup
bakteri kultiri sonuglarina ait ornek goruntiler Sekil 4.36.°da gosterilmigtir. Bu
uygulamalarin sonuglarina goére; t¢ yontemden elde edilen sonuclar kiyaslandiginda
en yuksek inhibisyon alani degerleri agar dilisyon metodunda alinmigtir. Agar
dilisyon metodunda uygulama oOncesinde agarin yapisina karistirilan BnHAp ile
antibiyoGram disk arasinda bir sinerjik etki olugarak antibiyoGram disklerin etki alani
genisletiimis olup antibakteriyel etkinlikleri arttirimistir. Pang metodu sonuglarinda
Olcllen inhibisyon alani sonuglari da yine ayni sekilde BnHAp varliginda olusan
sinerjik etki nedeniyle normal antibiyoGram ydnteminde okunan inhibisyon alani

degerlerinden 6nemli derecede fazladir.

Yapilan tum bakteri kiltur uygulamalari degerlendirildiginde BnHAp, salinomisin ile
sinerjik etki olusturarak salinomisin yuklu antibiyoGram disklerin inhibisyon alanlarini
standart degerin Uzerine tagimigtir. Ozellikle agar diliisyon metodunda BnHAp agarin
icerisine homojen olarak dagitilarak kultur uygulamasi yapilmasi sinerjik etkinin
artmasi acisindan avantaj saglayarak 3 yontem arasinda en yuksek inhibisyon

alanlarina ulagilabilmesine olanak vermistir.
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ATCC 25038——  ATCC 43300 =" ATCC 29213

Sekil 4.36. Salinomisin yUkli antibiyoGram diskler ile Ug¢ farkli bakteri susu
kullanilarak yapilan a) normal antibiyoGram (Ustte), b) agar dilisyon (ortada) ve c)
pang (altta) metodlari. Her grupta sirasi ile SAL5 ve SAL30 antibiyoGram diskler
bulunmaktadir.
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5. GENEL SONUCLAR

Sunulan tez kapsaminda, osteosarkom tedavisine yonelik olarak salinomisin ve bor
katkili nanohidroksiapatitlerin (BnHAp) bir arada kullaniimasi ile ortaya c¢ikan etkiler
incelenmistir. Bu amacla; antikanserojen ve antibakteriyel bir ila¢ olan salinomisin
yukli poli (laktik-ko-glikolik asit) (PLGA-SAL) nanopartikiller sentezlenmis, in vitro
salim calismalan yuratilmas, PLGA-SAL nanopartikiller ve BnHAp valiginda MG-63
osteosarkom hucreleri ile hicre kultur ¢alismalari gercgeklestiriimis ve son olarak
salinomisin yuklenen antibiyoGram disklerle BnHAp bir arada kullanilarak
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), metisiline direncli Staphylococcus aureus
(MRSA - ATCC 43300) ve metisiline duyarli Staphylococcus aureus (MSSA - ATCC
29213) bakterileri kullanilarak bakteri kultir ¢alismalari yapilmistir. Tum c¢alismalar

sonucunda elde edilen genel sonuglar agagida 6zetlenmistir.

e Poli (laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) kopolimerinin se¢iminde, nanopartikillere
enkapsule edilecek olan salinomisin hidrofobik yapida bir ilag oldugu igin poli
(laktik asit)/ poli (glikolik asit) (PLA/PGA) bilesimi 65:35 olarak tercih edilerek
kopolimerin igeriginde PLA’nin hidrofobik 6zelliginin yliksek olmasi istenmistir.
Emdulsiyon hazirlama — ¢6zicu buharlastirma yontemi ile hem bos hem de
%2.5 (w/v) ilag konsantrasyonuna sahip salinomisin yukli PLGA
nanopartikiller sentezlenmistir. Kiresel formda ve ortalama ¢api 187 nm olan
PLGA-SAL nanopartikuller elde edilmistir. Nanopartikullerin karakterizasyonlari
taramali elektron mikroskop (SEM) ve Zetasizer ile yapilmistir. PLGA-SAL

nanoparitkillerin enkapsuilasyon verimleri ortalama % 97.4 + 1.87 bulunmustur.

e PLGA nanopartikillerden salinomisin salim galismasi in vitro ortamda 45 gun
boyunca surdurdimustir. Bu salim calismasinin ilk 1 saatinde salinomisinin
%43’0 ani patlama ile salinmistir. Ardindan kontrolli ve dizenli bigimde salim

devam etmis ve 45 glnde %100’e ulagsmistir.

e Kitosan doku iskeleleri dondurarak kurutma cihazi ile Uretilmigtir. Salinomisin
yukll nanopartikiller, yapiya katma ve emdirme teknigi olmak Uzere iki farkli
sekilde 6x1 mm boyutlarda hazirlanan kitosan iskelelere katkilanmistir. Kitosan
ve kitosan/SAL doku iskelelerinin karakterizasyonu SEM analizi ile yapilmistir.
iskeleden salim galigsmalari her iki grup igin de baglatiimis olup emdirilen iskele

salimindan alinan dengesiz veriler sonucu, salim ¢alismalarina sadece ilacin
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yapiya katildigi grup ile devam edilmigtir. Yapisina PLGA-SAL nanopartikiller
ve BnHAp ilave edilerek uretilen kitosan iskelelerden salimin 1. giininde ani
patlama etkisi ile ilacin %44’G salinmis ve %100 salim yaklasik olarak 59 gun

surmastar.

Nanopartikullerin ve iskelelerin salinomisin salim kinetikleri incelendiginde her

ikisinin de Hixson-Crowell salim kinetik modeline uygun oldugu belirlenmigtir.

Hucre kultur ¢calismalari; nanopartikillere yuklenmis olan salinomisinin MG-63
osteosarkom hucre hatti UGzerine etkilerinin incelenmesi ve doz belirleme
calismalari ile PLGA-SAL nanopartikillerin ayri ayri BnHAp ve nHAp varliginda
MG-63 hucre hatti Gzerindeki etkilerin kiyaslanmasi olmak Uzere iki kisim

seklinde yurataimastar.

Hucre kultir calismalari suresince optik mikroskopla gortntileme, canh-6lu
boyama analizi, Alexa Fluor/DAPI boyama ve Kristal viyole boyama yapilmistir.
Canl 6l boyama analizi sonuglarina gore canli ve 6lu hicre sayimi yapilarak
yluzde canliliklar hesaplanmigtir. Ayrica sentezi sirasinda FITC (Floresan
izotiyosiyanat) katkilanan PLGA-SAL nanopartikullerin hlcre igine alimlari

incelenerek floresan mikroskop ile goéruntulenmigtir.

Kaltdr galigmalarinin ilk asamasinda; 0.15 mg, 0.20 mg, 0.55 mg ve 1.10 mg
PLGA-SAL nanopartikil gruplarn olusturularak MG-63 osteosarkom hcre hatti
Uzerindeki etkileri tespit edilmistir. Kontrol grubu olarak bos PLGA
nanopartikillere yer verilmigtir. Analiz sonuglari 1s1ginda 0.20 mg PLGA-SAL
nanopartikill (PLGA-SAL)o.20mg iceren grup optimum deger olarak belirlenmigtir.
Optimum deger belirlenirken; (PLGA-SAL)o.1smg hanopartikilleri ile yapilan
¢alismada hicre canlihginin istenenden yuksek olmasi (PLGA-SAL)ossmg Ve
(PLGA-SAL)1.10mg gruplarinda ise MG-63 hicrelerinde ani  6lumlerin
yasanmasi, hicre ¢eperi dagilirken gekirdeklerin canl kalmasi gibi sonuglarin
g6zlemlenmesi g6z o©6nudnde bulundurulmustur. Ayrica bos PLGA
nanopartikullerin canlilik oranlari incelenerek kontrol grubu olan sadece MG-63
hucreleri ekili grup ile kiyaslandiginda partikillerin MG-63 osteosarkom
hiicreleri Gzerinde herhangi bir toksik etki yaratmadiklari gorulmustur. Hucre
kaltdr calismalarinin ilk asamasinda son olarak; (PLGA-SAL)o.20mg, (PLGA-
SAL)ossmg ve (PLGA-SAL)110mg gruplarinin igerdigi salinomisine esdeger
miktarda bos salinomisin (sirasiyla 2.73 pg, 7.51 pg ve 15.02 pg) iceren

gruplar olusturularak karsilastirma yapilmistir. Yapilan incelemeler ile kultur
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ortaminda MG-63 hucrelerine bos salinomisin gonderilen gruplarda hucre
canliliklarinda beklenen duslisin olmadiglr sadece hucrelerin morfolojilerinde
bozulmalarin meydana geldigi gorlilmagstlr. Salinomisinin  nanopartiktle
enkapsule edilerek kdltur ortamina gonderildigi gruplarda, nanopartikullerin

kolay hucre igine alim 6zellikleri avantaj yaratmistir.

e Hucre kultir calismalarinin ikinci asamasinda, PLGA-SAL gruplari ile BnHAp
ve nHAp ilaveli gruplar arasinda ayri ayri kiyaslamalar yapilmigtir. Her bir grup
incelendiginde nanohidroksiapatitin MG-63 hcreleri tGzerindeki proliferasyonu
destekleyici 6zelligi nedeniyle igerisine katkilanan bor, salinomisin ile sinerjik
etki gosterememistir. Hem BnHAp hem de nHAp ilaveli gruplarin hiicre
canhliklarinda sadece PLGA-SAL gruplarina gore artis tespit edilmistir. Hicre
canlihgindaki bu artiglarin kontrol grubu olan bos PLGA nanopartikiller ile
kiyaslandiginda da daha yuksek olmasi hidroksiapatitin MG-63 hucreleri

uzerinde pozitif yonde etkinlik gésterdigini desteklemektedir.

e Bakteri klltir ¢calismalari; S. aureus, MRSA ve kontrol grubu olan MSSA ile
farkh konsantrasyonlarda salinomisin yukli antibiyoGram diskler ve BnHAp
varliginda yudrutulmustar. Bakteri kultar calismalarinin ilk basamaginda, disk
diftizyon metodu ile 19 standart antibiyoGram disk ve beraberlerinde her biri 20
puL DPBS ile ¢ozulip seyreltilerek hazirlanan 30 pg, 20 pg, 10 ug ve 5 pg
derigsimlerinde salinomisin yuklu antibiyoGram disklerin inhibisyon alanlari
incelenmistir. Bdylece Gram-pozitif bakterilere karsi antibakteriyel etkilere
sahip bir ila¢ olan salinomisinin farkh derigsimlerde 3 farkli bakteri susuna karsi

sergiledigi standart inhibisyon alanlari belirlenmigtir.

e Bakterilerle yuratulen galismalarin ikinci basamaginda ilk olarak, antibiyoGram
diskler ile agara katkilanmis BnHAp kullanilarak agar dilisyon metodu
cahsilimigtir. Sonuglar incelendiginde, salinomisin ve BnHAp’in sinerjik etki
gostererek antibiyoGram disklerin inhibisyon alanlarini standart alanlarina gore
genigletmekte ve etki alanlarini arttirmakta oldugu goérulmustir. Son olarak;
bakteri kulturinde pan¢ metodu yurutilmids ve sonucunda antibiyoGram
disklerin inhibisyon alanlarinin agarda BnHAp bulunan noktaya dogru
genigledigi gozlenmigtir. Salinomisin ve BnHAp, bakteri kultir ¢aligmalarinda

cok iyi sinerjik etki gostermistir.

Sonug olarak tez kapsaminda, MG-63 osteosarkom hicreleri tizerinde salinomisin

yukli ve bog PLGA nanopartikillerin etkileri hem yalniz hem de BnHAp ve nHAp
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varliginda incelenmigtir. Salinomisinin MG-63 osteosarkom hucreleri tizerinde ¢ok
iyi antikanserojen etki gosterdigi fakat nanopartikule katkilanarak kullanilan bor ile
sinerjik davranis sergilemedigi gdzlenmigtir. Yaruttlen bakteri kultir calismalarinda
disk difuzyon, agar dilisyon ve pang metodu ile galigiimig olup S. aureus, MRSA,
ve kontrol grubu olan MSSA bakteri suglar Gzerinde salinomisinin antibakteriyel
etkisi gorulmastir. Ayni zamanda BnHAp ve salinomisin sinerjik davranig

sergilemis, salinomisinin bakteriler Gzerindeki etki alani geniglemistir.
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EKLER

EK-1 HPLC Kalibrasyon Grafigi
Salinomisin enkapsulasyon verimi hesabinin anlatildigi Bolum 4.2.de enkapsulasyon

verimi hesabinda kullaniimak Uzere cizilenkalibrasyon grafigi agsagida gdosterilmistir.

Absorbans: 392nm

0,07
- y = 7E-05x + 0,0005
= R?=0,9952

0 200 400 600 800 1000
Alan

EK-2 PLGA Nanopartikullerden Salinomisin Salimi 1. Paralel Verileri
Bolim 4.3.1.’de anlatilan belirli araliklar ile PLGA nanopartikillerden salinomisin salim
ornekleri alinarak yapilan HPLC analizi sonuglarinin 1.paralel verileri asagidaki

tabloda gosterilmistir.

Salinan
c Atilan . Miktar
) Salinan 2,4-DNPh Toplam Kimaulatif
t (gun) | Pik Alani ] SAL (ng SAL/
(Mg/uL) SAL (ug) | Seyreltmesi SAL (ng) | Sahim (%)
(Mg) .
g
partikl)
0 0 0 0 0 0 0 0 0
0,0417 | 67,7874 0,0052 | 52,4511 58,2790 | 4,7206 58,2791 45,6620 14,5698
0,1667 | 67,3887 0,0052 | 52,1720 57,9689 | 4,6955 62,6896 49,1176 15,6724
0,7917 | 65,1715 0,0051 | 50,6200 56,2445 | 4,5558 65,6606 51,4454 16,4151
1| 60,2782 0,0047 | 47,1947 52,4386 | 4,2475 66,4105 52,0330 16,6026
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2 53,1065 0,0042 42,1745 46,8606 | 3,7957 65,0800 50,9905 16,2700

3 47,052 0,0038 37,9364 42,1515 | 3,4143 64,1667 50,2749 16,0417

5| 44,4097 0,0036 36,0867 40,0964 | 3,2478 65,5258 51,3398 16,3815

7| 45,1047 0,0037 36,5732 40,6369 | 3,2916 69,3142 54,3080 17,3286

9 35,2914 0,0030 29,7039 33,0044 | 2,6734 64,9732 50,9069 16,2433
11 33,3104 0,0028 28,3172 31,4636 | 2,5486 66,1058 51,7943 16,5265
13 33,0172 0,0028 28,1120 31,2356 | 2,5301 68,4263 53,6124 17,1066
15 36,9181 0,0031 30,8426 34,2696 | 2,7758 73,9904 57,9719 18,4976
17 35,3008 0,0030 29,7105 33,0117 | 2,6740 75,5084 59,1612 18,8771
19 35,2130 0,0030 29,6491 32,9434 | 2,6684 78,1141 61,2028 19,5285
21 50,7689 0,0041 40,5382 45,0425 | 3,6484 92,8815 72,7731 23,2204
23 55,3665 0,0044 43,7566 48,6184 | 3,9381 100,1059 78,4335 25,0265
27 55,3665 0,0044 43,7566 48,6184 | 3,9381 104,0439 81,5190 26,0110
31 56,5682 0,0045 44,5977 49,5530 | 4,0138 108,9167 85,3368 27,2292
35 56,5682 0,0045 44,5977 49,5530 | 4,0138 112,9305 88,4816 28,2326
37 56,0797 0,0044 44,2558 49,1731 | 3,9830 116,5643 91,3288 29,1411
39 56,6613 0,0045 44,6629 49,6255 | 4,0197 120,9997 94,8039 30,2499
41 56,9234 0,0045 44,8464 49,8293 | 4,0362 125,2232 98,1130 31,3058
43 51,2121 0,0041 40,8485 45,3872 | 3,6764 124,8173 97,7950 31,2043
45 51,0525 0,0041 40,7368 45,2631 | 3,6663 128,3695 | 100,5782 32,0924
47 51,3548 0,0041 40,9484 45,4982 | 3,6854 132,2709 | 103,6350 33,0677
49 51,9547 0,0041 41,3683 45,9648 | 3,7231 136,4229 | 106,8880 34,1057
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EK-3 PLGA-SAL np ve BnHAp Yiiklii Kitosan Doku iskelelerinden Salinomisin

Salimi 1. Paralel Verileri

Salinan
Miktar
¢ (giin) Pik C Salinan | 2,4-DNPh | Atilan Toplam | Kumiilatif (g SAL/
Alani (Mg/uL) SAL (ug) | Seyreltmesi | SAL (ug) | SAL (ug) | Salim (%)

mg
partikil)

0 0 0 0 0 0 0 0
0,0417 | 45,9001 | 0,0037 37,1300 41,2556 3,3417 44,9104 35,1876 11,2276
0,1667 | 50,2735 | 0,0040 | 40,1914 44,6567 3,6172 47,9989 37,6074 11,9997
0,7917 51,6672 | 0,0041 41,1670 45,7411 3,7050 52,7001 41,2908 13,1750
1 52,8818 | 0,0042 | 42,0172 46,6858 3,7816 57,3498 44,9339 14,3375
2 54,7745 | 0,0043 | 43,3421 48,1579 3,9008 62,6035 49,0501 15,6509
3 53,7791 | 0,0043 | 42,6453 47,3837 3,8381 65,7301 51,4998 16,4325
5 47,2877 | 0,0038 | 38,1013 42,3348 3,4291 64,5193 50,5512 16,1298
7 56,1253 | 0,0044 | 44,2877 49,2085 3,9859 74,8221 58,6235 18,7055
9 49,2977 | 0,0040 39,5083 43,8982 3,5558 73,4976 57,5858 18,3744
11 47,4355 | 0,0038 38,2048 42,4498 3,4384 75,6050 59,2369 18,9013
13 48,7727 | 0,0039 39,1408 43,4898 3,5227 80,0835 62,7458 20,0209
15 48,4941 | 0,0039 | 38,9458 43,2731 3,5051 83,3895 65,3361 20,8474
17 48,6469 | 0,0039 | 39,0528 43,3920 3,56148 87,0135 68,1755 21,7534
19 49,9385 | 0,0040 39,9569 44,3966 3,5961 91,5328 71,7164 22,8832
21 50,7197 | 0,0041 40,5037 45,0042 3,6453 95,7365 75,0100 23,9341
23 51,0041 | 0,0041 | 40,7028 45,2254 3,6633 99,6031 78,0395 24,9008
27 52,7856 | 0,0042 41,9499 46,6110 3,7755 104,6519 81,9953 26,1630
31 53,5789 | 0,0043 42,5052 47,2280 3,8255 109,0444 85,4369 27,2611
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35 51,4578 | 0,0041 | 41,0204 45,5782 3,6918 111,2202 | 87,1416 27,8050
39 52,4521 | 0,0042 | 41,7164 46,3516 3,7545 115,6853 | 90,6401 28,9213
43 49,1106 | 0,0039 | 39,3774 43,7526 3,5440 116,8409 | 91,5454 29,2102
47 47,5965 | 0,0038 | 38,3175 42,5750 3,4486 119,2072 | 93,3995 29,8018
51 48,6645 | 0,0039 | 39,0651 43,4057 3,5159 123,4865 | 96,7523 30,8716
55 49,5847 | 0,0040 | 39,7092 44,1214 3,5738 127,7180 | 100,0677 31,9295
59 49,0012 | 0,0039 | 39,3008 43,6676 3,5371 130,8380 | 102,5123 32,7095
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bir intihal icermedigini; aksinin tespit edilecegi muhtemel durumda dogabilecek her tiirlii hukuki sorumlulugu kabul
ettigimi ve yukarida vermis oldugum bilgilerin dogru oldugunu beyan ederim.

Geregini saygilarimla arz ederim.

Tarih ve imza
AdiSoyadr: Meltem Gamze OZTURK ol.c2 203

Ogrenci No: N15228497 /%m%

Anabilim Dali: BIYOMUHENDISLIK

Programi: YUKSEK LISANS

Statiisii: Y.Lisans [ ] Doktora [] Biitiinlesik Dr.

DANISMAN ONAYI

UYGUNDUR.

Prof.Dr. Menemse Glimiisderelioglu

(Unvan, Ad Soyad, imza)




