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Sunulan tez ¢aligmasinda, melatoninin osteoindiiktif ve antikanserojenik 6zelliklerinin bir
arada bulundugu doku iskelesi-temelli bir sistem gelistirilmesi amaglanmistir. Melatoninin
osteoindiiktif etkileri preosteoblastik MC3T3-E1 hiicre hatt1 ve insan mezenkimal kok
hiicreleri (hMSC); antikanserojenik etkileri ise MG-63 insan osteosarkom hiicre hatti
kullanilarak yiiriitiilen in vitro hiicre kiiltiir ¢aligmalar ile incelenmistir.

Emiilsiyon olusturma/¢dziicii buharlastirma yontemiyle iiretilen poli(laktik-ko-glikolik asit)
(PLGA) nanopartikiillerin ve PLGA mikropartikiillerin sirasiyla, yaklagik 200 nm ve 3 pm
capa sahip oldugu belirlenmistir. [n vitro salim ¢alismalar1 sonucunda, PLGA
nano/mikropartikiillerin melatoninin kontrollii ve uzun dénemli salimi i¢in olduk¢a uygun
sistemler oldugu ve 40 gilin sonunda partikiillerden salinan melatonin konsantrasyonunun
mikromolar mertebede oldugu goriilmistiir. Partikiillerden melatonin saliminin Higuchi
salim modeline uydugu, dolayisiyla diflizyon mekanizmasiyla gerceklestigi kanitlanmistir.
PLGA nanopartikiillerin preosteoblastik MC3T3-E1 hiicreleri ve MG-63 insan osteosarkom
hiicreleri {izerinde toksik etki gosterdigi belirlenmis ve partikiillerin hiicre icerisine alim
yiizdeleri, sirasiyla ~%30 ve ~%60 olarak hesaplanmistir. Dolayisiyla, PLGA
nanopartikiillerin doku iskelelerine yiiklenerek kullanilmas1 gerektigi vurgulanmastir.

Kitosanin biyoaktivitesini arttirmak amaciyla toz ve boncuk formdaki hidroksiapatit (HAp)
partikiillerin ~ kitosan  yapisina katilmasiyla dondurarak-kurutma  yontemi ile
kitosan/hidroksiapatit (HAp) doku iskeleleri iiretilmistir. Iskelelerin ii¢ boyutlu gdzenek
yapilar1 taramali elektron mikroskobu (SEM) ve mikro-bilgisayarli tomografi (u-CT) ile
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incelenmistir. MC3T3-E1 hiicreleri ile gerceklestirilen ¢alismalarda kitosan/boncuk HAp
doku iskelesinin hiicre iiremesini daha ¢ok destekledigi belirlenmistir. Melatonin ytiklii
PLGA mikropartikiillerin kitosan/HAp doku iskelelerinin yapisina {iretim sirasinda
katilmasiyla hazirlanan kitosan/HAp+Mp doku iskelelerinde iireyen MC3T3-El
hiicrelerinin alkalen fosfataz (ALP) aktivitesinin ve runt-iligkili transkripsiyon faktor
(RunX2), kollajen tip 1 (Coll), osteokalsin (Ocn) ve osteopontin (Opn) genlerinin
ekspresyon seviyelerinin diger gruplara gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir. SEM ve
konfokal lazer taramali mikroskop (CLSM) goriintiileri, hiicrelerin iskelenin 600-700 uM
derinliklerine kadar gog ettiklerini géstermistir.

Melatoninin osteosarkom hiicreleri {izerindeki etkisini incelemek amaciyla, 900 W, 60 s ve
90 s mikrodalga kosullarinda melatonin/hidroksipropil-p-siklodekstrin (HPBCD) inkliizyon
kompleksleri tretilmigtir. Melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksleri, kitosan/HAp+Mp
doku iskelelerine, iskele basina 2.267 + 0.236 mg melatonin icerecek sekilde basarili bir
sekilde yiiklenmistir. [n vitro salim ¢alismalar1, doku iskelelerinden melatonin saliminin 5
giin gibi oldukca kisa siirede gerceklestigini ve salinan melatoninin yaklagik 8§ mM
konsantrasyonda oldugunu ortaya koymustur. Hazirlanan melatonin/HPBCD inkliizyon
kompleksi yiiklii doku iskelelerinin MG-63 insan osteosarkom hiicreleri tizerindeki etkisi in
vitro hiicre kiiltiir caligmalari ile incelenmis ve bu sistemden yiiksek miktarda ve ¢ok hizl
bir sekilde salinan melatoninin kanser hiicrelerinin iiremesini hiicre dongiisiiniin Go/G
fazinda inhibe ettigi belirlenmistir.

Melatoninin hMSClerin osteoblastlara farklilasmasindaki etkisini incelemek amaciyla ipek
filmler kullanilmis ve bu filmlerin yiizeyi farkli konsantrasyonlarda (0-2,000 uM) melatonin
ile modifiye edilmistir. ipek filmlerden ilk 24 saatte melatoninin biiyiik bir kism1 ani bir
sekilde salinmis ve salim 5 giin boyunca devam etmistir. Melatoninin 250 uM, 500 uM ve
1,000 uM konsantrasyonlar1 hiicreler tizerinde herhangi bir toksik etki yaratmadigindan bu
konsantrasyonlar kullanlarak hMSCler ile in vitro hiicre kiiltlir ¢calismalar1 yiiriitilmiistiir.
Hem biiylime hem de farklilagma ortaminda gergeklestirilen g¢alismalar sonucunda,
melatonin varliginin hiicrelerin ALP aktiviteleri ve sirasiyla, erken ve ge¢ donem farklilagsma
belirtecleri olan RUNX2 ve OCN protein ekspresyonlarin arttirdigi goriilmiistiir. Von Kossa
boyamalar1 sonucunda, melatonin iceren ipek filmler iizerinde kiiltiire edilen hiicrelerin
kiiltiirlin ge¢ donemlerinde mineralize nodiiller sentezledikleri belirlenmistir.

Elde edilen veriler sonucunda, gelistirilen doku iskelesi-temelli melatonin tagiyici sistemden
salman mikromolar konsantrasyondaki  melatoninin  preosteoblast hiicrelerinin
proliferasyonunu arttirdigi, milimolar konsantrasyondaki melatoninin ise osteosarkom
hiicrelerinin liremesini inhibe ettigi belirlenmistir. Boylece, melatoninin osteoindiiktif ve
antikanserojenik 6zelliklerinin bir arada etkili oldugu bu sistemin osteosarkom tedavisi i¢in
uygun oldugu sonucuna ulasilmistir.

Anahtar Kelimeler: melatonin, kemik doku miihendisligi, osteosarkom, inkliizyon
kompleksi, kontrollii salim, ipek film.

il



ABSTRACT

THE ROLE OF MELATONIN IN BONE TISSUE ENGINEERING
APPROACH: IN VITRO STUDIES

Damla CETIN ALTINDAL
Doctor of Philosophy, Department of Chemical Engineering
Supervisor: Prof. Dr. Menemse GUMUSDERELIOGLU
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In the presented study, it was aimed to develop a tissue scaffold-based system in which the
osteoinductive and anticarcinogenic properties of melatonin coexist. For this purpose,
osteoinductive effects of melatonin were investigated using preosteoblatic MC3T3-E1 cell
line and human mesenchymal stem cells (hMSC); anticarcinogenic effects of melatonin were
investigated using MG-63 human osteosarcoma cell line by in vitro cell culture studies.

It has been determined that, poly(lactide-co-glycolic acid) (PLGA) nanoparticles and PLGA
microparticles produced by emulsion/solvent evaporation method have diameters of about
200 nm and 3 um, respectively. In vitro release studies showed that, PLGA
nano/microparticles are highly suitable systems for controlled and long-term release of
melatonin, and the concentration of melatonin released from the particles after 40 days is in
micromolar level. The release behavior of melatonin from the particles was consistent with
the Higuchi release model, so the diffusional mechanism proved to be the result of
mathematical analysis. PLGA nanoparticles were shown to be toxic on both preosteoblastic
MC3T3-El cells and MG-63 human osteosarcoma cells and the percentages of particles
uptaken by the cells were determined to be ~ 30% and ~ 60%, respectively. Therefore, it has
been emphasized that PLGA nanoparticles should be loaded onto tissue scaffolds.

In order to increase the bioactivity of chitosan, chitosan/hydroxyapatite (HAp) tissue
scaffolds were produced by freeze-drying by adding HAp particles in powder and bead form
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to the chitosan structure. Three-dimensional pore structures of the scaffolds were
investigated by scanning electron microscopy (SEM) and micro-computerized tomography
(u-CT). Studies conducted with MC3T3-E1 cells have shown that chitosan/bead HAp tissue
scaffold more strongly supported cell proliferation. It was determined that, cells proliferating
in chitosan/HAp+Mp tissue scaffolds prepared by incorporation of melatonin loaded PLGA
microparticles during the production of chitosan/HAp tissue scaffolds produced the most
favorable results. The alkalene phosphatase (ALP) activity and the expression levels of runt-
related transcription factor (RunX2), collagen type 1 (Coll), osteocalcin (Ocn) and
osteopontin (Opn) genes of this group were found to be higher than that of the other groups.
SEM and confocal laser scanning microscope (CLSM) images showed that the cells
migrated into the depth of 600-700 uM of the scaffold.

To investigate the effect of melatonin on osteosarcoma cells, melatonin/hydroxypropyl-f-
cyclodextrin (HPBCD) inclusion complexes were produced under 900 W, 60 s and 90 s
microwave conditions. Melatonin/HPBCD inclusion complexes were successfully loaded
into chitosan/HAp+Mp to contain 2.267 + 0.236 mg of melatonin per scaffold. /n vitro
release studies demonstrated that melatonin was released from tissue scaffolds within a very
short time period such as 5 days and the released melatonin concentration was approximately
8 mM. The effect of melatonin/HPBCD inclusion complex-loaded tissue scaffolds on MG-
63 human osteosarcoma cells was examined by in vitro cell culture studies and it was
determined that melatonin released from this system in a high amount and very rapidly
inhibited the proliferation of cancer cells in the Go/G phase of the cell cycle.

Silk films were used to study the effect of melatonin on the differentiation of hMSCs into
osteoblasts and the surface of these films was modified with melatonin at different
concentrations (0-2,000 uM). In the first 24 hours, most of the melatonin was released
suddenly and the release continued for 5 days. Since concentrations of melatonin at 250 uM,
500 uM and 1,000 uM did not cause any toxic effects on the cells, in vitro cell culture studies
with hMSCs were carried out using these concentrations. Studies of both growth and
differentiation medium showed that, the presence of melatonin increased ALP activities of
cells and RUNX2 and OCN protein expressions that were early and late differentiation
markers, respectively. As a result of Von Kossa staining, it was determined that cells cultured
on silk films containing melatonin synthesized mineralized nodules in the late culture period.

As a result of the obtained data, it was determined that melatonin in the micromolar
concentration released from the developed tissue scaffold-based melatonin carrier system
increased the proliferation of preosteoblast cells and melatonin in milimolar concentration
inhibited the proliferation of osteosarcoma cells. Thus, it was concluded that this system, in
which osteoinductive and anticarcinogenic properties of melatonin are effective, is suitable
for osteosarcoma treatment.

Keywords: melatonin, bone tissue engineering, osteosarcoma, inclusion complex,
controlled release, silk film.
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1. GIRIS

Kemik dokusu, kemige elastikligini veren organik matris ile kemige sertlik kazandiran
inorganik matrisi igeren kompozit bir yapidir. Kemigin, viicuda destek saglamasinin
haricinde, i¢ organlari dis etkilerden korumak, kalsiyum ve fosfor gibi minerallerin
depolanmasi ile kandaki elektrolitlerin miktarlarinin diizenlenmesi gibi oldukg¢a hayati
gorevleri bulunmaktadir [1]. Kemik dokusu, her ne kadar kendini yenileyebilme ve yiiksek
tyilesme potansiyeline sahip olsa da, tiimorler, travmalar veya bazi kemik hastaliklarindan
kaynakli biiyiik kemik hasarlarinda cerrahi miidahaleler gerekmekte ve bu durum da bireyin

yasam kalitesini diisiirmektedir [2].

Osteosarkom, en ¢ok c¢ocuklar1 ve gencleri etkileyen kotii huylu kemik timoriidiir ve
cocukluk cagi tiimorlerinin yaklasik %5’ini olusturmaktadir. Genellikle uzun kemiklerde
goriilen bu hastalik, biyolojisi geregi radyoterapiye cevap vermemekte ve cerrahi iglemin
ardindan yiiksek doz kemoterapi ile tedavi edilmektedir. Ancak, bu tedavi yontemleri tam
anlamiyla verimli olmamakla birlikte, hastalarin yaklasik %?20’sinde osteosarkom
hiicrelerinin akcigerlere metastazi ile sonuglanmaktadir. Ayrica, kemoterapi oldukca zorlu
bir siirectir ve sadece kanserli dokuya degil tiim viicuda etki etmektedir. Bu nedenle, son
yillarda sadece tiimorlii bolgeye Ozgii tedavi sistemleri gelistirilmektedir. Bu tedavi
yontemlerinde, ¢esitli antikanserojenik ilaglarin tek baglarina veya birlikte kullanimi s6z
konusudur. Ancak etkin ilag¢ tiirli, dozu ve salim siiresi gibi tedaviyi basarili kilacak
parametrelerin kisiye gore degisken olusu, ilaclarin saglikli hiicreler ve bagisiklik sistemi
tizerindeki olumsuz etkileri gibi nedenler, tedavi siirecindeki basariyr arttiracak yeni

yaklasimlarin gelistirilmesini gerekli kilmaktadir [2-4].

Kemik hasarlarinin tedavisinde hastanin kendi viicudundan alinan otolog kemik yamalari
simdiye kadar kullanilan en avantajli yontem olmasina ragmen, ikinci bir cerrahi islem
gerektirmesi, hastada yeni bir kemik hasarina neden olmasi ve ¢ok biiylik hasarlarda istenilen
boyutta doku alinamamasi gibi baz1 dezavantajlara sahiptir [5]. Bu nedenle, preosteoblast
veya mezenkimal kok hiicrelerin, kemik doku olusumunu uyarici biyosinyal molekiillerin ve
tic boyutlu, gbzenekli doku iskelelerinin kullanildigi kemik doku miihendisligi yaklagimi

kemik hasarlariin tedavisinde ¢ok biiyiik 6nem tasimaktadir [6].

Kemik doku miihendisligi temel olarak doku iskelesi, hiicreler ve biyosinyal molekiillerden
olugmaktadir. Bu biyosinyaller, dogrudan doku iskelelerine yiiklenebilmektedir, ancak

kararsiz yapilar1 ve kisa yarilanma dmiirlerinden dolay1 etkin bir sekilde bu molekiillerden



yararlanilamamaktadir. Kontrollii salim sistemleri ise hedef bolgeye uygulanacak ilaglarin
etkinligini arttirmada siklikla tercih edilmektedir. Boylelikle, ilag dozu azaltilmakta, ilacin
uygulama siiresi uzatilmakta ve olusabilecek yan etkiler minimuma indirilmektedir. Ayrica,
bu sistemlerde biyoaktivitesi ¢abuk bozulan ilaglar genellikle polimerik yapilar icerisine

hapsedildiginden, ilaglardan en yiiksek verimde yararlanmak miimkiindiir [7].

Melatonin beyindeki epifiz bezi tarafindan salgilanan indol yapidaki bir hormondur.
Melatoninin kronobiyolojik bir diizenleyici olmasi, liremeyi, yaslanmayi, uyku davranisini
ve kan basimcii diizenlemesi ile bagisiklik sistemini desteklemesi gibi ¢esitli gorevleri
bulunmaktadir. Bu fonksiyonlarda meydana gelebilecek bozukluklar ¢esitli hastaliklara
zemin hazirlayarak enfeksiyon riski, bagisiklik sistemi hastaliklar1 ve kansere yakalanma
oranini arttirabilmektedir. Melatoninin kemik dokusu iizerinde oldukca Onemli etkileri
bulunmaktadir. Osteoblastlar1 aktive eden melatonin, osteoklastlarin aktivitesini ise inhibe
etmektedir [8-10]. Melatoninin bir diger etkisi ise kanser tizerinedir ve bir¢ok kanser tilirtinde
oldukga etkili sonuglar verdigi yapilan caligmalarda gosterilmistir. Melatoninin kanser
tedavilerinde kemoterapik ilaglar ile kullanilmasinin hem bu ilaglarin etkinligini arttirdig1
hem de ilaglarin neden oldugu yan etkileri azalttigi in vitro ve in vivo calismalarla
belirlenmistir [11, 12]. Ancak, melatoninin osteosarkom iizerindeki etkilerini inceleyen
olduk¢a az sayida calisma bulunmaktadir. Ayrica, ilgili literatiirde melatoninin hem yeni
kemik doku olusumu, hem de osteosarkom iizerindeki etkisini bir arada inceleyen doku

miihendisligi yaklagimli bir caligmaya da rastlanmamastir.

Sunulan tez ¢alismasinin amaci, melatoninin osteoindiiktif ve antikanserojenik 6zelliklerinin
bir arada etkili olabilecegi doku iskelesi-temelli bir sistem gelistirilmesidir. Kemik tiimoriine
sahip hastalarda tiimoriin cerrahi islemle alinmasinin ardindan olusan hasarli bolgeye
tiretilen sistemin implante edilmesi ile bir yandan cevre dokudaki kanser hiicrelerinin
kemoterapiye gerek kalmadan ortadan kaldirilmasi, bir yandan da hasarli bolgede yeni
kemik doku olusumu hedeflenmistir. Bu amagla, gelistirilen doku iskelesi-temelli sistemin
kemik hiicreleri tizerindeki proliferatif etkisi ile kanser hiicreleri lizerindeki inhibitor etkisi,
istenilen dozlarda ve silirede melatonin salimini gergeklestirecek iki farkli tasiyict sistemin

doku iskelelerine eklenmesi ile incelenmistir.

Kemik farklilagmasini desteklemek icin diisiik melatonin konsantrasyonu (mikromolar),
kanser hiicrelerinin inhibe olmasi i¢in ise yliksek melatonin konsantrasyonu (milimolar)
gerekmektedir. Bu amagla, melatoninin kemik doku miihendisligindeki etkinliginin
incelenmesi i¢in PLGA nano/mikropartikiilleri iiretilmis ve doku iskelelerine eklenerek
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kontrollii ve uzun donemde melatoninin salimi saglanmistir. Melatoninin doku iskelelerine
hem yiiksek miktarda yiiklenebilmesi hem de hizli bir salim saglamak amaciyla ise
melatonin-siklodekstrin inkliizyon kompleksi olusturulmus ve gelistirilen doku iskelelerine
yiiklenmistir. Iki farkli salim sistemini yapisinda barmdiran doku iskeleleri ile yiiriitiilen in
vitro hiicre kiiltiir galismalar1 sonucunda osteosarkom tedavisinde kullanilabilecek bir sistem
Onerisinde bulunulmustur. Ayrica, tez calismast kapsaminda melatoninin kemik iligi kokenli
insan mezenkimal kok hiicrelerinin (hMSC) proliferasyonu ve osteojenik farklilagsmasi
tizerindeki etkilerini inceleyebilmek amaciyla ipek filmlerin yiizeyi melatonin ile modifiye
edilmistir. Melatoninin ipek filmler iizerinde kiiltiire edilen hMSClerin osteojenik
farklilagmasi tizerindeki etkileri hem biiyiime hem de farklilagma ortaminda incelenmis ve
melatoninin mikromolar konsantrasyonlarinin mezenkimal kok hiicrelerin farklilasma
davraniglar1 lizerindeki etkileri belirlenerek, kemik rejenerasyonu i¢in uygun bir doku
modeli ortaya konmus ve melatoninin mezenkimal kok hiicreler iizerindeki etkisi

vurgulanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

Bu kisimda, sunulan tez ¢alismasinin temelini olusturan konularla ilgili literatiir bilgisi
verilmistir. ilk olarak kemik dokusu tanimlanmis ve kemik doku miihendisligi yaklagimimin
gerekliliginden bahsedilmistir. Ikinci bdliimde, melatoninin genel 6zelliklerine deginilmis
ve hem kemik rejenerasyonundaki hem de kanser iizerindeki etkileri detayli bir sekilde
sunulmustur. Uciincii boliimde bir kemik kanser tiirii olan osteosarkom ve melatonin
arasindaki iliskiden bahsedilmistir. Dordiincii ve besinci boliimlerde, sirasiyla, kontrollii
salim sistemleri ve in vitro salim mekanizmasinin nasil belirlenecegi anlatilmistir. Altinct
boliimde ise polimerik nano/mikropartikiillerin tiretim yontemleri ve doku miihendisliginde
kullanim alanlar1 iizerinde durulmustur. Son kisimda ise siklodekstrinler ve inkliizyon

kompleksleri ile ilgili bilgiler sunulmustur.

2.1. Kemik Doku Miihendisligi

2.1.1. Kemigin yapisi ve yeninden yapilanmasi

Kemik olduk¢a karmasik, damarli ve herhangi bir yara dokusu olusmadan kendini siirekli
yenileyebilen mineralize bir bag dokudur. Kemik dokusu kortikal (kompakt) ve trabekiiler
(kanseloz veya silingerimsi) kemik olmak {iizere iki farkli makroyapidan olusmaktadir.
Kortikal kemik tekrar eden osteon iinitelerine sahiptir ve tiim iskelet agirhiginin yaklasik
%80’ini olusturmaktadir. Sik1 ve sert bir yapiya sahip olan kortikal kemigin gozenekliligi
cok dustktiir (%10). Trabekiiler kemik ise oldukca gozeneklidir (%50-90) ve bu
ozelliginden dolay: sikistirma direnci kortikal kemiginki ile kiyaslandiginda 20 kat daha
azdir [5, 13]. Kemigin dis1 periyost tabakasi ile kaplidir. Kemik dokusunun nanoyapisinda
ise hiicre dis1 matris bilesenleri bulunmaktadir. Kemik hiicre dis1 matrisi hem mineralize
olmayan organik bilesenler (cogunlukla tip 1 kollajen) hem de mineralize inorganik
bilesenlerden (¢cogunlukla hidroksiapatit, HAp) olusmaktadir. Kemigin yapis1 ve hiyerarsik

organizasyonu Sekil 2.1°de sunulmustur.
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Sekil 2.1. Kemigin yapisi ve hiyerarsik organizasyonu ([ 1]’den degistirilerek).

Kemik, yaslanmis dokunun kemik yikimindan sorumlu osteoklast hiicreleri tarafindan
ortadan kaldirilmas1 ve kemik yapimindan sorumlu osteoblast hiicreleri sayesinde yeni
kemigin olusmasi sonucu siirekli olarak kendini yenileyen dinamik bir dokudur. Birbiriyle
iliskili bu iki siire¢, kemigin anatomik ve yapisal biitiinliigiiniin devami i¢in gereklidir [14].
Ayni sekilde kirik veya hastaliklara bagli olarak meydana gelen kemik hasarlar1 da
osteoblastlar ile osteoklastlarin sayilar1 ve aktiviteleri arasindaki hassas denge sayesinde

tyilesmekte ve kemik dokusu bu sekilde siirekli olarak yeniden yapilanmaktadir.

Kemigin yeniden yapilanmasi temel olarak 4 asgamadan meydana gelmektedir. Bu agamalar:
kemik yikimi (rezorpsiyon), geri doniisiim, matris birikimi ve mineralizasyondur. Bu
siirecte, ilk olarak hasarli bolgedeki hematom igerisinde sentezlenen sitokinler osteoklast
onciil hiicreleri olan preosteoklastlarin kemik yiizeyine go¢ etmesine yardimci olur ve
ardindan preosteoklastlar osteoklastlara farklilagarak kemik yikimini gerceklestirir.
Sonrasinda, osteoblast onciil hiicreleri olan preosteoblastar burada ¢ogalip osteoblastlara
farklilasarak kemigin yikima ugrayan bdlgesine yerlesirler. Son olarak osteoblastlar
osteositlere farklilasir ve mineralizasyon sonucunda yeni kemik doku olusur [9, 15].

Kemigin yeniden yapilanmasinin sematik gosterimi Sekil 2.2°de sunulmustur.
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Sekil 2.2. Kemigin yeniden yapilanmasi ([15] ten degistirilerek).

Kemik dokunun temel goérevi viicuda yapisal destek saglamak ve i¢ organlari korumaktir.
Bunun yani sira, yapisinda kalsiyum ve fosfor depolayarak homeostazi saglamakta ve
kandaki temel elektrolitlerin konsantrasyonunu diizenlemektedir. Hayati derecede 6nem
tastyan tim bu Ozelliklerinden dolayi, kemigin yapisinda meydana gelebilecek hasarlar
kisinin yasam kalitesini ciddi derecede etkilemektedir [1, 5]. Kemik oldukc¢a yiiksek bir
rejenerasyon kapasitesine sahiptir ve Ozellikle genclerde meydana gelen kiiciik kemik
hasarlar1 zamanla kendiliginden iyilesmektedir. Ancak, yaralanma, timor, enfeksiyon veya
cesitli hastaliklara bagl olarak meydana gelebilecek biiyiik kemik hasarlar1 i¢in ¢gogunlukla

cerrahi miidahaleler gerekmektedir.

2.1.2. Kemik hasarlarinda kullanilan klinik yontemler

Kemikte meydana gelen hasarlardan dolay1 gerceklestirilen cerrahi operasyonlar sonrasinda
olusan acikliga gerekli malzemelerin yerlestirilmesi, hem yeni kemik olusumunun
tetiklenmesi hem de iyilesme siirecinde mekanik destek saglanmasi agisindan oldukga

onemlidir.

Giliniimiizde kemik hasarlarinin tedavisinde kisinin kendisinden alinan kemik yamalar1 olan
otogreftler, kadavradan alan kemik yamalari olan allogreftler ve hayvandan alinan kemik
yamasi olan zenogreftler ile bunlara alternatif olarak metal ve seramikler kullanilmaktadir
[5]. Bu tedavi yontemlerinin i¢erisinde klinik agidan en avantajli sonucu veren otogreftlerdir.
Ciinkii otolog kemik yamalari, kisinin yiik tasimayan bdlgesinden alinmakta ve hasarli
bolgeye implante edilmektedir. Bu amagla genellikle hastanin iliak kanadindaki slingerimsi
kemik kullanilabilecegi gibi kortikal kemik de kullanilabilmektedir. Her ne kadar diger
yontemlere gore basarilt olsa da, bu yontemin kullanimi yeterli biiyliklikte kemik
allmamamas1 ile yeniden bir operasyona ve kemik hasarina neden olmasindan dolayi
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kisithdir. Allogreftler ve zenogreftlerin ise implante edildigi kemikle biitiinlesmesi
otogreftler kadar iyi degildir. Ayn1 zamanda, kadavradan veya hayvandan alindigindan
bagisiklik sisteminin tepkisi ile donérden hastaya patojen aktarimi gibi olumsuz durumlar
meydana gelebilmektedir. Metal ve seramiklerin de kemik hasarlarindaki kullaniminda
cesitli kisitlamalar s6z konusudur. Ornegin metaller implantasyon bdlgesinde doku ile
yeterince biitlinlesememekte ve enfeksiyona neden olabilmektedir. Seramikler ise
kirilganliklart ve diisik ¢ekme dayanimina sahip olmalarindan dolay1r yiiksek kayma

gerilimine ve biikiilmeye maruz kalan bolgelerde kullanilamamaktadir [5, 16, 17].

2.1.3. Kemik doku miihendisligi yaklasim

Kemik hasarlarinin tedavisinde kullanilan yontemlerin tiimiiniin ¢esitli dezavantajlarinin
olmasi “kemik doku miihendisligi” yaklasimini glindeme getirmistir. Temel hedefi yeni bir
kemik yamasi olusturarak kemik onarimini ve rejenerasyonunu saglamak olan kemik doku
miithendisligi yaklagiminda bilim adamlarinin, miihendislerin ve cerrahlarin igbirligi oldukca

onemlidir.

Kemik doku miihendisligi i¢in gerekli bazi temel bilesenler bulunmaktadir. Bu bilesenler,
dogal kemigin ekstraseliiler ¢evresini taklit edebilecek gozenekli, biyouyumlu ve ii¢ boyutlu
bir doku iskelesi, bu doku iskelesi icerisinde iireyecek osteojenik hiicreler ve hiicrelerin
kemik dokuya farklilagsmasini yonlendirecek biyosinyal molekiillerdir. Bunlarin haricinde,
biiyliyen dokunun yeterince beslenebilmesi i¢in damarlanma da 6nemli bir parametredir

[16]. Sekil 2.3°te kemik doku miihendisligi yaklasiminin sematik gosterimi verilmistir.

Hiicreler Biyosinyaller

=

—

Doku Iskelesi Hiicre Kiiltiirii Implantasyon Kemik Olusumu

Sekil 2.3. Kemik doku miihendisligi yaklasimi ([ 18] den degistirilerek).

Kemik doku miihendisliginde kullanilacak doku iskelelerinin sahip olmasi gereken
Ozelliklerden en onemlisi osteoindiiktif ve/veya osteokondiiktif olmasidir. Osteoindiiktif
doku iskeleleri, osteoprojenitdr hiicrelerin doku iskelesine tutunmasini, iskele icerisine go¢
etmesini, farklilagmasini ve sonugta yeni kemi8in olusumunu saglanmaktadir.
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Osteokondiiktif doku iskeleleri ise, kemigin kapiler yapisinin olusumunu ve hiicrelerin ana
dokudan malzemeye yonlenerek kemik hiicrelerinin ¢ogalmasini destekler ve boylelikle
kemigin 3 boyutlu yapisinin olusmasimi saglarlar. [6, 19, 20]. Bu 06zelliklerin haricinde
kullanilacak doku iskeleleri biyouyumlu, gozenekli ve biyobozunur olmali, ayn1 zamanda
da viicut icerisine implante edildiginde mekanik strese maruz kalacagindan yeterli mekanik

dayanima sahip olmalidir.

Kemik doku miihendisligi uygulamalarinda gozenekli ve {i¢ boyutlu doku iskelelerinin
iiretiminde genellikle biyobozunur polimerler kullanilmakta ve ¢esitli fabrikasyon teknikleri
ile gozenekli iic boyutlu yapilar elde edilmektedir. Biyobozunur polimer olarak da
cogunlukla poli(laktik asit) (PLA), poli(glikolik asit) (PGA) ve bunlarin kopolimerleri
(PLGA) gibi poliesterler tercih edilmektedir. Bu sentetik polimerlerin tercih edilmesinin
nedenleri biyouyumlu olmalar1 ve in vivo ortamda kontrollii bir sekilde bozunmalar1 sonucu
herhangi bir toksik bilesen olusturmamalaridir. Kemik yenilenmesinde kullanilan diger bir
tiir malzeme ise hidroksiapatit (HAp) ve trikalsiyum fosfat (TCP) gibi seramiklerdir. Bunlar
dogal kemigin yapisinda da bulunduklarindan ¢ok yiiksek osteokondiiktiviteye ve kemige
baglanma kapasitesine sahiptirler. Bu malzemelerin en 6nemli dezavantaji, kirilganliklart ve
islenmelerinin zor olmasidir. Kalsiyum fosfatlarin osteokondiiktivitesi ile poliesterlerin
biyobozunurluk  6zelliklerini  birlestirmek  i¢in  polimer/seramik  kompozitleri
gelistirilebilmekte ve bdylece ¢ok daha {iistliin Ozelliklere sahip doku iskeleleri elde
edilmektedir [6]. Literatiirde yapilan ¢alismalarda, sadece polimerin kullanildig1 durumlarda
kemik matrisi sadece malzemenin yilizeyinde olusurken (<240 nm) [21], kompozit doku
iskelelerindeki yeni dokunun, iskelenin ortasina kadar olan bolgede olustugu belirlenmistir

[22].

Polimer/seramik kompozit doku iskeleleri ayrica dogal kemik dokusunu g¢ok giizel bir
sekilde taklit etmektedirler. Clinkii dogal kemigin yapisinda daha dnce de bahsedildigi gibi
hem organik hem de inorganik bilesenler bulunmaktadir. Kemikte bulunan nanometre
boyutundaki inorganik bilesenler kemigin mekanik 6zellikleri agisindan oldukga 6nemlidir.
Kemigin yapisindaki minerallere igerik, boyut ve morfoloji olarak benzeyen sentetik nano
boyuttaki HAp’in kullanildig1 ¢aligmalarda malzeme iizerine protein adsorpiyonunun ve
osteoblast tutunmasinin diger mikron boyuta sahip seramiklerin kullanildigr duruma gore

onemli derecede arttig1 belirlenmistir [6, 23].



2.2. Melatonin

2.2.1. Sentezi ve genel ozellikleri

Melatonin (N-asetil-5-metoksitriptamin) memeli beynindeki epifiz bezinden (pineal gland)
salgilanan, 6zellikle tiimor biiyiimesinin inhibisyonu, kalp ritminin, viicut sicakliginin ve
uyku-uyaniklik dongiisiiniin diizenlenmesi ile bagisiklik sistemi fonksiyonlar1 ve dokularda
homeostazin saglanmasi gibi olduk¢a 6nemli siireclerde rolii oldugu diisliniilen amin
yapidaki bir nérohormondur [24, 25]. Melatonin sentezi epifiz bezinin haricinde retina,
kemik 1iligi, safra ve gastrointestinal sistemde de gerceklesmektedir, ancak buralarda

gergeklesen sentezin plazma melatonin diizeyine etkisi oldukc¢a azdir [25, 26].

[k olarak 1958 yilinda bir dermatolog olan Aaron Lerner tarafindan kesfedilen melatoninin
memelilerin haricinde, bakterilerde, bitkilerde, protistalarda, omurgali ve omurgasiz
hayvanlarda bulunmasi, bu basit molekiiliin neredeyse tiim bu organizmalardaki yasamsal
stireclerle baglantili énemli biyolojik aktivitelerden sorumlu olabilecegini gostermektedir

[25-28]. Melatoninin kimyasal yapis1 ve molekiiler gosterimi Sekil 2.4’te sunulmustur.

HiC—o

HN HN

(a) (b)

Sekil 2.4. Melatoninin (a) kimyasal yapisi ve (b) molekiiler gdsterimi.

Melatonin sentezinde birinci basamak esansiyel bir indol aminoasidi olan ve disaridan
besinlerle alinan triptofanin epifiz bezinin endokrin hiicreleri olan pineolasitler igerisine
alinmasidir. Ardindan, hiicre igerisine alinan triptofan, triptofan hidroksilaz aracilifiyla 5-
hidroksitriptofan’a  hidroksillenir. ~ 5-hidroksitriptofan ise aromatik  L-aminoasit
dekarboksilaz ile 5-hidroksitriptamine (serotonin) doniisiir. Sonrasinda, 5-hidroksitriptamin
N-asetil transferaz enzimiyle N-asetil serotonine, ardindan da hidroksiindol-O-metil
transferaz enzimi ile N-asetil-5-metoksitriptamine (melatonin) doniisiir. Melatoninin sentez

mekanizmasi Sekil 2.5’te verilmistir [25, 29].
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Sekil 2.5. Melatonin sentezi ([29] dan degistirilerek).

Sentezlenen melatonin epifiz bezinde depolanmamaktadir. Melatonin, hem epifiz bezi ve
sistemik dolasimda kan-beyin bariyeri bulunmadigindan hem de amfifilik yapisindan dolay:
tiretildikten sonra olduk¢a hizli bir sekilde kana karisir ve dokulara dagilir. Kandaki
yarilanma siiresi yaklasik 10-40 dk olan melatoninin biiyiik bir kismi1 karacigerde geri kalan

da bobrekte metabolize edilir.

Melatoninin sentezi 24 saatlik aydinlik/karanlik dongiisiine gore gergeklesmektedir ve 151k
ile dogrudan iligkilidir. Isik g6ziin retinasindaki fotoreseptorler tarafindan retinohipotalamik
yoldan gecerek hipotalamusun suprakiazmatik niikleusuna oradan da paraventrikiiler
niikleusa iletilir. Buradaki sinirler vasitasiyla ¢ikan sinyaller once siiperior servikal

gangliona oradan da epifiz bezine ulasir. Bu sinyallerin pinealositleri uyarici etkisi karanlikta
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tetiklenirken, 151k varliginda inhibe olmaktadir. Dolayisiyla melatonin sentezi ve salimi da
karanlikta artarken aydinlikta azalmaktadir. Ayrica, melatonin sentezini saglayan enzimler
de karanlikta aktiflesmektedirler [25, 29-31]. Melatoninin beyindeki iiretim yolagir Sekil
2.6’da gosterilmistir.

H,C—O0 Melatonin

H
N CH,

4,. [ Epifiz bezi ]

hipotalamik
yol

. Suprakiazmatik
niikleus

Sekil 2.6. Melatoninin beyindeki iiretim yolagi ([29] dan degistirilerek).

Biyolojik saat olarak da bilinen sirkadiyen ritim iizerinde melatoninin olduk¢a 6nemli bir
rolii vardir. Cilinkii uyku-uyaniklik dongiisii melatonin tarafindan diizenlenmektedir.
Plazmadaki melatonin konsantrasyonu giin boyunca diisiikken (<10 pg/mL), gecenin
ilerleyen saatlerinde artis gostermektedir (25-120 pg/mL) ve 8 saat kadar ayni seviyede
kaldiktan sonra sabah tekrar diislis gostermektedir [32]. Bu nedenle melatonin “drakula

2

hormonu” veya “karanliklar hormonu” olarak da bilinmektedir. Melatoninin, biiylime
hormonunun salimini tetiklemesinin yani sira, ergenligi baslatict 06zellikleri de
bulunmaktadir. Bu fonksiyonlarda olusabilecek bozukluklar c¢esitli enfeksiyonlara,

bagisiklik sistemi hastaliklarina ve kansere yakalanma riskini arttirabilmektedir [33-36].

Cevresel, hormonal ve yas gibi ¢esitli faktorlere bagli olarak yayginlig1 degismekle birlikte
beyin, omurilik, hipofiz bezi, retina, dalak, bobrekiistii bezi, karaciger, bobrek, kalp, akciger,
testis ve yumurtalik gibi bircok doku ve organda melatonin reseptorleri bulunmaktadir [37,
38]. Ayrica reseptor cesitliligi bakimindan olduk¢a zengin olan melatoninin, hiicre zari,
cekirdegi ve sitoplazmasinda bulunan ii¢ farkli reseptor tiirii bulunmaktadir. Hiicre zarinda

MT;, MT> ve MT3 reseptorleri, hiicre ¢ekirdeginde retinoid Z ve O reseptorleri, hiicre
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sitoplazmada ise kalsiyum-kalmodulin reseptorleri bulunmaktadir [9, 36, 39, 40]. Melatonin,

bu reseptdr ¢esitliligi sayesinde birgok dokuda farkli islevler gosterebilmektedir.

2.2.2. Kemik doku iizerindeki etkisi

Melatoninin kemik doku {izerinde etkisinin oldugu ilk kez epifiz bezi ¢ikartilan tavuklarda
skolyoz goriilmesi ile belirlenmistir [41, 42]. Bu goriis ayn1 zamanda, civcivlerin
yumurtadan ¢iktiktan 3-5 glin sonra omurgalarinda spesifik melatonin reseptorlerinin
olusmasiyla da desteklenmistir [25]. Kemik iliginde bol miktarda bulunmasi yine
melatoninin kemik doku iizerinde etkili olabilecegi diisiincesini 6n plana ¢ikarmistir [43,
44]. Yeni dogan siganlarda 151k uygulamasi ile melatonin sentezinin baskilanmasi sonucu
serum kalsiyum konsantrasyonunun azaldigi belirlenmistir [45]. Ayrica, yaslandikca
melatonin miktarinin azalmasi ve kadinlarda 6zellikle menopozdan sonra osteoporoz
goriilmesine bagl olarak gergeklesen kemik erimesinin de melatonin ile iligkili oldugu

bilinmektedir [46].

Melatonin, osteoblastlar ve osteoklastlar tizerindeki ikili etkisinden dolay1 kemigin yeniden
yapilanmasinda olduk¢a onemli bir gorev iistlenmektedir. Osteoblastlarda MT; ve MT:
olmak tlizere iki adet melatonin reseptorii  bulundugu ve  melatoninin
preosteoblast/osteoblast/osteoblast-benzeri hiicrelerin tiremesi ve farklilasmasi {izerinde
olumlu etkileri oldugu ¢esitli ¢alismalarla kanitlanmistir [10, 25]. Ayrica, melatoninin
kemigin temel bilesenlerinden olan tip 1 kollajen ile kemik proteinlerinin (alkalen fosfataz,
osteopontin, kemik sialoproteini ve osteokalsin) iiretimini ve mineralize matris olusumunu
arttirdigi da bilinmektedir [9]. Bunun haricinde, melatoninin yeni kemik olusumunda
olduk¢a 6nemli siireglerden biri olan damarlanmay1 da arttirdigini gosteren ¢esitli calismalar
mevcuttur [47]. Melatoninin hem yeni kemik olusumunu hem de osseointegrasyonu arttirma
Ozelligi sayesinde kemik implantlarinin viicuda yerlestirildigi durumlarda tek basina veya
diger biiylime faktorleri ile birlikte kullanimi oldukca olumlu sonuglar yaratmaktadir [48,

49].

Melatoninin kemik doku tizerindeki bir diger etkisi ise osteoklastlarin aktivitesini inhibe
ederek kemik rezorpsiyonunu onlemesidir. Hastaliga, yasa, hormonal duruma veya 1s18a
maruz kalma siiresine bagli olarak melatonin saliminda degisiklikler olabilmektedir.
Melatonin sentezi ve kemik yikimi arasindaki 24 saatlik dongiide belirli bir iligki

bulunmaktadir. Bu iliski Sekil 2.7°de gosterilmistir.
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Sekil 2.7. Melatonin seviyesi ve kemik yikimi1 arasinda 24 saatlik dongiideki iligki ([46]’dan
degistirilerek).

Melatoninin osteoklastlarin aktivitesini inhibe etmesi osteoprotegerin (OPG) iiretimini
arttirmasindan kaynaklanmaktadir. OPG iiretimindeki artis sonucu osteoklast farklilagma
faktorli reseptor aktivator niikleer kappa B ligandina (RANKL) baglanamaz ve boylelikle
kemik yikimi 6nlenir [8, 50]. Melatoninin RANK ve osteoprotegerin ekspresyonu tizerindeki
etkisi preosteoblastik MC3T3-E1 hiicreleri iizerinde incelenmis ve 5-500 uM araligindaki
melatonin konsantrasyonunun doz bagiml sekilde RANK mRNA’y1 ve dolayistyla OPG

seviyelerini arttirdig belirlenmistir [51].

Bunun haricinde, osteoklastlar kemik yikimini gergeklestirmek i¢in birgok kimyasal ajan
kullanirlar. Bu islemin en onemli bileseni ise serbest radikallerdir. Osteoklastlar kemik
yikimi sirasinda yiiksek konsantrasyonlarda siiperoksit radikalleri olusturarak yikima
katkida bulunurlar. Melatonin ise antioksidan 6zelligi sayesinde serbest radikalleri ortadan
kaldirmakta ve osteoklastlarin aktivitesini inhibe ederek kemik yikimina engel olmaktadir
[52]. Sonug¢ olarak, melatoninin farmakolojik konsantrasyonlarinin, kemik yikimini,
osteoklastlarin aktivitesini inhibe ederek onledigi belirlenmistir. Melatoninin osteoblastlarin

ve osteoklastlarin davranislari lizerindeki etkileri Sekil 2.8’de sunulmustur.
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Sekil 2.8. Melatoninin kemik ve kemik hiicreleri {izerindeki etki mekanizmalari: (A) MT»
melatonin reseptorii aracilifiyla mezenkimal kok hiicrelerin osteoblastlara farklilagsmasini
saglar; (B) preosteoblastlarda OPN {iretimini tetikleyerek RANKL’nin preosteoklastlara
baglanmasini engeller ve osteoklast aktivitesini inhibe eder; (C) serbest radikal siipiiriicii ve
antioksidan 6zelliklerinden dolay1 kemik yikimini engeller. PTH (paratiroid hormon), OPN
(osteopontin), BMP (kemik morfogenetik protein), ALP (alkalen fosfataz), OCN
(osteokalsin), TRAP (tartarat direngli asit fosfataz), OPG (osteoprotegerin), CTR (kalsitonin
reseptorii) ([46]’dan degistirilerek).

Melatoninin osteoklastlarin aktivitesini inhibe etme 0zelliginden dolay1r osteoporoz
tedavisinde de kullanimi1 mevcuttur. Bu tedavilerde kullanilan ilaglara ek olarak melatonin
kullanilmasi, dogrudan kemik tizerinde olumlu etkiler saglayacag: gibi, bu ilaglara bagh yan
etkileri de azaltmaktadir [8, 31]. Melatonin kemik gelisimi iizerinde 6nemli etkisi olan
biiyiime hormonunun salimini arttirdigr gibi [53], paratiroid hormon, kalsitonin ve dstrojen
gibi sistemik hormonlar ile etkileserek kemik metabolizmasi iizerinde dolayl: olarak da rol

oynamaktadir [9].

Simdiye kadar yapilan ¢alismalarda melatoninin preosteoblastlarin ve insan mezenkimal kok
hiicrelerinin olgun osteoblastlara farklilagmasin1 bagta ERK 1/2 ve Wnt/B-katenin sinyal

yolaklar1 olmak tizere ¢oklu yollardan gerceklestirdigi belirlenmistir. Sekil 2.9°da kemik
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olusumu ve yikiminin gerceklesmesi igin gerekli hiicre ici sinyal yollar1 isaret edilmis ve
melatoninin bu siiregte ne sekilde rol aldig1 gdsterilmistir. Buna gore, hiicredeki melatonin
reseptoriine baglanan melatonin, MAPK (Mitojen-Aktive Protein Kinaz) aktivitesini
arttirmaktadir.  MAPK’larin  (ERK1/2, p-38 veya JNK) aktiflestirilmesi, Runx2
ekspresyonunu arttirmakta, bu da sonrasinda kemik morfogenetik protein-2 (BMP-2),

osteriks ve osteokalsin gibi osteojenik gen ekspresyonlarini indiiklemektedir.

Kemik morfogenetik proteinleri (BMP’ler), osteoblastik farklilasma i¢in hayati bir 6nem
tasimaktadir. Sekil 2.9’da goriildiigii gibi, BMPler osteoblast hiicrelerinin membraninda
bulunan BMP reseptorlerine baglanarak hiicre igerisine alinir ve Runx2, BMP-2 ve osteriks
gibi osteojenik genlerin ekspresyonunu aktive eder. Melatonin ayrica, osteogenezde oldukga
onemli bir yeri olan Wnt/B-katenin sinyal yolagi ile de Runx2 iiretimini
gerceklestirmektedir. Bu sinyal yolaginda, hiicre membranindaki frizzed reseptorleri (FzR),
Wnht ile aktive edilir ve bu da glikojen sentez kinazin (GSK) aktivitesini inhibe eder. Bunun
sonucunda B-kateninler hiicre ¢ekirdegine gelir ve Runx2, BMP-2, osteriks ve osteokalsin

gibi osteojenik genlerin ekspresyonunu indiikler [24, 46, 54, 55].
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Sekil 2.9. Melatoninin kemik metabolizmasi tizerindeki etkisini saglayan hiicre i¢i sinyal
yolaklar1 ([46]’dan degistirilerek).

Literatiirde melatoninin kemik doku Ttzerindeki etkisini inceleyen c¢esitli caligmalar

bulunmakta ve tiim bu ¢aligmalarda melatonin konsantrasyonunun 6nemi vurgulanmaktadir.
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Roth ve ark. [56], 50 nM konsantrasyonundaki serbest melatoninin preosteoblastik MC3T3-
E1 hiicrelerinin osteojenik farklilagmasi tizerindeki etkisini incelemislerdir. Sonug olarak
hiicre farklilagsmasi ve mineralizasyonunun melatonin varliginda melatonin igermeyen gruba
gore ¢ok daha erken goriildiigiinti belirtmislerdir. Son ve ark. [57], 0-250 uM araligindaki
melatonin konsantrasyonunun yine MC3T3-E1 hiicrelerinin farklilagmasi iizerindeki etkisini
hipoksik kosullar altinda incelemis ve hiicrelerin ALP, osteriks, kollajen tip 1 ve OCN
ekspresyon seviyelerinin zaman ve konsantrasyon bagimli olarak arttigi belirlenmistir.
Rahman ve ark. [58], osteoblast proliferasyonunda olumlu etkileri olan fibroblastik biiyiime
faktorii-2 (FGF-2) ile nanomolar konsantrasyondaki melatoninin sinerjik etkisinin MC3T3-
E1 hiicreleri tizerindeki etkilerini incelemis ve her ikisinin birden kullanildig1 gruplarda
osteojenik farklilasmanin ¢ok daha iyi oldugu sonucuna varmislardir. Boylelikle, FGF-2’nin
hiicre tiremesindeki, melatoninin ise hiicre farklilasmasi tizerindeki etkilerini birlestiren bir
sistem gelistirilmistir. Nakade ve ark. [59], normal insan kemik hiicreleri (HOB-M) ve insan
osteoblastik hiicre hatti (SV-HFO) {izerinde 0-100 pM konsantrasyon araligindaki
melatoninin etkilerini incelemislerdir. Ozellikle 50 pM ve 100 puM melatonin
konsantrasyonunun hiicrelerin osteojenik farklilagsmasini diger konsantrasyonlara ve
melatoninle etkilestirilmeyen gruplara gore cok daha fazla destekledigi goriilmustiir.
Satomura ve ark. [10], insan alt ¢ene kemiginden veya iliak kemikten izole edilen
osteoblastik hiicreleri tizerinde 0-200 uM aralifindaki melatonin konsantrasyonunun
etkilerini incelemigler ve hiicrelerin alkalen fosfataz aktivitesi ile tip 1 kollajen, osteopontin,
kemik sialoproteini ve osteokalsin ekspresyon seviyelerinin konsantrasyon bagimli olarak
arttig1 sonucuna varmislardir. Ayrica bu calismada, farelere melatoninin intraperitoneal
uygulamasi yapilmis ve melatonin varliginin yeni olusan kortikal kemik hacmini arttirdigi

belirlenmistir.

Osteoblastik hiicreler haricinde, melatoninin mezenkimal kok hiicreler lizerindeki etkilerini
inceleyen c¢alismalar da bulunmaktadir. Radio ve ark. [60], 50 nm melatonin
konsantrasyonunun insan mezenkimal kok hiicrelerinin (hMSC) ALP aktivitesini dnemli
derecede arttirdigi sonucuna varmislardir. Zhang ve ark. [61], melatonini PLGA
mikrokiirelere yiiklemis ve bu sistemden kontrollii bir sekilde salinan mikromolar
mertebedeki melatoninin  hMSClerin osteojenik farklilagmasini  6nemli derecede

destekledigini belirtmislerdir.
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Literatiirdeki c¢aligmalar incelendiginde, melatoninin nanomolar ve mikromolar
konsantrasyonlarinin hem osteoblastik hiicreler hem de mezenkimal kok hiicrelerin

osteojenik farklilagsmasinda olumlu etkilerinin oldugu goriilmiistiir.

2.2.3. Kanser iizerindeki etkisi

Melatoninin kanser tlizerindeki etkisi oldugu 1970°1i yillarda meme kanseri ve melatonin
arasinda bir baglanti oldugunu gosteren calisma ile kanitlanmistir [62]. Birgok viicut
hiicresinde reseptorii bulunan melatoninin hangi 6zelliklerinin kanser ile ilgili oldugu son
yillarda arastirilan bir konudur. Klinik arastirmalar sonucunda, melatoninin kanser
olusumunu Onledigi ve kanser olusumundan sonra gelisimini yavaslattigi kanitlanmistir.
Melatoninin dogrudan anti-kanser etkisinin yani1 sira kronobiyolojik diizenleyici, bagisiklik
sistemini destekleyici ve antioksidan 6zellikleri de kanserle iliskilendirilmektedir [35, 36,

63]. Melatoninin kanser lizerindeki etkileri asagida detayli bir sekilde agiklanmustir.

2.2.3.1. Kronobiyolojik diizenleyici etkisi

Melatonin, viicudun zamanlayicis1 gibi davranan bir hormon olmasindan dolay1
kronobiyolojik diizenleyici olarak diisiiniilebilmektedir. Kanserde, kanser gelisiminin ilk
asamalarinda rol oynayan protoonkogenler ve tiimor baskilayict genler arasindaki dengenin
kontrolii olduk¢a onemlidir. Melatonin, bu iki tip gen arasindaki dengenin saglanmasi
acisindan cok Onemli bir goreve sahiptir. Bu nedenle, melatoninin sentez dongiisiinii

bozabilecek etmenlerin kansere egilimi artirabilecegi diistiniilmektedir [35, 36, 63].

Ozellikle kis aylarinda, gecelerin uzun siirmesine bagli olarak melatonin {iretimi artmakta
ve bu donemlerde tiimor gelisimi yavaslamaktadir. Buna karsilik, yaz aylarinda giindiizlerin
uzamasindan dolayr melatonin iiretimi de azalmakta ve bu durum da kansere yakalanma
riskini arttirmaktadir. Yapilan bir aragtirmada, gece vardiyasinda c¢alisan kadinlarda meme

kanserine yakalanma oraninin, giindiiz ¢alisanlara gore daha fazla oldugu belirlenmistir [34].

2.2.3.2. Bagisikhik sistemini kuvvetlendirici etkisi

Melatonin, bagisiklik sistem hiicrelerini reseptorler araciligi ile dogrudan ya da steroid
hormonlarinin saliminda degisikliklere neden olarak dolayli yoldan aktive etmektedir [64].
Melatonin sentezinin ya da saliminin herhangi bir sekilde engellenmesi sonucu bagisiklik
sistemi baskilanmakta ve dolayisiyla viicut hastaliklara kars1 savunmasiz hale gelmektedir.
Bu durumda, melatonin takviyesi ile bagisiklik sistemi tekrardan aktive edilebilmektedir
[65]. Melatonin Ozellikle yaslanmaya bagh gelisen bagisiklik sistemi yetersizliklerinde
tedavi amaciyla da kullanilabilmektedir [66].
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Melatonin, ¢esitli sitokinlerin (interlokin-1, interferon-y, vb.) salgisini arttirarak bagisiklik
sisteminin en Onemli bilesenlerinden olan T yardimeci lenfositleri aktive etmekte, ayni
zamanda kuvvetli anti-apoptotik Ozelligi sayesinde graniilosit ve B lenfositlerin yasam
siiresini uzatmaktadir [63, 67]. Ayrica, kansere karsi savunmada olduk¢a onemli bir roli
olan dogal oldiiriicii hiicrelerin de sayica artisina neden olmaktadir. Bunun yani sira,
interlokin-1, interlokin-6 ve tiimdr nekroz edici faktor-a gibi sitokinlerin ekspresyonlarini
diizenledigi ve bagisiklik hiicreleri i¢in giiclii bir apoptoz inhibitorii oldugu bilinmektedir
[12, 35, 67-69].

2.2.3.3. Antioksidan etkisi

Kanser proliferatif bir hastaliktir ve timor olusumu sirasinda hiicre DNA’sinda
onarillamayacak hasarlar olusmasi, serbest radikaller olarak ifade edilen yiiksek
konsantrasyonda reaktif kimyasallarin agiga ¢ikmasina neden olmaktadir [62]. Melatoninin
kanser tlizerinde etkili olmasinin bir diger nedeni ise kuvvetli antioksidan 6zelligidir. Cesitli
kimyasal ajanlar veya bagka faktorlerle tetiklenen oksidatif stres reaksiyonlar1 kanserlesme
egilimindeki DNA hasarlarina yol acabilmektedir. Yapilan caligmalarda melatoninin
oksidatif stresle iligkili oldugu ve giiclii bir antioksidan etkiye sahip olmasindan dolay1 bu
DNA hasarlarini 6nleyerek olasi bir kanser gelisimine engel olacagi diistiniilmektedir [35,
36]. Bunun yan1 sira melatoninin kanserin metastazini engelledigine yonelik ¢aligmalar da

mevcuttur [70, 71].

Melatoninin antioksidan etkisi dogrudan ve dolayl: etki olmak iizere ikiye ayrilir. Dogrudan
etkide melatonin, reseptorlerden bagimsiz olarak hidroksil radikali, siiperoksit, hidrojen
peroksit, lipoperoksi radikali, peroksinitritler ve nitrik oksit gibi reaktif maddeleri zararsiz
hale getirmektedir [25, 36, 72]. Melatoninin dolayli olarak antioksidan 6zellik gdstermesi
ise antioksidan enzimlerin aktivitesini yiiksek oksidatif stres kosullarinda arttirmasindan
kaynaklanmaktadir [73]. Ayrica, glutatyon gibi olduk¢a 6nemli hiicre i¢i antioksidanlarin
sentezini de indiiklemektedir. Bunun haricinde, melatonin oksidatif fosforilasyonu
tyilestirerek elektron sizmasini engellemekte ve adenozin trifosfat liretimini arttirarak hiicre

mitokondrisi igerisinde serbest radikal olusumunu 6nlemektedir [35].

Melatonin ayrica klasik olarak bilinen E ve C vitamini ile B-karoten gibi antioksidanlardan
farklidir. Clinkii bu antioksidanlar ortadan kaldirdiklar1 oksidan maddelerden daha az zararl
olan prooksidan maddelere doniisiirler. Melatoninin oksidan maddelere etkisi sirasinda ve
sonrasinda olusan {irlinler ise tamamen antioksidan ozellik gostermektedir. Ayrica,

melatonin amfifilik yapisindan dolayr viicut igerisindeki tiim bariyerlerden gegebilme
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ozelligine sahiptir. Bu nedenle melatonin diger klasik antioksidanlara gore ¢ok daha giiclii
bir etkiye sahiptir [36, 62, 73, 74]. Omegin, hidroksil radikallerini temizleyici 6zellik
gosteren glutatyondan 5 kat, suda ¢oziinen peroksi radikallerini ortadan kaldiran E
vitamininden 2 kat, radyasyon kaynakli kromozom hasarlarin1 6nleyen dimetil siilfoksitten

500 kat daha etkili oldugu belirlenmistir [27].

2.2.3.4. Dogrudan anti-kanser etki

Melatonin kanser tedavisinde genellikle kemoterapik ilaglarin etkinligini arttirmak ve
kemoterapinin normal hiicreler iizerindeki yan etkilerini azaltmak i¢in kullanilmaktadir.
Ancak melatoninin dogrudan anti-kanser ajan olarak kullanimi da s6z konusudur. Ciinkii
melatoninin, kanser hiicrelerinin gelisimi i¢in gerekli olan faktérlerden linoleik asidin hiicre
icerisine girmesini engelledigi gibi [35, 75], kanser hiicre aktivitesinin 6nemli bir gostergesi
olan telomeraz enziminin aktivitesini azalttigr belirlenmistir [36]. Melatonin biitiin bu
ozellikleri sayesinde sinirsiz boliinme yetenegine sahip olan kanser hiicrelerinin iiremesini

engellemekte ve boylece kanserin ilerlemesini durdurmaktadir.

Melatoninin kanser tedavilerinde kemoterapik ilaclar ile kullanilmasinin hem bu ilaglarin
etkinligini arttirdigi hem de ilaglarin neden oldugu yan etkileri azalttig1 in vitro ve in vivo
calismalarla belirlenmistir [11, 76, 77]. Literatiirde yapilan ¢alismalarda, melatoninin basta
meme [78, 79], yamurtalik [80], rahim [81, 82], prostat [83] ve karaciger [84] olmak {izere
cesitli kanser tiirleri iizerindeki olumlu etkisi incelenmistir. Ozellikle meme kanseri iizerinde
melatoninin ¢ok 6nemli rolii oldugu belirlenmistir. Yapilan bir calismada, melatonin
diizeylerinin genelde en yiiksek oldugu gece saatlerinde uyuyamayan kadinlar arasindaki
meme kanseri riskinin 6nemli derecede artis gosterdigi belirlenmistir [85]. Bir bagka
calismada ise meme kanserine karsi tamoksifen alan kadinlara melatonin takviyesi

yapilmasinin tiimorlerin %28 oraninda kii¢lilmesini sagladig: belirlenmistir [86].

Kanser ve hiicre dongiisii arasinda oldukca 6nemli bir iliski bulunmaktadir. Hiicre dongiisii
temel olarak interfaz (Gi-S-G2) ve mitotik evreden (M) olusmaktadir. G fazinda hiicreler
DNA sentezi Oncesi bir hazirlik siirecine girerler. Bu asamada hiicreler hacimce biiytirler ve
boliinme i¢in gerekli RNAlar1 ve proteinleri sentezlerler. S fazinda ise DNA sentezi
(replikasyonu) gerceklestikten sonra, G2 fazinda hiicreler biiyiimeye ve gerekli RNAlar1 ve
proteinleri sentezlemeye devam ederek mitoza hazirlanirlar. M fazinda mitoz gergeklesir ve
sonugta ayn1 genetik 6zellige sahip iki yeni hiicre olusur. Go faz1 ise normalde hiicre dongiisii
icinde yer almayan ve dongiisiinii tamamladiktan sonra dongliden ¢ikan hiicrelerin

bulundugu fazdir. Hiicreler biiyiime ve boliinme sinyali almadiklar1 zaman ise istirahat fazi
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olan Gy fazinda dururken, uyar1 aldiklarinda G fazina girerler [87-89]. Sekil 2.10°da hiicre

dongiisiine ait fazlar ve tipik DNA histogrami1 verilmistir.

(A) ———— M fazi (B)

| mitoz NG
G, fazi ' sitokinez \

Hucre sayisi

S iz G, fazi

Floresan siddeti

Sekil 2.10. Hiicre dongii fazlar1 (A) ve akis sitometrisi ile belirlenmis diploid DNA’ya ait
histogrami ([89]’dan degistirilerek).

Cesitli nedenlerle DNA’da meydana gelen hasarlar durumunda hiicrelerin Gi’den S fazina
veya G2’den M fazina gecisi engellenir. Hiicre dongiisiinde tiimor olusumunu ve geligimini
dogrudan veya dolayli olarak etkileyen onkogenler ile tiimdr baskilayici genler arasindaki
denge ¢ok Onemlidir. En 6nemli tiimor baskilayici gen olan p53 geni normal hiicrelerde
herhangi bir DNA hasar1 meydana geldiginde hiicre dongiisiinii Gi’de durdurarak hiicreye
DNA onarimmi i¢in zaman kazandirir. Bu genin islevini kaybetmesi durumunda ise hiicre
biiyiimesi kontrol edilemez ve DNA tamiri ger¢geklesemeden hiicre dongiisii kontrolsiiz bir
sekilde devam eder. Ayni sekilde bir tiir tiimor baskilayici gen olan retinoblastoma geni de
yine hiicre dongiisiinii G fazinda inhibe eder. Hiicre dongiisii siklinler, siklin bagiml
kinazlar ve siklin bagimli kinaz inhibitorleri tarafindan kontrol edilmektedir. Bunlarin

ekspresyonunda meydana gelebilecek bozulmalar da kansere neden olmaktadir.

Melatoninin kanser hiicrelerinin hiicre dongiisiinde Gi fazindan S fazina gecisini
geciktirdigini, normal hiicrelerle kanser hiicreleri arasindaki iletisimi arttirdigini ve timor
igerisindeki damarlanmay1 azalttigin1 kanitlayan ¢esitli ¢alismalar bulunmaktadir [35, 90].
Melatoninin meme kanseri ilizerindeki etkilerini inceleyen bir ¢aligmada, insan meme
adenokarsinoma hiicreleri (MCF-7) kullanilmis ve 1 nM konsantrasyondaki melatonin ile 5
giin boyunca etkilesen hiicrelere ait histogramlar incelendiginde, S fazindaki hiicrelerin
melatonin ile etkilestirilmeyen gruba gore %50 oraninda azaldigi ve hiicrelerin G fazinda

biriktigi belirlenmistir. Ayrica, p53 proteininin ekspresyonunun melatonin ile etkilestirilen

20



hiicrelerde énemli derecede arttig1 goriilmiistiir [78]. Insan osteosarkom hiicre hatt1 olan
MG-63 hiicrelerinde 4 mM melatonin konsantrasyonunun G fazindaki hiicre miktarin
arttirirken, S ve G2/M fazindaki hiicreleri azalttigi belirlenmistir. Ayrica, siklin D1, siklin
bagimh kinaz-4 siklin B1 ve siklin bagimli kinaz 1’in sentezini inhibe ettigi sonucuna

varilmigtir [91].

2.3. Osteosarkom ve Melatonin-Osteosarkom Iliskisi

Osteosarkom, 6zellikle ¢ocuk ve geng yetiskinlik donemlerinde goriilen kotii huylu bir tiir
kemik timoriidiir. En belirgin klinik belirtisi 6zellikle gece artan agridir. Diger belirtileri
ise sislik, ele gelen kitle, hareket kisitlilig1 ve patolojik kiriklardir. Bunlarin haricinde, kilo
kaybi ve ates de goriilebilmektedir. Erkeklerde kadinlara oranla iki kat daha siklikla goriilen
osteosarkom, viicuttaki her organa ya da dokuya yayilabilmektedir, ancak yayilmay1 ilk

tercih ettigi yer akcigerlerdir [92].

Osteosarkomun tanisinda bilgisayarli tomografi ve manyetik rezonans goriintiillemeden
yararlanilmaktadir. Biyopsi isleminin ardindan osteosarkom tanisi konan hasta igin
giiniimiizde uygulanan tedavi sirasi once kemoterapi, cerrahi miidahale ve sonra tekrar
kemoterapi seklindedir. Radyoterapinin ise osteosarkom tedavisinde herhangi bir etkisi
bulunmamaktadir. Ciinkii etkili olabilmesi i¢in 80 gray (Gy) ve iizerindeki dozlar
gerekmektedir ve bu da miimkiin degildir [91, 93, 94]. Tim bu tedavilere ragmen
osteosarkom tedavisi sonras1 5 yil yasayabilen insan orani yalnizca %65’tir [95]. Ayrica,
kemoterapi olduk¢a zorlu bir siirectir ve sadece kanserli dokuya degil tiim viicuda etki
etmektedir. Bu nedenle, daha az yan etkiye sahip yeni ilaglarin gelistirilmesine ihtiyag

duyulmaktadir.

Melatoninin bir¢ok kanser tiirii iizerindeki olumlu etkileri incelenmis ve osteosakom
tizerinde de etkili olabilecegi diisliniilmiistiir. Ergenlik doneminin baslangicinda melatonin
seviyesi azalmaya baslamakta ve ergenlik boyunca da bu azalis devam etmektedir.
Melatoninin kemik gelisimi iizerindeki 6nemli etkileri de goz 6niinde bulunduruldugunda,
melatonin ve osteosarkom arasinda bir baglant1 olabilecegi ilk olarak 1997 yilinda 6ne
stiriilmiistiir. Ayrica, toksik olmayisi, dogrudan anti-kanser ve antioksidan 6zelliklere sahip
olmasindan dolay1 kemoterapik ilaglarin yan etkilerini azaltacagindan melatoninin
osteosarkom tedavisi i¢in hem kendi bagina hem de diger ilaglarla birlikte kullaniminin umut
vaat edici olabilecegi Ongoriilmiistiir [96]. Ancak sonrasinda osteosarkom tedavisinde
melatoninin etkisini inceleyen ¢ok sinirli sayida ¢alismaya rastlanmistir. Liu ve ark.’nin

2013 yilinda yaptiklar ¢aligmada, melatoninin yiiksek konsantrasyonlarinin (~4-10 mM)
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insan osteosarkom hiicreleri olan MG-63 hiicrelerinin proliferasyonunu azalttig1 ancak daha
diisiik konsantrasyonlarinin hiicre iiremesi iizerinde herhangi bir etkisinin olmadig
belirlenmistir [91]. Cheng ve ark.’nin 2013 yilinda yaptiklar1 ¢alismada ise melatoninin
insan osteosarkom hiicreleri olan 9607 hiicre hatti tlizerindeki etki mekanizmasi
incelenmistir. Nikotinamid adenin diniikleotid (NAD™) bagimli deasetilaz enzimler olarak
bilinen sirtuin (SIRT) ailesi genlerinin kanser tizerinde g¢esitli etkilerinin oldugu
belirlenmistir. Bu c¢alismada, tiimor hiicrelerinde fazla miktarda sentezlenen SIRT1’in
melatoninin farkli konsantrasyonlarinda (250 uM, 500 uM ve 1000 uM) doz ve zaman
bagiml olarak azaldigi gosterilmistir. Ayrica, timor baskilayici protein olan p53°tin de
sentezinin melatonin varliginda arttig1 goriilmistiir. Sonug olarak, melatoninin osteosarkom
tizerindeki etkisinin SIRT1 etki mekanizmasi ile gerceklestigi belirlenmis ve osteosarkom

tedavisi agisindan oldukga gii¢lii bir ilag olabilecegi vurgulanmistir [97].

2.4. Kontrollii Salm Sistemleri

llag sektoriinde gesitli hastaliklarin tedavisi i¢in yeni bir molekiil gelistirmek oldukca
maliyetli ve uzun zaman alan bir siirectir. Bu nedenle, gelistirilmis olan ilaglardan
maksimum oranda yararlanabilme istegi alternatif arayislart baglatmistir. Burada temel
amag, ilag dozunu azaltmak, ilag verme araligini uzatmak ve ilacin olasi yan etkilerini
azaltarak hastanin yasam kalitesini arttirmaktir. Bu amag¢ dogrultusunda kontrollii salim

sistemleri istenilen sonucu vermektedir [7].

Kontrollii salim sistemleri etkin maddenin istenilen konsantrasyonlarda ve belirli zaman
araliklarinda salinmasini saglayan sistemlerdir. Burada temel amag, kan plazma
konsantrasyonundaki etkin madde miktarin1 sabit tutmaktir (Sekil 2.11). ilag aliminda
siklikla kullanilan klasik yontemler ilacin sik ve tekrarlanan dozlarda agizdan veya
enjeksiyon yoluyla alinmasidir. Bu yontemlerde ilag plazma konsantrasyonu etkin diizeyin
altinda diisebildigi gibi toksik diizeyin lstiine de ¢ikabilmekte ve bu durumlar hasta i¢in
olumsuz etki olusturmaktadir. Kontrollii ilag salimi ile tedavi edici oranda ilag diizeyi siirekli
olarak korunmakta, gerek duyulan ila¢ miktar1 azaltilabilmekte ve kisa yarilanma dmriine

sahip ilaglarin kullanimi kolaylagsmaktadir.
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Sekil 2.11. ilag-plazma konsantrasyonunun zamana bagl degisimi: a) standart dozaj sekli,
b) kontrollii salim yapan dozaj sekli ([98]’den degistirilerek).

Kontrollii salim sistemlerinde etkin madde salimi, tasiyici olarak kullanilan polimerin ve
ilacin ozelliklerine baglidir. Polimerin kontrollii salima olanak saglayacak molekiil
agirligina sahip olmasi ve zamanla bozunmasi sonucu olusacak tirtinlerin toksik etkiye neden
olmamasi gerekmektedir. Kontrollii salim sistemleri uygulama yerine gore (okiiler, peroral,
transdermal, vb.) siniflandirilabildikleri gibi etkin maddenin salim mekanizmasina gore de

siiflandirilabilmektedirler:

Difiizyon kontrollii sistemler: Rezervuar (membran) sistemler, monolitik (matris)

sistemler
Kimyasal kontrollii sistemler: Viicutta aginan sistemler, zincire takilan sistemler

Coziiciiniin harekete gecirdigi sistemler: Sisme kontrollii sistemler, ozmotik kontrollii

sistemler

Diger sistemler: Manyetik kontrollii sistemler, ultrasonik sistemler, ortama duyarlh

sistemler (pH, sicaklik)

Difiizyon kontrollii sistemler yukarida da belirtildigi gibi rezervuar (membran) sistemler ve
monolitik (matris) sistemlerden olusmaktadir (Sekil 2.12). Bu sistemlerden etkin maddenin
salimi, suda ¢ozlinmeyen bir polimerden ilacin diflizyonu ile kontrol edilmektedir. Monolitik
sistemlerde etkin madde inert polimerik bir matris igerisinde homojen bir sekilde ¢ozlinmiis
veya dagilmistir. Rezervuar sistemlerde ise etkin maddeyi igeren i¢ cekirdek, suda

¢Oziinmeyen polimerik bir membranla kaplanmistir.
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Sekil 2.12. (a) Monolitik ve (b) rezervuar sistemlerin yapist ([99]’dan degistirilerek).

Rezervuar sistemlerde polimerik membran igerisinde dagilmis olan etkin madde
membrandan sistemi ¢evreleyen ortama difiizlenir ve bu sistemlerde salim hizin1 kontrol
eden basamak, etkin maddenin polimerik membrandan diflizyonudur. Etkin maddenin
rezervuar sistemlerden salimi Fick’in birinci yasasina gore gergeklesmektedir (Esitlik 2.1)
ve etkin madde salimi sifirinct derece kinetik ile saglanmakta yani maddenin sistemden
salim hiz1 salim siiresince sabit kalmaktadir.

J: Birim zamanda, birim alandan gecen ¢oziinmiis etkin madde miktar1 (ak1) (g/cm?.s)
D: Etkin maddenin difiizyon katsayis1 (cm?/s)

C: Etkin madde derisimi (g/cm?®)

x: Difilizyon mesafesi (cm)

Monolitik sistemlerde ise etkin maddenin polimerik matristen salimi1 once yiizeye yakin
kisimlardan, ardindan matrisin i¢ kistmlarindan gerceklesmektedir. Bu sistemlerden salimda
molekiillerin aldig1 mesafeler birbirinden farkli oldugundan sifirinci derece salim kinetigine
ulasilamaz. Etkin maddenin salim miktar1 zamanin karekokii ile orantilidir ve salim hizi

zamanla azalmaktadir.

2.5. In Vitro Sahm Kinetigi ve Salim Mekanizmasimin Belirlenmesi
[lag salim kinetiginin belirlenmesinde cesitli matematiksel modellerden yararlanilmaktadir.
Salim verileri bu modeller kullanilarak grafige gecirilir ve grafigin lineer regresyon

katsayisina (R?) gore salimin hangi modele uydugu belirlenir.
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Sifirinci derece kinetik: Sifirinci dereceden salim hizi matematiksel olarak Esitlik 2.2 ile

ifade edilmektedir.

Q=Q, Kot (Esitlik 2.2)
Qo = baslangigtaki ilag miktari

Qq = t siire sonunda salian kiimiilatif ila¢ miktar1

Ko = sifirinci derece salim hiz sabiti

Sifiriner derece salim kinetigi zamanla yiizey alan1 degismeyen ve ilaci yavag salan sistemler
icin uygundur. Bu sistemlere 6rnek olarak deriye yapistirilan bantlar, matris tabletler ve
osmotik sistemler verilebilir. Bu kinetige goére birim zamanda salinan ila¢ miktari

konsantrasyondan bagimsiz olup hep sabit kalmaktadir [100].

Birinci derece kinetik: Birinci dereceden salim kinetigi, salim hizinin konsantrasyona bagli
oldugu durumlarda goriilmektedir ve matematiksel olarak Esitlik 2.3 ile ifade edilmektedir

[101].
log Q=log Q,+K;t (Esitlik 2.3)
K = birinci derece salim hiz sabiti

Bu salim kinetiginde ¢ozeltiye gegen ilag miktar: matris icerisinde kalan ila¢ miktarina baglh
olarak zamanla azalmaktadir. Klasik ila¢ sistemlerinin ¢ogu ve uzatilmis etkili salim yapan

sistemler bu tiir salim kinetigine uymaktadirlar [102].

Higuchi modeli: Etkin madde salimi degistirilmis sistemlerin ¢ou matris sistemi
seklindedir. Higuchi, kontrollii salim yapan kat1 matrisler icerisinde disperse edilmis etkin
maddenin salim hizlarin1 belirleyen matematiksel iliskileri teorik olarak incelemistir [103].

Bu salim kinetigi Esitlik 2.4 ile ifade edilmektedir.
Q=Q,tKyt'"? (Esitlik 2.4)
Ku = Higuchi salim hiz sabiti

Salinan etkin madde miktarina karsilik zamanin karekokii grafigi ¢izildiginde, eger salim

difiizyon kontollii ise egimi Higuchi salim hiz sabitine esit olan bir dogru elde edilmektedir.

Hixson-Crowell modeli: Bu salim kinetigi salim sirasinda yiizey alaninda ve capinda
degisim olan sistemler icin kullanilmaktadir. ‘Kiipkdk kanunu’ olarak da bilinen salim

kinetigi Esitlik 2.5 ile gosterilmektedir [104]. Tabletler gibi ¢dziinmenin yiizeye paralel
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gerceklestigi ve geometrik seklin bozulmadan tiim ylizeyin orantili bir sekilde kiiciiliip
homojen bir sekilde erozyona ugradig sistemlerde iyi sonu¢ vermektedir. Bu modelde ilag
salim hizini polimerik matristen diflizyonunun degil, ilag molekiillerinin ¢dziinme hizinin

belirledigi kabul edilmektedir.

(1)/3_ Qt1/3= Kyt (Esitlik 2.5)

Kuc=Hixson-Crowell salim hiz sabiti

Korsmeyer-Peppas modeli: Polimerik sistemlerden etkin maddenin kontrollii salim
mekanizmasini inceleyen modellerin ¢ogu Fick difiizyon esitligine dayanmaktadir. Ancak,
deneysel kosullarda salim mekanizmasi Fick esitliginden sapma gosterebilmektedir. Bu
nedenle, degisik geometrik sekillerdeki polimerik sistemlerin kontrollii salim verilerinin
degerlendirilmesinde =~ Korsmeyer-Peppas  tarafindan  Onerilen  Esitlik  2.6’dan

yararlanilmaktadir [105].

t

M
log (M—> =logk+nlogt (Esitlik 2.6)

M; = t zamaninda salinan etkin madde miktar1

M., = o0 zamanda saliacak etkin madde miktar1

k = salim sisteminin yapisal ve geometrik 6zelliklerini ifade eden kinetik sabit
n = salim mekanizmasini gosteren diflizyonel sabit

Bu model, salim mekanizmasmin tam olarak bilinmedigi veya birden fazla salim
mekanizmasiin gegerli oldugu durumlarda kullanilmaktadir. Korsmeyer-Peppas esitligi
sink kosul altinda yani salim ortaminin siirekli olarak tazelendigi durumda ve sistemden
etkin madde saliminin ilk %60’lik (M¢/M« < 60) kismi icin gegerlidir. Peppas tarafindan
oOnerilen “n” degerlerinin farkli geometrik sekildeki sistemler i¢in salim mekanizmasina gore

degisimi Cizelge 2.1°de verilmistir.
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Cizelge 2.1. Farkli geometrik sekildeki salim sistemleri i¢in “n” parametresinin degerleri ve
salim mekanizmalari.

Ince film Silindir Kiire Salim mekanizmasi

0.5 0.45 0.43 Fick’e uygun difiizyon (Durum I)

0.5<n<1]045<n0.89 | 0.43 <n<0.85 | Fick’e uymayan (Anormal gegis)

1 0.89 0.85 Durum II

n>1 Stiper-durum II gegis

2.6. Polimerik Nano/Mikropartikiiller

Nanopartikiiller boyutlar1 10-1000 nm, mikropartikiiller ise boyutlar1 1-1000 pm arasinda
degisen kati parcaciklardir. Biyoaktif ajan (ilag, biyosinyal molekiil vb.) partikiil icerisine
enkapsiile edilebildigi gibi, ylizeye adsorplanarak veya kimyasal olarak baglanarak
partikiiller ile birlestirilebilmektedir [106, 107]. Polimerik nano/mikropartikiiller, Kkiire ya
da kapsiil seklinde iiretilebilmektedirler. (Sekil 2.13). Nano/mikrokapsiiller polimerik bir
duvar ve bu duvarin igerisinde biyoaktif ajanin hapsedildigi bir ¢ekirdek igeren vezikiiler
sistemlerdir. Nano/mikrokiireler ise, biyoaktif ajanin ¢6ziindiigii ve polimerik yapi icerisinde

homojen bir sekilde dagildigr matris sistemlerdir [106-108].

Polimerik
Biyoaktif membran

ajan

Polimerik matris I¢ cekirdek

Nano/mikrokiire Nano/mikrokapsiil
Sekil 2.13. Nano/mikro partikiillerin sematik gosterimi ([109]’dan degistirilerek).

Biyoaktif ajanlar polimerik nano/mikropartikiillere iki farkli yolla yiiklenebilmektedir.
Birincisi, ilacin partikiillere tiretim agamasinda yiiklenmesi, ikincisi ise partikiil iiretildikten
sonra partikiillerin ila¢ ¢6zeltisi igerisinde inkiibasyonu ile ilacin partikiillere adsorplanmasi
ya da kimyasal olarak baglanmasidir [110]. Nano/mikropartikiillerin ilag igerigini tayin
etmenin en glivenilir yolu, partikiiliin uygun bir ¢oziiciide ¢oziilerek icerisinde bulunan ilacin
dogrudan tayin edilmesi veya partikiile baglanmayan ilacin ultrasantrifiigasyon ya da jel
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filtrasyon yontemiyle partikiilden uzaklastirilip dolayli olarak tayin edilmesidir. Buradan
yola c¢ikarak biyoaktif ajanin enkapsiilasyon verimi asagidaki esitlik (Esitlik 2.7)

kullanilarak hesaplanabilmektedir.

Enkansiil Verimi (%) = Yiiklenen ila¢ miktari 100 Esitlik 2.7
fixapsiiasyon verimi L) = Toplam ila¢ miktari X (Esitlik 2.7)

2.6.1. Uretim yontemleri

Polimerik nano/mikropartikiillerin yapisi, bilesimi ve fizikokimyasal 6zelliklerinin
ayarlanmasina olanak saglayan c¢esitli lretim yontemleri bulunmaktadir. Kullanilan
polimerin biyouyumluluk 6zelligi, bozunma davranisi, uygulama yolu ile biyoaktif ajanin
istenilen salim profili ve biyomedikal uygulama tiirii gibi parametreler polimer se¢imini
etkilemektedir. Olusan partikiillerin 6zelliklerini ise ¢oziicii, sicaklik, stabilizor ve karigtirma
hiz1 gibi bircok parametre etkilemektedir. Tiim parametreler, istenilen partikiiliin
ozelliklerine gore optimize edilmeli ve buna uygun iiretim yontemi se¢ilmelidir [111].
Asagida polimerik nano/mikropartikiillerin sentez yontemleri detayli bir sekilde

acgiklanmustir.

2.6.1.1. Emiilsiyon olusturma/¢oziicii buharlastirma yontemi

Emiilsiyon olusturma/¢dziicii buharlastirma yontemi, polimerin organik ¢6ziicli igerisinde
¢oziinmesi ve sonrasinda bu organik fazin sulu faz ile karistirilmasi ile emiilsiyon
olusturulmasi temeline dayanmaktadir. Olusan emiilsiyon, ¢oziiciiniin buharlasmasi sonucu
nanopartikiil slispansiyonuna doniismektedir. Yontem, tekli emiilsiyon ve ikili emiilsiyon

olusturma/¢dziicli buharlagtirma olmak iizere iki farkli sekilde uygulanmaktadir [106, 112].

Tekli emiilsivon olusturma/coziicii buharlastirma

Bu yontemde, polimer ve hidrofobik biyoaktif ajani igeren organik faz ile yiizey aktif
maddeyi ve stabilizorili igeren sulu faz vardir. Bu iki fazin karigimi sonucu emiilsiyon olusur.
Yiiksek hizli homojenizasyon ile olusan damlaciklarin boyutu kiigiiltiliir ve ardindan
manyetik karigtiricida devamli bir karigtirma saglanarak organik ¢oziiciiniin buharlagsmasi

sonucu nano/mikropartikiillerin tiretimi gergeklesir (Sekil 2.14) [111, 112].
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e

Organik Coziiciideki
Polimer Cozeltisi

Nano/mikropartikiiller

Karistirma

Ayirma ve ‘ ‘
Saflastirma

Yag/Su
Emiilsiyonu

Sulu Cozelti

Sekil 2.14. Tekli emiilsiyon olusturma/¢oziicii buharlagtirma yontemi ile nano/mikropartikiil
tiretimi ([113]’ten degistirilerek).

ikili emiilsiyon olusturma/céziicii buharlastirma

Bu yontem yukarida anlatilan tekli emiilsiyon olusturma/¢oziicii buharlastirma yonteminin
modifiye edilmis halidir. Genellikle peptit ya da protein gibi hidrofilik molekiillerin
yiiklenecegi nano/mikropartikiillerin iiretiminde bu ydntem tercih edilmektedir. ilk olarak
biyoaktif ajan su igerisinde ¢oziiniir ve ardindan bu sulu faz polimerin ¢6ziindiigii organik
fazda dagitilir. Hazirlanan su/yag emiilsiyonu genellikle stabilizor ajani igeren sulu faza
eklenir, boylece su/yag/su ikili emiilsiyonu olusur. Organik fazin uzaklastirilmasi sonucu

nanopartikiil siispansiyonu elde edilir (Sekil 2.15).

Biyoaktif ajan
igeren sulu ¢ozelti

U SN -
Biyoaktif ajan yiiklii

Polimer igeren Su-yag nano/mikropartikiil
organik ¢ozelti emiilsiyonu
R /
O
—
Kaustuma Coziici
ucurma

Sulu gozelti Su-yag-su emiilsiyonu

Sekil 2.15. Ikili emiilsiyon olusturma/cdziicii buharlastirma yéntemi ile nano/mikropartikiil
tretimi ([113]’ten degistirilerek).
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2.6.1.2. Nanoc¢oktiirme yontemi

Nanocgoktiirme yontemi oldukga basit, hizli ve diisiik enerji gerektiren bir yontemdir. Temel
olarak, suyla karisabilen, yar1 polar ¢oziicliniin yer degisimi sonucu polimerin ara yiizeyde
¢okmesi sonucu partikiil olusumu gerceklesmektedir. Bu nedenle bu yontem ¢oziicli yer
degisimi yontemi olarak da adlandirilmaktadir [108]. Bu yontem, birbiri ile karisan iki
¢oOziicii gerektirmektedir. Polimer ve partikiile yiiklenecek biyoaktif ajanin ilk fazda
¢Oziinmesi ancak ikinci fazda c¢oziinmemesi gerekmektedir. Bu iki fazin karistirilmasi

sonucunda polimeri igeren ¢oziicii diger faza difiizlenir ve polimer hizla katilagir.

Bu yontemdeki en biiyiik sorun, stabilizor yoklugundan dolay1 partikiillerin bir araya gelme
egiliminde olmasidir. Bu durum, hizli ve etkili bir karistirma, organik fazin sulu faza yavas
yavas eklenmesi ve uygun ¢oziicii sisteminin se¢imi ile Onlenebilmektedir [111, 114].
Emiilsiyon olusturma/¢oziicii buharlagtirma yontemi ile benzerlik gosterse de ufak
farkliliklar bulunmaktadir. Her iki yontemin deneysel basamaklarinin karsilagtirmasi Sekil

2.16’da verilmistir.

Polimer ¢ozeltisi

Karistirma
Sulu ¢ozelti + stabilizor

Manyetik karistirma 7

ile homojenizasyon

Coziicti buharlastirma

l Coziicti buharlastirma
i | — | Nano/mikropartikiiller l_’ﬁ

Emiilsiyon olusturma/céziicii
buharlastirma

Nanocoktiirme

Sekil 2.16. Emiilsiyon olusturma/¢éziicli buharlastirma ve nanogoktiirme yontemi arasindaki
farkliliklar1 gosteren deneysel basamaklar ([111]’den degistirilerek).
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2.6.1.3. Tuzla ¢oktiirme yontemi

Tuzla c¢oktiirme (salting-out) ydnteminde biyoaktif ajan ve polimer, aseton ya da
tetrahidrofuran gibi ¢oziiciilerde ¢oziiniir. Olusan ¢ozelti, igerisinde “tuzla ¢oktiirme ajan1”
iceren sulu c¢ozeltiye aktarilir. Tuzla ¢oktiirme ajani olarak magnezyum kloriir, sodyum
kloriir, magnezyum asetat ve siikroz kullanilir. Sonrasinda, olusan su/yag emiilsiyonuna
fazla miktarda su eklenir. Suyun emiilsiyona hizl1 bir sekilde eklenmesi iyonik kuvveti
azaltir ve bu da organik ¢oziiciiniin sulu faza diflizlenmesini saglar. Boylelikle partikiil

olusumu gergeklesir. Bu yontemin sematik gosterimi Sekil 2.17°de sunulmustur.

Bu yontem genellikle yiiksek miktarda polimer ve biyoaktif ajanin kullanilacagi durumlarda
tercih edilmektedir. Klorlu ¢oziiciiler ve yiizey aktif maddeler kullanilmadigindan avantajh
bir yontem olmasmma ragmen, kullanilan tuzlarin iyi bir sekilde nanopartikiillerden

uzaklagtirilamamasi yontemin en 6nemli sorunlarindandir [111].

Homojenizasyon

]

Karisim

4 —>

Organik ¢ozelti Sulu ¢ozelti .
(polimer + aseton  (stabilizor + tuzla Yag/su emiilsiyonu Aset(;l_l;lun sulu faza
igerisindeki ilag) ¢oktiirme ajani LuZyonu.
Capraz akish
filtrasyon

Nano/mikropartikiiller
’ A Y B
w D D D D
.
-t «®

-~ L4
- -
-
v - -
T

Sekil 2.17. Tuzla c¢oktiirme yontemi ile nano/mikropartikiillerin liretimi ([99]dan
degistirilerek).

2.6.1.4. Piiskiirterek kurutma yontemi

Polimerik nano/mikropartikiillerin tiretiminde kullanilan bir diger yontem piiskiirterek
kurutma yontemidir. Genellikle ilag sektoriinde kullanilan bu yontemde partikiile
yiiklenecek biyoaktif ajan, polimerin ¢6ziindiigii organik fazda c¢oziiliir veya dagitilir.
Ardindan sicak hava akimina spreylenir. Coziiciiniin hizli bir sekilde uzaklagmasi sonucu

nanopartikiiller elde edilir.
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Bu yontemin en 6nemli dezavantaji olusan partikiillerin boyutunun ¢ok genis bir aralikta
olmasidir. Ayrica islem sirasinda cihazin duvarlarina partikiillerin yapigsmasi sonucu ¢ok

miktarda iirlin kayb1 olmaktadir [111].

2.6.1.5. Polimerizasyon yontemi

Bu yontemde diger yontemlerden farkli olarak polimer yerine monomer kullanilmaktadir.
Emiilsiyon polimerizasyonu olarak bilinen bu yontemde, dispersiyon fazi olarak genellikle
su kullanilmaktadir. Monomer, yiizey aktif madde yardimi ile bu ortamda dagitilir. Bu
ortamda ayrica suda ¢oziinen bir baslatict molekiil de bulunmaktadir. Yiizey aktif madde,
dispersiyon ortami icerisinde misel denilen kiiglik kolloidal yapilart olusturmak {izere
toplanir ve polimerizasyon bu misel yapisi icerisinde gerceklesir. Kisaca, monomerin ara
yiizeyde polimerizasyonu ile nano/mikropartikiil tiretimi gergeklestirilmektedir. Uygun
yikama ve saflastirma islemleri sonrasinda kati haldeki partikiiller elde edilir. Bu yontemde
reaksiyona girmeyen monomerler toksik etki yaratabileceginden partikiillerin ¢ok iyi bir
sekilde yikanmasi biiylik 6nem tagimaktadir. Bu yontemde olusacak partikiil boyutu yiizey

aktif maddenin tiiriine ve konsantrasyonuna baglidir [106].

2.6.2. Nano/mikropartikiillerin doku miihendisliginde kullanim alanlari

Doku miihendisliginde polimerik nano/mikropartikiiller olduk¢a biiyiik 6nem tasimaktadir.
Ozellikle nanopartikiiller, hiicre igerisine kolaylikla —alinabildiklerinden hiicre
isaretlenmesinde tercih edilmektedirler. Viral vektorlerle kiyaslandiginda bagisiklik
sisteminin tepkisine neden olmamalarindan dolayr gen tasmiminda polimerik
nano/mikropartikiillerden yararlanilmaktadir. Yapilacak calismanin amacina gore, genis
yiizey alanina sahip bu yapilarin ¢esitli malzemelerle modifiye edilerek yiizey 6zellikleri
degistirilebilmekte ve secilen biyoaktif molekiiliin yilizeye baglanmast s6z konusu
olabilmektedir. Boylece nano/mikropartikiillerin sadece hedeflenen hiicre ve dokularla
etkilesmesi saglanmaktadir. Bunun haricinde, biiylime faktorlerinin tasinmasi ve kontrollii
saliminda nano/mikropartikiillerden siklikla yararlanilmaktadir. Ayrica, doku iskelelerinin
yeterli mekanik dayanima sahip olmamasi ve farklilasmay1 uyaracak biiylime faktorlerinin
yeterli miktarda sentezlenememesi gibi nedenlerden dolayi partikiillerin doku iskeleleri ile
birlestirildigi ¢cok sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bunun haricinde nano/mikropartikiillere
cesitli optik veya manyetik Ozellikler kazandirilarak hastaliklarin tanis1 igin cesitli

goriintliileme tekniklerinde kullanilabilirlikleri de s6z konusudur [115].

Doku miihendisliginde biyosinyaller, hiicrelerin tutunmasini, ¢ogalmasini ve istenilen

dokuya farklilasmasini saglayan molekiillerdir. Bu molekiiller, kiiltiir ortamina dogrudan
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eklenebildikleri gibi doku iskelelerine yiiklenerek de kullanilmaktadirlar. Ancak biyosinyal
molekiillerinin dogrudan kullanilmasi durumunda genellikle kararsiz kimyasal yapilar1 ve
yarilanma Omiirlerinin kisa olmast gibi olumsuzluklardan dolay1 istenilen etki
saglanamamaktadir. Dolayisiyla biyoaktif ajanlarin g¢esitli tasiyici sistemlere yerlestirilerek
kontrollii bir sekilde ve uzun donemde salimi oldukca biiylik Onem tagimaktadir.
Biyobozunur polimerik nano/mikropartikiiller biyouyumlu olmalari, toksik o6zellik
gostermemeleri ve kimyasal olarak modifiye edilebilmeleri gibi avantajli 6zelliklerinden

dolay1 cogunlukla tasiyici sistemler olarak tercih edilmektedirler.

Doku miihendisliginde  biyoaktif ajanlarin  nano/mikropartikiillerden  saliminda
hedeflendirme oldukga biiylik 6nem tagimaktadir. Boylelikle ilaglarin kararlilig1 artmakta ve
viicudun diger bolgelerinde herhangi bir istenmeyen etkilesime neden olmadan hedef
bolgede istenilen diizeyde yanit elde edilebilmektedir. Pasif ve aktif olmak iizere iki cesit
hedeflendirme yontemi bulunmaktadir. Pasif hedeflendirmede intravendz enjeksiyondan
sonra nano/mikropartikiiller tastyici biyiikliigiine baglh olarak c¢esitli organ, doku veya
hiicreye yerlesirken, aktif hedeflendirmede tastyici sistem spesifik hiicrelere, dokulara veya

organlara yonlendirilmektedir.

Pasif hedeflendirmede, partikiiliin boyutu, sekli ve yilizey ozellikleri dnem tasimaktadir ve
mekanizmas1 organlarin veya dokularin partikiilii se¢gmesine bagli olarak istenilen yerde
tutulmas1 temeline dayanmaktadir. Hidrofobik ozellige sahip kiiciik partikiiller kan
dolasimina girer girmez plazma bilesenleri tarafindan hizla kaplanarak genellikle
retikuloendotelial sistemde toplanirlar. Biiytik partikiiller (~10 um) akcigerlerde tutulurken
parcaciklar kiigiildiikge bobrek, dalak, karaciger ve diger organlara ulagsmaktadir. Pasif
olarak hedeflendirilecek ilag¢ tastyict sistemlerin yiizey yiikleri, partikiil boyutlari, viicuda
verilis yollar1 ve yiizey hidrofobisitesi degistirilerek farkli hedeflere yonlendirilmeleri

miimkiindiir [7, 116, 117].

Aktif hedeflendirmede ise, dogrudan etkin maddeye veya etkin maddeyi tasiyan tasiyiciya
bagli hedefleyici bir molekiil bulunmakta ve boylece biyoaktif madde spesifik bir bolgeye
ulagsmaktadir. Manyetik, ultrasonik ve ligand-reseptor aracilt olmak tizere 3 farkli aktif
hedeflendirme yontemi bulunmaktadir. Manyetik hedeflendirmede, manyetik ilag
tagiyicisina  bagli veya tasiyicitya enkapsiile edilmis biyoaktif ajanin intravendz
enjeksiyondan sonra digardan manyetik alan uygulamasiyla istenilen bolgeye yonelimi s6z
konusudur. Bu amagla genellikle manyetik nanopartikiiller kullanilmaktadir [118].

Ultrasonik  hedeflendirmede, disaridan istenilen bdolgeye ultrasonik  dalgalar

33



uygulanmaktadir. Burada salim, ultrasonik dalgalarin siddet, frekans ve uygulama siiresine
baghdir [7]. Ligand-reseptor aracili hedeflendirmede ise tastyici sistemler uygun bir ligand
ile modifiye edilerek hiicre ylizeyindeki spesifik reseptorlere yonlendirilirler. Boylece,
tasiyici sistem ligandin ve reseptoriin yapisina bagl olarak reseptor aracili hiicre igerisine
alinmakta ve hedeflenen bolgede biyoaktif ajanin salimi gerceklesmektedir. Bu amacla
kullanilacak olan ligand, hedeflenen hiicrede bulunan reseptoriin 6zelliklerine bagli olarak

secilmelidir [117, 119].

2.7. Siklodekstrinler ve Inkliizyon Kompleksleri

Siklodekstrinler (CD) nisastanin glikoziltransferaz enzimi ile par¢alanmasi sonucu olusan,
birbirine a-(1,4) bagi ile baglanmis, alt1 (a-siklodekstrin), yedi (B-siklodekstrin), sekiz (y-
siklodekstrin) ya da daha c¢ok glikopiranoz {initelerinden olusan halkali yapida
oligosakkaritlerdir. Sterik engellerden dolay1 en az alti glikopiranoz biriminden olusan
siklodekstrin molekiiliiniin yapisi1 kesik bir koniye benzemektedir ve dis tarafi hidroksil
gruplarindan dolay1r hidrofilik, i¢ boslugu ise apolar 6zellikteki hidrojen atomlar1 ve
glikozidik  oksijenlerin varligindan dolayr hidrofobik o6zelliktedir [120, 121].
Siklodekstrinlerin kimyasal ve ti¢ boyutlu molekiiler yapisi Sekil 2.18’de gosterilmistir.

(@) (b)

n

n=1 (a-siklodekstrin), 2 (B-siklodekstrin), 3 (y-siklodekstrin)

Sekil 2.18. Siklodekstrinlerin (a) kimyasal, (b) ii¢ boyutlu molekiiler yapis1 ([122]’den
degistirilerek).

Siklodekstrinlerin sudaki ¢6ziiniirliikleri, yapilarindaki hidroksil gruplari arasindaki hidrojen
baglarinin varligindan dolay1 oldukga diisiiktiir ve cesitlerine gore degisiklik gostermektedir.
Ornegin, B-siklodekstrinlerin ¢dziiniirliigii (1.85 g/100 mL) diger siklodekstrinlere gore (-
siklodekstrin: 14.5 g/100 mL; y-siklodekstrin: 23.2 g/100 mL) yaklasik dokuz kat daha
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disiiktiir [123]. Diisiik coziiniirlik o6zelligi, siklodekstrinlerin c¢esitli uygulamalardaki
kullanimlarint kisitlamaktadir, bu nedenle kimyasal yontemlerle modifiye edilerek
siklodekstrin tiirevleri olusturulmaktadir. Bu tiirevler genellikle siklodekstrinlerin
yapisindaki birincil ve ikincil hidroksil gruplarinin aminlenmesi, esterlesmesi ve eterlesmesi
ile tretilmektedirler [124]. Bir hidroksialkil pB-siklodekstrin tiirevi olan hidroksipropil-f-
siklodekstrin (HPBCD) yiiksek ¢oziiniirliigii ve inkliizyon olusturma kabiliyetinden dolay1
ilag enkapsiilasyonu i¢in siklikla kullanilmaktadir [120, 125]. Ayrica, yapilan toksisite
caligmalar1t HPBCD’in intravendz ve oral uygulamalarda insan viicudu tarafindan oldukga

iyi bir sekilde tolere edildigini gostermistir [120].

Siklodekstrinlerin en onemli ozelliklerinden biri ¢ok ¢esitli kati, sivi ve gaz yapidaki
molekiiller ile “inkliizyon kompleksi” olusturabilme yetenegidir. Bu yapi, misafir olarak
ifade edilen molekiiliin ev sahibi siklodekstrin yapisinin i¢ bosluguna girmesi ile
olusmaktadir. Inkliizyon kompleksi olusumunda siklodekstrinin i¢ boslugu ile bu bosluga
girecek olan molekiiliin aralarindaki geometrik uyum onem tagimaktadir. Inkliizyon
kompleksinin olusabilmesi i¢in molekiiliin siklodekstrinin i¢ bosluguna tamamen veya
kismen girmesi gerekmektedir. Siklodekstrinlerin hidrofobik i¢ boslugu uygun boyuttaki
apolar yapiya sahip molekiillerin yapi igerisine girerek inkliizyon kompleksi olusturmasina

olanak saglamaktadir [124].

Inkliizyon kompleksi genellikle 1:1 molar oranda gerceklesmektedir ancak bazi yapilarda
1:2, 2:1 veya 2:2 oraninda da kompleks olusumu gozlenebilmektedir. Misafir molekiil
siklodekstrinin i¢ bosluguna tamamen uyacak biiyiikliikte ise 1:1 kompleksi olusur. Ancak
eger misafir molekiilin boyutu biiyilkkse bu molekiili hapsetmek icin birden fazla
siklodekstrin molekiiliine ihtiya¢ vardir ve bu durumda 1:2 veya daha fazla sitokiyometrik
oranda inkliizyon kompleksi olusmaktadir. Eger siklodekstrinin i¢ boslugu yeterince
biiyilkse de iki adet misafir molekiil bu bosluga girebilmekte ve dolayisiyla 2:1
sitokiyometrik oranda inkliizyon kompleksi olusmaktadir (Sekil 2.19). Boyutlar ¢ok kiiclik
olan molekiiller siklodekstrin tarafindan ¢evrelenmediginden kompleks olusumu gézlenmez.
Ayni sekilde misafir molekiil ¢ok biiylikse de siklodekstrin yapis1 igerisine

alinamayacaklarindan basarili bir inkliizyon kompleksi olusumu gézlenmez.
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Sekil 2.19. Farklr sitokiyometrik oranlardaki inkliizyon komplekslerinin sematik gosterimi
([126]’dan degistirilerek).

Inkliizyon kompleksi olusumunda herhangi bir sekilde kovalent bag olusumu ya da kirilmas:
s6z konusu degildir. Baglanma, siklodekstrin ve misafir molekiil arasindaki hidrojen baglari,
van der Waals ve dipol-dipol etkilesimleri ve elektrostatik etkilesimler ile ger¢ceklesmektedir
[124, 127]. Misafir molekiiliin siklodekstrine baglanmasinda dinamik bir denge s6z
konusudur. Hidrofobik molekiiller hidrofilik molekiillere gore siklodekstrinlere daha ¢ok ilgi
gostermektedir. Inkliizyon kompleksinin olusumu i¢in siklodekstrinin i¢ boslugundan suyun
uzaklagtirllmasi1 gerekmektedir. Ciinkii su ortaminda, siklodekstrinin apolar i¢ boslugu
icerisinde bulunan polar su molekiilleri siklodekstrinin i¢ ylizeyi tarafindan itilmekte ve yap1
enerji agisindan kararsiz bir konuma ge¢cmektedir. Konuk molekiiliin siklodekstrin

bosluguna girmesiyle ise kararli inkliizyon kompleksleri olugsmaktadir [124].

Amfifilik bir molekiil olan melatonin, sahip oldugu lipofilik yapidaki indol halkasindan
dolay1 siklodekstrinlerin hidrofobik bosluguna yerleserek inkliizyon kompleksi olusturma
acisindan oldukca uygundur (Sekil 2.20) [27, 128].

a-CD/melatonin B-CD/melatonin y-CD/melatonin

Sekil 2.20. Melatoninin ¢esitli siklodekstrinler ile olusturdugu inkliizyon komplekslerinin
sematik gosterimi ([128]’den degistirilerek).
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Literatiirde melatoninin cesitli siklodekstrinler ile inkliizyon kompleksi olusumunu
inceleyen caligmalar bulunmaktadir. Bongiorno ve ark. [27], farkli siklodekstrinler
kullanarak melatonin-siklodekstrin inkliizyon kompleksleri olusturmus ve bu yapilarin
sudaki kararliliklarinin B-CD>y-CD>a-CD seklinde oldugunu gozlemlemislerdir. Babu ve
ark. [129], melatonin/HPBCD inkliizyon komplekslerini ¢ozelti ve kat1 formda olusturmuslar
ve olusan yapiyr faz ¢ozilniirliik calismalari ile incelemislerdir. Maeda ve ark. [130] ise
melatoninin ¢esitli modifiye edilmis siklodekstrinler (B-siklodekstrin, hidroksipropil--
siklodekstrin,  metil-B-siklodekstrin,  siilfobiitileter-p-siklodekstrin)  ile  inkliizyon
komplekslerini olugturmus ve melatoninin bu inkliizyon komplekslerindeki ¢oziintirliigiinii
incelemiglerdir. Tim bu c¢aligmalarda melatonin-CD inkliizyon kompleksleri oda
kosullarinda gerceklestirilmistir. Geleneksel yontemlerle karsilastirildiginda, inkliizyon
kompleksi olusumunda mikrodalga teknolojisinin kullaniminin reaksiyon siiresinin azalmast
ve daha yiiksek iiriin veriminin elde edilmesi gibi ¢cok 6nemli avantajlari bulunmaktadir [131,

132].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Bu bdliimde, tez kapsaminda gerceklestirilen deneysel caligmalara yer verilmis ve

bahsedilen konular asagida maddeler halinde 6zetlenmistir.

Oncelikle tezin deneysel kisminda kullanilan kimyasallar, biyolojik maddeler ve
bunlarin temin edildikleri firmalar belirtilmistir.

Ardindan, bos ve melatonin yiikli poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA)
nano/mikropartikiillerin liretimi ve karakterizasyonu detayl1 bir sekilde anlatilmistir.
Sonrasinda, MG-63 insan osteosarkom hiicrelerinin karakterizasyonu i¢in
gerceklestirilen hiicre kiiltlir caligsmalarindan bahsedilmistir.

Bir sonraki boéliimde, melatoninin ve PLGA nano/mikropartikiillerin farkli
konsantrasyonlarinin  hem MG-63 insan osteosarkom hiicreleri hem de
preosteoblastik MC3T3-E1 hiicrelerinin proliferasyonu {izerindeki etkileri
incelenmis ve PLGA nanopartikiillerin hiicre igerisine alim ¢aligmalarina yer
verilmigtir.

Ardindan, bos ve PLGA nano/mikropartikiil yiiklii kitosan doku iskelelerinin iiretimi
ve karakterizasyonu 6zetlenmis, ayrica MC3T3-E1 hiicreleri ile gerceklestirilen 6n
deneme c¢aligmalarindan bahsedilmistir. Bu kisimda, doku iskelelerinin sterilizasyon
ve noétralizasyon yontemleri ile ekim kosullarinin hiicrelerin iskele igerisindeki
iireme davranisini ne sekilde etkiledigi incelenmistir.

Bir sonraki kisimda, kitosan iskelelerin hidroksiapatit (HAp) ile modifikasyonuna
yer verilmis ve iiretilen kitosan/HAp iskelelere PLGA nano/mikropartikiillerin
yiiklenmesi ile hazirlanan doku iskelelerinden salinan melatoninin MC3T3-E1
hiicrelerinin  osteojenik farklilasmas1 {izerindeki etkisi detayli bir sekilde
anlatilmistir.

Ardindan, en 1yi sonucu veren doku iskelesinin insan mezenkimal kok hiicreleri
(hMSCler) tizerindeki etkilerini incelemek i¢in yiiriitiilen in vitro hiicre kiiltiir
calismalarina yer verilmistir.

Bir sonraki boliimde, kitosan/HAp doku iskelelerinin MG-63 hiicreleri lizerindeki
etkilerini incelemek icin melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksleri iiretilmis ve
kitosan/HAp doku iskelelerine yiiklenerek MG-63 hiicreleri ile gergeklestirilen

calismalar detayli bir sekilde sunulmustur.
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e (alismanin son asamasinda ise, ylizeyi farkli melatonin konsantrasyonlar1 ile
modifiye edilmis ipek filmlerin hMSClerin osteojenik farklilagsmasi tizerindeki

etkisini belirlemek amaciyla gerceklestirilen analizler hakkinda bilgi verilmistir.

3.1. Deneysel Calismalarda Kullanmilan Kimyasallar ve Biyolojik Maddeler

Nano/mikropartikiill hazirlanmasinda kullanilan PLGA kopolimeri (PLA/PGA:50/50;
molekiil agirlig: 40,000-75,000 g/gmol), melatonin, didodesil dimetil amonyum bromiir
(DMAB) ve polivinil alkol (PVA; molekiil agirligi: 85,000-124,000 g/gmol; hidroliz
derecesi: %87-89) Sigma-Aldrich (Almanya) firmasindan satin alinmistir. Polimeri ¢6zmek
i¢cin kullanilan etil asetat ve diklorometan, sirasiyla, Riedel-de Haen (Almanya) ve Sigma-
Aldrich (Almanya) firmalarindan temin edilmistir. Fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS, pH 7.4)
hazirlamak i¢in kullanilan tabletler ve sodyum azit Sigma-Aldrich (Almanya) firmasindan
satin alimmistir. Hiicre icerisine alim calismalarinda kullanilan floresan izotiyosiyanat
(FITC) ve dimetil siilfoksit, sirasiyla Fluka (Almanya) ve Sigma (Almanya) firmalarindan

temin edilmistir.

Doku iskelesi iiretiminde kullanilan farkli deasetilasyon derecelerine sahip (%75-85 ve
>%385) orta molekiil agirlikli kitosanlar Sigma-Aldrich (Almanya), kitosan1 ¢6zmek igin
kullanilan asetik asit ise Riedel de Haen (ABD) firmasindan temin edilmistir. Doku
iskelelerinin nétralizasyonu i¢in kullanilan etanol ve sodyum karbonat, enkapsiilasyon
veriminin belirlenmesinde kullanilan asetonitril ve ipek c¢ozeltisinin hazirlanmasinda
kullanilan lityum bromiir (LiBr) Sigma (Almanya) firmasindan temin edilmistir. Toz
formdaki HAp partikiilleri (9.59 + 0.12 pm) Sigma (Almanya), boncuk formdaki HAp
partikiilleri (55-110 um) ise Science Application Industries (Fransa) firmasindan satin

alinmistir.

Hiicre kiiltiir calismalarinda kullanilan MG-63 insan osteosarkom hiicre hatti Balikesir
Universitesi Biyoloji Boliimii’nde Prof. Dr. Feray Kégkar’in sorumlulugundaki Molekiiler
Biyoloji ve Genetik Laboratuvari’ndan temin edilmistir. Dulbecco's fosfat tampon ¢ozeltisi
(DPBS, pH 7.4), Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) hiicre kiiltiir ortami, fetal
sigir serumu (FBS) ve tripsin/EDTA ¢o6zeltisi Hyclone (ABD) firmasindan; penisilin-
streptomisin ise Sigma-Aldrich (Almanya) firmasindan satin alinmustir. Farklilasma
ortamina eklenen B-gliserol fosfat tuzu, L-askorbik asit ve dekzametazon Sigma (Almanya);
amfoterisin-B ve gentamisin ise Life Technologies (ABD) firmasindan temin edilmistir.
Hiicre proliferasyonunun incelenmesinde kullanilan MTT (3-[4,5-dimetiltiyazol-2-il]-
difeniltetrazolyum bromiir) ve izopropanol Sigma-Aldrich (Almanya); hidroklorik asit
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(%37, v/v) ise Merck (Almanya) firmasindan temin edilmistir. Hiicre fiksasyonunda
kullanilan gluteraldehit, SEM analizinde kullanilan hekzametildisilazan (HMDS) ve Von
Kossa boyamasinda kullanilan glimiis nitrat Sigma-Aldrich (Almanya) firmasindan satin
alinmistir. Hiicre morfolojilerini incelemek amaciyla kullanilan TritonX-100, sigir serum
albiimin (BSA), propidyum iyodiir ve kristal viyole Sigma (Almanya) firmasindan; 4’-6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI) ve Alexa Fluor 488 Phalloidin konjuge F-aktin antikoru
Invitrogen (ABD) firmasindan alinmistir. Alamar Mavisi ¢ozeltisi ise Life Technologies

(ABD) firmasindan temin edilmistir.

3.2. PLGA Nano/Mikropartikiillerin Uretimi ve Karakterizasyonu

3.2.1. Bos ve melatonin yiiklii PLGA nanopartikiillerin iiretimi

Bos PLGA nanopartikiiller tekli emiilsiyon olusturma/¢oziicii buharlastirma yontemi ile
tiretilmistir. Bu yontemde, oncelikle PLGA polimerinin etil asetat i¢erisinde ¢oziinmesiyle
olusturulan %2’lik (w/v) organik faz, %1’lik (w/v) DMAB igeren sulu faza eklenmistir.
Ardindan, hazirlanan karisim yiiksek hizli homojenizatoér (Heidolph, Almanya) kullanilarak
15,000 rpm’de 5 veya 7 dk boyunca karistirilmistir. Sonrasinda, olusan emdiilsiyona
40°C’deki distile su eklenerek organik fazin gece boyunca manyetik karistiricida sabit
karistirma hizinda (700 rpm) buharlagsmast beklenmistir. Ardindan, nanopartikiil
sispansiyonu igerisindeki safsizliklarin giderilmesi amaciyla 3 kez yiiksek hizda (13,000
rpm) santrifiijlenerek yikama islemi gerceklestirilmistir. Son olarak, iiretilen nanopartikiiller

liyofilizatorde (Christ, Almanya) -80°C’de 1 gece boyunca kurutulmusglardir.

PLGA nanopartikiillere melatonin yiiklenmesi i¢in melatoninin PLGA’ya gore oran1 %10
(w/w) ve %20 (w/w) olan karisim etil asetat icerisinde ¢oziinmiistiir. Partikiil olusumu
sirasinda melatoninin sulu faza diflizyonunu 6nlemek amaciyla, sulu faza %0.1 (w/v) ve
9%0.2 (w/v) oraninda melatonin eklenmistir. Karsilagtirma yapabilmek amaciyla sulu faza
hi¢ melatonin eklenmeden de iiretim gerceklestirilmistir. Melatoninin 1s18a hassasiyetinden
dolay1 tiim islemler karanlikta gergeklestirilmistir. Uretimin geri kalan asamalarinda bos
PLGA nanopartikiillerin {iretim basamaklart uygulanarak melatonin yiikli PLGA

nanopartikiiller hazirlanmistir.

3.2.2. Bos ve melatonin yiikli PLGA mikropartikiillerin tiretimi

Bos PLGA mikropartikiiller, farklt organik c¢oziici ve stabilizér kullanilarak
nanopartikiillerin liretiminde bahsedilen tekli emiilsiyon olusturma/¢éziicli buharlagtirma
yontemi ile iiretilmistir. Oncelikle, PLGA kopolimeri diklorometan (DCM) igerisinde

coziinerek %2’lik (w/v) organik faz olusturulmustur. Sulu fazin hazirlanmasi igin stabilizor
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olarak kullanilan polivinil alkol (PVA) 2 saat boyunca 80°C’deki manyetik karistiricida
karistirilmis, ardindan oda sicakliginda 1 saat daha karistirmaya devam edilerek PVA’nin su
igerisinde iyice ¢oziinmesi saglanmistir. Organik faz, hazirlanan PVA ¢o6zeltisine yavas
yavas eklenmis ve hazirlanan karisim yiiksek hizli homojenizatérde 15,000 rpm’de iyice
homojenize edilmistir. Sonrasinda karisima 40°C’deki sicak su eklenerek DCM’in 1 gece
boyunca sabit karigtirma hizinda (700 rpm) buharlasmasi beklenmistir. Mikropartikiil
siispansiyonu, 3 kez yliksek hizda (13,000 rpm) santrifiijlenerek yikanmistir. Son olarak,
tiretilen mikropartikiiller liyofilizatérde (Christ, Almanya) -80°C’de 1 gece boyunca

kurutulmuslardir.

Melatonin yiiklii PLGA mikropartikiillerin iiretimi i¢in ise yukarida anlatildigi sekilde
hazirlanan organik faz igerisine PLGA’ya orant %10 (w/w) ve %20 (w/w) olacak sekilde
melatonin eklenmistir. Sulu faza ise, mikropartikiil olusumu sirasinda melatoninin suya
diflizyonunu 6nlemek amaciyla %0.2 (w/v) oraninda melatonin eklenmis ve ¢ozelti 1 saat
boyunca karnstirilmistir.  Uretimin ileriki asamalarinda bos PLGA mikropartikiil

tiretimindeki islemler uygulanarak melatonin yiiklii PLGA mikropartikiiller hazirlanmistir.

3.2.3. Taramal elektron mikroskop (SEM) ile analiz
Su igerisine eklenen PLGA nano/mikropartikiiller, yliksek hizli homojenizatérde 6,000
rpm’de iyice karistirildiktan sonra yiizeye damlatilip kurutulmus ve vakum altinda altin-

paladyum ile kaplanarak SEM (Zeiss Evo 50, Almanya) ile incelemistir.

3.2.4. Partikiil boyut dagiliminin belirlenmesi
Su igerisinde dagitilan nanopartikiillerin boyut ve boyut dagilimlarinin belirlenebilmesi igin,
nanopartikiillerin bulundugu sulu ¢6zelti 1:10 oraninda seyreltilmis ve iyice homojenize

edilerek Zetasizer (Nano series, Ingiltere) ile dlgiimler gerceklestirilmistir.

3.2.5. Fourier doniisiimlii toplam yansimasi azaltilmis kizilotesi spektroskopisi (ATR-
FTIR) analizi

PLGA nano/mikropartikiillerin kimyasal yapilarinin belirlenebilmesi i¢cin PLGA
polimerinin, melatoninin, stabilizorlerin, melatonin igeren ve i¢ermeyen (bos) PLGA
nano/mikropartikiillerin 400-4000 cm™ dalga boyu araliginda ATR-FTIR (Thermo Fisher
Scientific, Nicolet iIS10, Waltham, MA, ABD) ile spektrumlar1 alinmistir.

3.2.6. Enkapsiilasyon veriminin belirlenmesi
Uretilen PLGA nano/mikropartikiillerin enkapsiilasyon veriminin belirlenmesi amaciyla 6

mg melatonin yiiklii PLGA nano/mikropartikiil, 1.5 mL asetonitril i¢erisinde ¢oziilmiistir.
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Partikiillerin igerisine hapsedilen melatonin miktar1t 279 nm’de NanoDrop 1000

spektrofotometre (Thermo Scientific, ABD) ile tayin edilmistir.

3.2.7. In vitro salim ¢ahsmalari ve salim kinetiginin incelenmesi

PLGA nano/mikropartikiillerden melatonin saliminin incelenmesi amaciyla, 6 mg partikiil
Eppendorf tiiplere konduktan sonra tizerlerine %0.1 (w/v) sodyum azit iceren 1.5 mL PBS
(pH 7.4) eklenmis ve 37°C’de 70 rpm hizindaki ¢alkalamali inkiibatérde salim c¢aligmalari
gergeklestirilmistir. Belirli zaman araliklarinda 2 pLL 6rnek alinarak 279 nm’de NanoDrop
1000 spektrofotometre (Thermo Scientific, ABD) ile analiz edilmis ve alinan miktar kadar
taze PBS salim ortamina eklenmistir. PBS igerisinde hazirlanan farklt melatonin
cozeltilerinin absorbanslarinin  spektrofotometrik olarak belirlenmesiyle olusturulan

kalibrasyon grafigi Ek 1°de verilmistir.

In vitro salim ¢alismalarindan elde edilen veriler, sifirmci derece, birinci derece, Higuchi,
Hixson-Crowell ve Korsmeyer Peppas olmak iizere cesitli salim kinetik modellerine
uyarlanmistir. Elde edilen grafiklerin lineer regresyon katsayilar1 (R?) incelenerek salim

davraniginin uydugu kinetik model belirlenmistir.

3.3. MG-63 Hiicrelerinin Karakterizasyonu

Melatoninin osteosarkom tizerindeki etkilerini incelemek amaciyla kullanilan MG-63 insan
osteosarkom hiicre hattinin karakterizasyon c¢aligmalari i¢in 8. pasajdaki hiicreler
kullamilmistir. Hiicreler, %10 (v/v) FBS ve %1 (v/v) penisilin-streptomisin igeren DMEM
kiltlir ortami1 kullanilarak, hiicre kiiltiir kaplarinda 37°C sicakliga, %95 neme ve %5 CO2’ye
sahip inkiibatérde (Heraus Instruments, Almanya) cogaltilmistir. Tek tabaka halinde elde
edilen hiicreler %0.251lik (v/v) tripsin ile ylizeyden kaldirilmis ve santrifiijlenip hiicre ekimi
icin tekrar siispanse edilmistir. MTT analizi ve hiicre sayimi i¢in 24 g6zl kiiltiir kaplarinin
her bir goziine 1 mL ile 1x10* hiicre/mL konsantrasyonunda hiicre ekilmis ve hiicreler 18

giin boyunca kiiltiire edilmistir.

3.3.1. MTT analizi

MTT analizi i¢in kiiltiiriin belirli zamanlarinda kiltiir kabinin goézlerindeki ortam
uzaklastirilmis, ardindan her bir géze 600 puL serumsuz kiiltiir ortam1 ve 60 uL MTT (2.5
mg/mL, PBS icerisinde) eklenmistir. Ornekler, 37°C’deki inkiibatdrde 3 saat bekletildikten
sonra, gozlerdeki MTT igeren ortam uzaklastirilmis ve her bir géze 400 pL izopropanol
¢ozeltisi (0.04 M HCl iceren) eklenerek olusan mor renkli formazan kristallerinin ¢ézlinmesi
saglanmistir. Elde edilen ¢ozeltiden 200 pL alinarak 96 gozlii kiiltiir kaplarina aktarilmis ve

¢ozeltinin absorbansi 570 nm’de (690 nm referans) UV spektrofotometrede (Labomed
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Double Beam UV-visible spektrofotometre, ABD) Ol¢lilmiistiir. Son olarak gozlerdeki
izopropanolii uzaklagtirmak i¢in 1 mL DPBS (pH 7.4) ile yikama gerceklestirilmistir.

3.3.2. Hiicre sayimmi

Hiicre sayimi i¢in kiiltiiriin belirli zamanlarinda gozlerdeki kiiltiir ortam1 uzaklastirilmis ve
hiicreler tripsinize edilmistir. Hiicreler tamamen kiiltiir kabinin ytlizeyinden kalktiktan sonra,
elde edilen hiicre siispansiyonu tripan mavisi ile boyanmis ve Neubauer lami kullanilarak

canli hiicrelerin hemositometrik sayimi yapilmistir.

3.3.3. Floresan mikroskobu ile analiz

Petri kaplarinda (3.5 cm ¢apli) lireyen hiicrelerin iskelet organizasyonlar, kiiltiirtin 1., 5., 9.
ve 16. giinlerinde incelenmistir. Boyamalar i¢in dncelikle hiicrelerin tizerindeki kiiltiir ortam
uzaklagtirllmig ve hiicreler 3 kez PBS (pH 7.4) ile yikandiktan sonra %4’lik (v/v)
formaldehit ¢ozeltisi ile 20 dk boyunca oda sicakliginda muamele edilmistir. Bu sekilde
gerceklestirilen fiksasyon isleminden sonra hiicreler tekrar 3 kez PBS (pH 7.4) ile yikanmis
ve %0.1 (v/v) Triton X-100 (PBS igerisinde) ile 10 dk boyunca etkilestirilerek hiicre
membraninin gegirgenligi arttirllmigtir. Hiicrelerin filamentoz aktinleri (F-aktin), %1 (w/v)
sigir serum albiimin (BSA) iceren PBS (PBS/A) ¢ozeltisi igerisinde hazirlanmis %1°lik (v/v)
Alexa Fluor 488 phalloidin ile, hiicre ¢ekirdegi ise %0.1°1lik (v/v) DAPI ¢ozeltisi ile 30 dk
boyunca karanlikta inkiibe edilerek boyanmustir. Ornekler floresan mikroskobu (Olympus

IX71, A.B.D) kullanilarak goriintiilenmistir.

3.3.4. Kiristal viyole ile boyama

Hiicrelerin c¢ekirdek ve sitoplazmasina dair bilgiler elde etmek amaciyla 6 gozlii polistiren
kiltiir kaplarinda gergeklestirilen kiiltiiriin 1., 5., 9. ve 16. giinlerinde, hiicreler kristal viyole
ile boyanmistir. Bu amagla 6ncelikle kiiltiir kabinda bulunan kiiltiir ortam1 uzaklastirilmis
ve PBS (pH 7.4) ile yikama islemi gerceklestirilmistir. Daha sonra 1:1 (v/v) oraninda
aseton/metanol karigimi ile 4°C’de 20 dk fiksasyon iglemi yapilmistir. Fiksasyon igleminden
sonra %20’lik (v/v) metanol ¢dzeltisin igerisinde hazirlanan %0.5’lik (w/v) kristal viyole
cozeltisinden hiicrelerin  {lizerine konulmus ve 30 dk boyunca inkiibasyon
gergeklestirilmistir. Son olarak boyanan ylizeyler akan suyun altinda iyice yikanmis ve

hiicreler optik mikroskop (Olympus IX71, A.B.D) altinda incelenmistir.
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3.4. Toksisite Calismalari

3.4.1. Melatoninin farkhh konsantrasyonlarinin MG-63 ve MC3T3-E1 hiicreleri
iizerindeki etkisinin incelenmesi

Melatoninin farkli konsantrasyonlarinin insan osteosarkom hiicre hatti MG-63 ve
preosteoblastik MC3T3-E1 hiicreleri iizerinde toksik etki gosterip gdstermedigini anlamak
amactiyla in vitro hiicre kiiltiir ¢alismalart gerceklestirilmistir. Bu amagla kullanilan 8.
pasajdaki hiicreler 24 gozlii kiiltiir kaplara 1 mL kiiltiir ortamu icerisinde 2x10* hiicre/mL
yogunlukta ekilmistir. Kiiltiir ortami1 olarak, MG-63 hiicreleri icin %10 (v/v) FBS ve %1
(v/v) penisilin-streptomisin igeren DMEM; MC3T3-E1 hiicreleri i¢in ise %10 (v/v) FBS ve

%1 (v/v) penisilin-streptomisin iceren a-MEM kullanilmistir.

Hiicre ekiminden 24 sa sonra 100 pL etanol igerisinde ¢oziilen melatonin kiiltiir ortami ile
seyreltilerek istenilen konsantrasyona (0-8 mM) getirilmis ve gozlere eklenmistir. Hiicre
canlilig: kiiltiirtin 1., 2., 3. ve 5. giinlerinde MTT analizi ile, hiicre morfolojisi ise kiiltiiriin
3. giiniinde optik mikroskop ile incelenmistir.

3.4.2. PLGA nano/mikropartikiillerinin farkl konsantrasyonlarinin MG-63 hiicreleri

iizerindeki etkisinin incelenmesi

Bos ve melatonin yiiklii PLGA nano/mikropartikiillerin farkli konsantrasyonlarinin MG-63
hiicrelerinin proliferasyonu {iizerindeki etkilerini incelemek icin 8. pasajdaki hiicreler
kullanilmistir. Hiicreler, %10 (v/v) FBS ve %1 (v/v) penisilin-streptomisin iceren DMEM
kiltiir ortami1 kullanilarak, hiicre kiiltiir kaplarinda 37°C sicakliga, %95 neme ve %5 CO2’ye
sahip inkiibatorde (Heraus Instruments, Almanya) ¢ogaltilmistir. Tek tabaka halinde elde
edilen hiicreler %0.251lik (v/v) tripsin ile ylizeyden kaldirilmis ve santrifiijlenip hiicre ekimi

icin tekrar siispanse edilmistir.

Hiicreler 24 gozlii kiiltiir kaplarma 1 mL hacimde ve 2x10* hiicre/mL yogunlukta ekilmistir.
Hiicre ekiminden 24 sa sonra ise farkli miktarlarda (0.05, 0.5 ve 5 mg/cm?) bos ve melatonin
yiiklii PLGA nano/mikropartikiil, 30 dk boyunca UV altinda sterillenmis ve kiiltiir ortami ile
karistirilip iyice homojenize edilerek gozlere eklenmistir. Bos PLGA nano/mikropartikiil
iceren gruplar ile polistiren hiicre kiiltiir kaplarinda (TCPS) iireyen hiicreler kontrol olarak
kullanilmistir. Hiicre kiiltiir caligmalar1 3 giin boyunca siirdiiriilmiistiir. Hiicre canliligt MTT

analizi ile, hiicre morfolojisi ise optik mikroskop ile incelenmistir.
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3.4.2.1. MTT analizi
Kiiltiir siiresi boyunca her giin gézlerdeki kiiltiir ortam1 uzaklagtirilmis ve kalan partikiillerin
uzaklastirilmasi i¢in gozler 2 kez kiiltlir ortami ile yikanmistir. MTT analizi i¢in Boliim

3.3.1’de anlatilan yontem uygulanmustir.

3.4.2.2. Optik mikroskop ile analiz

Bos ve melatonin yiiklii PLGA nano/mikropartikiiller ile etkilesen MG-63 hiicrelerinin optik
mikroskop goriintiileri alinmistir. Goriintii almadan 6nce 24 gozli kiiltiir kabinda bulunan
partikiil iceren ortam uzaklastirilmis ve gozler 2 kez DPBS (pH 7.4) ile yikanmistir.
Ardindan hiicrelerin iizerine tekrar DPBS eklenerek goriintiilleme yapilmustir.

3.4.3. PLGA nanopartikiillerinin MG-63 ve MC3T3-E1 hiicreleri iizerindeki etkisinin

incelenmesi

Bos ve melatonin yiiklii PLGA nanopartikiillerin 0.05 mg/cm? konsantrasyonunun hem MG-
63 hem de MC3T3-El hiicreleri iizerindeki etkisini incelemek amaciyla hiicre kiiltiir
calismalar1 gerceklestirilmistir. Hiicreler 24 gozlii kiiltiir kaplarina 1 mL icerisinde 2x10*
hiicre/mL yogunlukta ekildikten 24 sa sonra 0.05 mg/cm? konsantrasyonundaki bos PLGA
nanopartikiiller 30 dk boyunca UV ile sterillenmis, kiiltlir ortami ile karistirilarak iyice
homojenize edilmis ve gozlere eklenmistir. TCPS’te lireyen hiicreler kontrol olarak
kullanilmistir. Hiicre canlilig1 3 giin boyunca Bo6liim 3.3.1°de anlatildig1 sekilde MTT analizi

ile incelenmistir.

3.5. PLGA Nanopartikiilleri ile Yiiriitiilen Hiicre Icerisine Alm Calismalar

Bos PLGA nanopartikiillerin hiicre igerisine aliminm1 incelemek amaciyla Oncelikle
nanopartikiillerin igerisine floresan bir boya olan floresan izotiyosiyanat (FITC) yiiklenmis
ve bu FITC-yiiklii PLGA nanopartikiiller hem MC3T3-E1 hem de MG-63 hiicreleri ile 24

saat boyunca etkilestirilmislerdir.

3.5.1. FITC yiiklii PLGA nanopartikiillerin iiretimi

FITC yiikli PLGA nanopartikiillerin {iretimi i¢in bos PLGA yiiklii nanopartikiillerin
tiretimindeki yontem izlenmistir. Farkli olarak, 5 mg FITC 1 mL dimetilsiilfoksit igerisinde
¢Ozlinmiis ve hazirlanan ¢ozelti organik faza eklenmistir. Yikama islemleri sonrasinda
partikiiller 1 gece boyunca -80°C’de dondurarak-kurutma cihazinda karanlikta

kurutulmustur.

3.5.2. MG-63 ve MC3T3-E1 hiicreleri ile yiiriitiilen caliymalar
Hiicre icerisine alim c¢alismalart hem MG-63 hem de MC3T3-El hiicreleri ile
gerceklestirilmistir. Bu amagla 8. pasajdaki MG-63 ve MC3T3-E1 hiicreleri, %10 (v/v) FBS
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ve %1 (v/v) penisilin-streptomisin igeren, sirastyla DMEM ve o-MEM Kkiiltiir ortamlari
kullanilarak, hiicre kiiltiir kaplarinda 37°C sicakliga, %95 neme ve %5 CO2’ye sahip
inkiibatorde (Heraus Instruments, Almanya) cogaltilmistir. Tek tabaka halinde elde edilen
hiicreler %0.25’lik (v/v) tripsin ile yilizeyden kaldirilmis ve santrifiijlenip hiicre ekimi i¢in

tekrar siispanse edilmistir.

Hiicreler 24 gozlii kiiltiir kaplarina 1 mL kiiltiir ortami icerisinde 2x 10* hiicre/mL yogunlukta
ekilmistir. Hiicre ekiminden 24 sa sonra, 0.05 mg/cm? olacak sekilde FITC isaretli bos
PLGA nanopartikiiller kiiltiir ortami icerisinde iyice homojenize edilerek kiiltiir kaplarina
eklenmistir. FITC yiiklii PLGA nanopartikiillerin hiicre igerisine alimlar1 24 sa boyunca hem
optik hem de floresan mikroskobu (Olympus, ABD) ile incelenmistir. Kiiltiiriin 1., 5. ve 24.
saatlerinde hiicrelerin lizerindeki partikiil igeren ortam uzaklastirilmis ve gozler 2 kez DPBS
ile yikandiktan sonra hiicreler optik mikroskop ile goriintiilenmistir. Floresan mikroskop ile
goriintliileme igin ise, hiicreler DPBS ile yikama igleminden sonra %4’liikk (v/v) formaldehit
¢ozeltisi ile 20 dk boyunca oda sicakliginda muamele edilmistir. Bu sekilde gergeklestirilen
fiksasyon isleminden sonra hiicreler tekrar 3 kez PBS ile yikanmistir. Hiicre ¢ekirdeklerinin
floresan mikroskobu ile goriintiilenmesi i¢in ise, fiksasyon sonrasi hiicre ¢ekirdegi %1°lik
(w/v) BSA igeren PBS ¢ozeltisi (PBS/A) igerisinde hazirlanmis %0.1°lik (v/v) DAPI ile 30
dk boyunca karanlikta inkiibe edilerek boyanmistir. Ardindan, 6rnekler floresan mikroskobu
kullanilarak goriintiilenmistir. Ayrica, elde edilen goriintiilerde 4X biiyilitmeye sahip olanlar
kullanilarak, PLGA nanopartikiillerin hiicre i¢erisine alim ytizdeleri belirlenmistir.

3.6. Bos ve PLGA Nano/Mikropartikil Yiiklii Kitosan Doku Iskelelerinin Uretimi,

Karakterizasyonu ve In Vitro Hiicre Kiiltiir Calismalar:

3.6.1. Bos kitosan doku iskelelerinin iiretimi

Bos kitosan doku iskelelerinin iiretimi igin oncelikle 0.2 M asetik asit iceren distile su
kullanilarak %2’lik (w/v) kitosan (%75-85 deasetilasyon derecesi) ¢ozeltisi hazirlanmis ve
kitosanin iyice ¢oziinmesi i¢in hazirlanan ¢ozelti 2 glin boyunca manyetik karistiricida
kanigtinnlmistir. Hazirlanan ¢ozelti igerisindeki safsizliklarin uzaklastirilmasi amaciyla
cozelti 0.45 pm’lik filtreden gecirilmis ve 24 gozli kiiltiir kaplarina dokiilerek -20°C’de
dondurulmustur. Bu asamadan sonra kitosan doku iskeleleri, liyofilizator kullanilarak -

80°C’de “dondurarak-kurutma” iglemine tabi tutulmustur.

Uretilen kitosan doku iskelelerinin nétralizasyonu icin iki farkli yontem kullanilmistir.
Birinci yontemde, iskeleler %96’lik (v/v) etanol ¢ozeltisi icerisinde 1 gece, %70’lik (v/v)

etanol c¢ozeltisi icerisinde ise 1 sa boyunca bekletilmistir. Ardindan, doku iskeleleri
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liyofilizatdrde tekrar kurutulmustur. Ikinci yontemde ise iskeleler 1 M sodyum karbonat
cozeltisinde 2 sa bekletilmistir. Ardindan kalan sodyum tuzlarinin uzaklastirilmast igin
iskeleler, yikama ¢ozeltisinin pH’1 7 oluncaya kadar distile su ile yikanmis ve -20°C’de
gergeklestirilen 6n dondurma isleminin ardindan liyofilizatorde 1 gece boyunca

kurutulmustur.

3.6.2. Kitosan doku iskelelerine PLGA nano/mikropartikiillerin yiiklenmesi

PLGA nano/mikropartikiil yiiklii kitosan doku iskelelerinin {iretimi i¢in 6ncelikle yukarida
belirtilen oranda kitosan ¢ozeltisi 2 giin boyunca karistirilmistir. Elde edilen ¢ozelti,
safsizliklarindan arindirilmak tizere filtreden gegirilmistir. PLGA nano/mikropartikiiller iki
farkli yontemle kitosan iskelelerine yiiklenmistir. Birinci yontemde igerisinde belirlenen
miktarda nano/mikropartikiil bulunan sulu faz 6,000 rpm’de iyice homojenize edildikten
sonra kitosan ¢ozeltisine eklenmis ve 3 saat boyunca manyetik karigtiricida karistirilmistir.
Diger islemler bos kitosan doku iskelelerinin {iretimindeki gibi uygulanmistir. Boylece,
PLGA nano/mikropartikiiller doku iskelelerine es zamanli {iretim-yiikleme seklinde
yiiklenmistir. Ikinci yontemde ise yine distile su igerisinde 6,000 rpm’de homojenize edilen
PLGA nano/mikropartikiiller 6nceden hazirlanan ve notralize edilen kitosan doku
iskelelerine emdirilerek yliklenmistir. Sonug olarak, doku iskelesi bagina (2 mm yiikseklik,
9 mm ¢ap) 1 ve/veya 2 mg PLGA nano/mikropartikiil iceren kitosan doku iskeleleri

tretilmistir.

3.6.3. SEM analizi
Bos ve PLGA nano/mikropartikiil yiiklii kitosan doku iskelelerinden alinan kesitler altin-
paladyum ile kaplanmis ve Zeiss (Evo-50, Almanya) taramal1 elektron mikroskobu (SEM)

ile incelemistir.

3.6.4. ATR-FTIR analizi

Bos ve PLGA nano/mikropartikiil yiiklii kitosan doku iskelelerinin kimyasal yapilarmin
belirlenebilmesi ve PLGA nano/mikropartikiillerin kitosan doku iskelelerine basarili bir
sekilde yiiklendiklerini kanitlamak amaciyla partikiil igeren ve icermeyen (bos) doku
iskelelerinin 400-4000 cm™ dalga boyu araliginda ATR-FTIR spektrofotometresi (Thermo
Fisher Scientific, Nicolet iS10, Waltham, MA, ABD) ile spektrumlar1 alinmistir.

3.6.5. Termogravimetrik analiz
Calismada kullanilan kitosan doku iskelelerinin termal davranisi, termogravimetrik analizor
(TG/DTA 6300 SIT EXSTAR 6000, Seiko Instruments Inc., ABD) ile incelenmistir. Analiz,
25-600°C sicaklik araliginda, 10°C/dk 1sitma hiz1 ile azot ortaminda yiiriitiilmiistiir.

47



3.6.6. MC3T3-E1 hiicreleri ile yiiriitiilen onciil hiicre kiiltiir ¢calismalari

Melatonin yiiklii PLGA nano/mikropartikiilleri i¢eren kitosan doku iskelelerinin kemik doku
miithendisligindeki kullanim potansiyelini arastirmak amaciyla hiicre kiiltlir ¢aligmalari
gerceklestirilmistir. Bu amagla yiiriitiilen in vitro hiicre kiiltiir ¢caligmalarinda 8. pasajdaki
preosteoblastik MC3T3-E1 hiicre hatti kullanilmistir. Yenidogan fare kafatasi catisindan
elde edilen ve ylizeye-bagimli olarak iireyen bu hiicreler %10 (v/v) FBS, %1 (v/v) penisilin-

streptomisin i¢ceren a-MEM Kkiiltiir ortam1 kullanilarak tek tabakali kiiltiirde cogaltilmistir.

On deneme calismalari igin 4 grup kitosan doku iskelesi kullanilmistir. Bu doku iskeleleri

asagida belirtilmistir:

1. PLGA nano/mikropartikiil icermeyen kitosan doku iskelesi: Bos kitosan

2. Melatonin yiikli PLGA nanopartikiillerin yapiya emdirme yontemiyle katilmasiyla
hazirlanan doku iskelesi: Kitosan-Np

3. Melatonin yliklii PLGA mikropartikiillerin yapiya emdirme yontemiyle katilmasiyla
hazirlanan doku iskelesi: Kitosan-Mp

4. Melatonin yiiklii PLGA mikropartikiillerin yapiya iiretim sirasinda katilmasiyla

hazirlanan doku iskelesi: Kitosan+Mp

Hazirlanan doku iskelelerinin  sterilizasyonu Oncelikle etilen oksit gaz1 ile
gerceklestirilmistir (Point Medikal, Ostim, Ankara). Sterilizasyonun ardindan, iskeleler
steril PBS ile 3 defa yikanmis ve ardindan %10 (v/v) FBS, %1 (v/v) penisilin-streptomisin
iceren o-MEM ortami igerisine almmustir. Doku iskelelerinin serum proteinleri ile
etkilesmeleri i¢in 2 sa beklenmistir. Hiicreler, 30 uL kiiltiir ortami igerisinde, 1x10°
hiicre/mL olacak sekilde doku iskelelerine ekilmistir. Kiiltiire edilen hiicreler, %95 nem ve
%5 COy igeren inkiibatorde (Heraus Instruments, Almanya) inkiibe edilmistir. Hiicre
ekiminden 3 sa sonra doku iskelelerinin {izerine 10 mM B-gliserol fosfat ve 50 pg/mL
askorbik asit igeren 1 mL osteojenik farklilagsma ortami konulmustur. Kiiltiir siiresi boyunca
hiicrelerin igerisinde bulundugu ortam 2-3 giinde bir yar1 yariya degistirilerek tazelenmistir.
Steril ortam gerektiren tiim islemler laminer akis kabininde (Bioair, Type II Laminer Akis

Kabini, italya) gerceklestirilmistir.

Hazirlanan tiim bu iskelelerde kiiltiire edilen MC3T3-E1 hiicrelerinin canliligi Bolim

3.3.1’de aciklanan MTT analizi ile incelenmistir.
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Etilen oksit gazi ile sterillenen kitosan doku iskeleleriyle gerceklestirilen hiicre kiiltiir
calismalarinda istenilen sonuglar elde edilememis ve bunun nedeninin sterilizasyon
sonrasinda iskelelerdeki etilen oksit kalintilarindan kaynakli olabilecegi diistiniilmiistiir. Bu
nedenle, sadece bos kitosan doku iskeleleri kullanilarak hiicre kiiltiir calismalari
gerceklestirilmistir. Iskeleler %70°lik etanolde 30 dk bekletildikten sonra steril PBS ile 3 kez
yikanmig ve ardindan da her iki yiizii 30’ar dk boyunca UV’ye maruz birakilmistir. Bu
calismada hem doku iskelelerinin hiicre ekimi Oncesi serumlu kiiltiir ortami1 icerisinde
sartlanma siiresi (2 sa ve 24 sa), hiicrelerin ekim ortami (biliylime ortami ve farklilasma
ortami1) ve kitosanin ndtralizasyon yontemi (etanol ve sodyum karbonat ile notralizasyon)
gibi parametrelerin hiicre c¢ogalmasi tizerindeki etkileri incelenmistir. Gergeklestirilen
deneysel islemler Sekil 3.1°de dzetlenmistir. Hiicreler, 30 uL kiiltiir ortamu igerisinde, 2x10°
hiicre/mL olacak sekilde doku iskelelerine ekilmistir. Kiiltiire edilen hiicreler, %95 nem ve

%35 COz igeren inkiibatorde (Heraus Instruments, Almanya) inkiibe edilmistir.

Etanol-UV
Sterilizasyonu

Etanol ile Sodyum karbonat
nétralizasyon ile nétralizasyon

[ [
2sa 24 sa 2sa 24 sa
sartlama sartlama sartlama sartlama

Biiyiime Farklilasma Biiyiime Farklilasma Biiyiime Farklilasma Biiyiime Farklilasma
ortaminda ortaminda ortaminda ortaminda ortaminda ortaminda ortaminda ortaminda
ekim ekim ekim ekim ekim ekim ekim ekim

Sekil 3.1. MC3T3-E1 hiicreleri ile gerceklestirilen dnciil hiicre kiiltiir galismalarinin sematik
gosterimi.

3.7. Farkh Deasetilasyon Derecesine Sahip Kitosan Doku Iskelelerinin Uretimi ve
Kitosan Doku Iskelelerinin Hidroksiapatit (HAp) ile Modifikasyonu

Calismanin bu asamasinda, kitosanin deasetilasyon derecesinin hiicre yapigmasi ve
cogalmasina etkisinin incelenmesi amaciyla 6nceden iiretilen ve karakterize edilen %75-85
deasetilasyon derecesine sahip kitosanin yani sira, >%85 deasetilasyon derecesine sahip
kitosan kullanilarak da dondurarak-kurutma yontemiyle kitosan doku iskeleleri iiretilmistir.

Uretim sonras1 iskelelerin nétralizasyonu sodyum karbonat ile gergeklestirilmistir.

Kitosan iskelelerin HAp ile modifikasyonu icin ise 0.2 M asetik asit igeren distile su
kullanilarak %2’lik (w/v) kitosan (DD: %75-85) ¢ozeltisi hazirlanmis ve kitosanin iyice

¢oziinmesi i¢in hazirlanan ¢6zelti 2 glin boyunca manyetik karistiricida karistirilmistir. Elde

49



edilen ¢ozelti, safsizliklarindan arindirilmak iizere filtreden gegirilmistir. Ardindan %1.5
(w/v) toz veya boncuk formdaki HAp partikiiller kitosan ¢6zeltisi igerisine eklenmis ve 3
saat boyunca manyetik karistiricida karistirilmistir. Bu asamadan sonra kitosan doku
iskeleleri, liyofilizator kullanilarak -80°C’de “dondurarak-kurutma” islemine tabi
tutulmustur. Elde edilen kitosan doku iskelelerinin nétralizasyonu i¢in iskeleler 1 M sodyum
karbonat c¢ozeltisinde 2 saat bekletilmistir. Ardindan yikama ¢ozeltisinin pH’1 7 oluncaya
kadar distile su ile yikanmis ve liyofilizatérde tekrar kurutulmustur. Toz ve boncuk
formundaki HAp eklenerek tretilen kitosan doku iskeleleri sirasiyla kitosan/toz HAp ve

kitosan/boncuk HAp seklinde ifade edilmistir.

3.7.1. SEM analizi

Kitosanin deasetilasyon derecesinin iskele iiretimi sonrasinda gozenek yapisini ne sekilde
etkilediginin ve HAp partikiillerin kitosan yapisina basarili bir sekilde katildiginin
belirlenmesi amaciyla doku iskelelerinden alinan kesitler altin-paladyum ile kaplanmis ve

Zeiss (Evo-50, Almanya) taramali elektron mikroskobu (SEM) ile incelemistir.

3.7.2. ATR-FTIR analizi

HAp’in kitosan iskelelerin yapisina basarili bir sekilde katilip katilmadiginin belirlenmesi
amactyla boncuk formdaki HAp igeren ve icermeyen kitosan doku iskelelerinin ve boncuk
formdaki saf HAp’in 400-4000 cm™ dalga boyu araliginda ATR-FTIR spektrofotometresi
(Thermo Fisher Scientific, Nicolet iS10, Waltham, MA, ABD) ile spektrumlar1 alinmstir.

3.7.3. Mikro-bilgisayarh tomografi (u-CT) analizi

Kitosan/boncuk HAp doku iskelelerindeki HAp dagiliminin belirlenebilmesi i¢in iskelelerin
u-CT cihazi (Bruker, Skyscan 1272) ile goriintiileri alinmistir. Bu analiz 60 kV ve 170 pA'de
1 ms'lik pozlama ile 4X biiyiitmede gergeklestirilmistir.

3.8. Kitosan/HAp Doku Iskelelerine PLGA Nano/Mikropartikiillerin Yiiklenmesi
Kitosan/HAp doku iskelelerine PLGA nano/mikropartikiiller Boliim 3.6.2°de anlatildig:
sekilde hem tiretim sirasinda hem de iiretim sonrasinda iskelelere emdirilerek yiiklenmistir.
PLGA nanopartikiillerin ve mikropartikiillerin yapiya iiretim asamasinda katilmasiyla
hazirlanan iskeleler, sirasiyla, kitosan/HAp+Np ve kitosan/HAp+Mp; iiretim sonrasinda
emdirilerek yiiklenmesi ile hazirlanan iskeleler ise, sirasiyla, kitosan/HAp-Np ve
kitosan/HAp-Mp seklinde ifade edilmistir. PLGA nano/mikropartikiiller iskele basina 0.5
mg ve 1.0 mg olacak sekilde yiiklenmislerdir.
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3.8.1. SEM analizi
Partikiillerin kitosan/HAp iskeleler icerisindeki dagilimimi ve iskele gozenekliligini ne
sekilde etkiledigini belirlemek amaciyla Boliim 3.7.1°de anlatildig: sekilde SEM analizi
gerceklestirilmistir.

3.8.2. In vitro salim ¢calismalari ve salm Kinetiginin incelenmesi

Melatonin igeren PLGA nano/mikropartikiil yiiklii kitosan/HAp doku iskelelerinden in vitro
salim c¢alismalar1 i¢in iskele basma 0.5 mg partikiil iceren 2x9 mm boyutlarindaki
kitosan/HAp doku iskeleleri kullanilmistir. Doku iskelelerinden melatoninin salim
calismalar1 %0.1 (w/v) sodyum azit iceren 1.5 mL PBS ortaminda, 37°C’de ve 70 rpm
hizindaki ¢alkalamali etlivde yiiriitiilmiistiir. Belirli zaman araliklarinda 2 pL 6rnek alinarak
279 nm’de NanoDrop ile analiz edilmis ve alinan miktar kadar taze PBS salim ortamina

eklenmistir.

In vitro salim calismalar1 sonucunda elde edilen veriler, sifirnci derece, birinci derece,
Higuchi, Hixson-Crowell ve Korsmeyer-Peppas olmak iizere ¢esitlik salim kinetik
modellerine uyarlanmistir. Elde edilen grafiklerin lineer regresyon katsayilar1 (R?)

incelenerek salim davranisinin uydugu kinetik model belirlenmistir.

3.8.3. Hiicre Kkiiltiir calismalar
Hiicre kiiltiir ¢alismalarinda 5 farkli doku iskelesi kullanilmistir. Bu iskeleler asagida

belirtilmistir:

1. PLGA nano/mikropartikiil igermeyen doku iskelesi: Kitosan/HAp

2. Melatonin yiikli PLGA mikropartikiillerin yapiya iiretim sirasinda katilmasi ile
hazirlanan doku iskelesi: Kitosan/HAp+Mp

3. Melatonin yiiklii PLGA mikropartikiillerin yapiya emdirme yontemiyle katilmasiyla
hazirlanan doku iskelesi: Kitosan/HAp-Mp

4. Melatonin yiikli PLGA nanopartikiillerin yapiya iiretim sirasinda katilmasi ile
hazirlanan doku iskelesi: Kitosan/HAp+Np

5. Melatonin yiiklii PLGA nanopartikiillerin yapiya emdirme yontemiyle katilmasiyla
hazirlanan doku iskelesi: Kitosan/HAp-Np

Hazirlanan iskelelerin preosteoblastik MC3T3-E1 hiicrelerinin osteojenik farklilagmasi
tizerindeki etkinligini incelemek amaciyla 28 giin siiren in vitro hiicre kiiltiir caligmalari
gergeklestirilmistir. Tiim iskeleler hiicre ekimi dncesinde vakum etiiviinde ¢oktiirtildiikten

sonra %70’lik (v/v) etanolde 30 dk bekletilmistir. Ardindan, steril PBS ile 3 kez yikanan
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iskelelerin her iki yiizii de 30’ar dk boyunca UV’ye maruz birakilarak sterilizasyon islemi
gerceklestirilmistir. Sterilizasyonun ardindan, doku iskeleleri %10 (v/v) FBS, %1 (v/v)
penisilin-streptomisin igeren a-MEM ortami igerisine alimmis ve iskelelerin serum
proteinleri ile etkilesmeleri i¢in 2 saat beklenmistir. Hiicreler, 30 pL kiiltiir ortami igerisinde,
4x10° hiicre/mL olacak sekilde doku iskelelerine ekilmistir. Hiicre ekiminden 3 saat sonra
doku iskelelerinin iizerine 1 mL biiylime ortam1 eklenmis ve hiicreler %95 nem ve %5 CO;
igeren inkiibatorde (Heraus Instruments, Almanya) inkiibe edilmistir. Kiiltiirtin 5. giiniinde,
iskelelerin {izerindeki biliylime ortami uzaklastirilarak, yerine 1 mL osteojenik farklilagsma
ortam1 (10 mM B-gliserol fosfat ve 50 pg/mL askorbik asit igeren a-MEM) konulmustur.
Kiiltiir siiresi boyunca hiicrelerin igerisinde bulundugu ortam 2-3 giinde bir yar1 yariya
degistirilerek tazelenmistir. Steril ortam gerektiren tiim islemler laminer akis kabininde

(Bioair, Type II Laminer Akis Kabini, Italya) gerceklestirilmistir.

3.8.3.1. MTT analizi

Hiicrelerin doku iskeleleri icerisindeki mitokondriyal aktiviteleri kiiltiiriin farkli glinlerinde
incelenmistir. Doku iskelelerinin tizerindeki kiiltiir ortami uzaklastirildiktan sonra iskeleler
baska bir 24 gozli kiltiir kabma aktarilmistir. Sonrasindaki islemler Bolim 3.3.1°de
anlatildig: sekilde gergeklestirilmistir.

3.8.3.2. SEM analizi

Hiicrelerin kitosan/HAp iskelelerindeki morfolojileri ile hiicre-doku iskelesi ve hiicre-hiicre
etkilesimlerini incelemek amaciyla kiiltiriin 7., 14. ve 21. gilinlerinde SEM analizi
gerceklestirilmistir. Bunun i¢in Oncelikle gozlerdeki kiiltiir ortami uzaklastirilmis ve
iskeleler 2 kes DPBS ile yikanmistir. Ardindan, %2.5’luk (v/v) gluteraldehit ¢ozeltisi ile 30
dk boyunca karanlikta fiksasyon igslemi gerceklestirilmistir. Sonrasinda, 6rnekler PBS ile 3
kez yikanmis ve analize kadar PBS igerisinde 4°C’de saklanmistir. SEM analizi 6ncesinde
ornekler etanol serilerinden (%10, %30, %50, %70, %90 ve %100) gecirilerek iskeleler
dehidrasyona maruz birakilmistir. Son olarak 6rnekler hekzametildisilazanda (HMDS) 5 dk
bekletilmis ve 1 gece boyunca havada kurutulmustur. Goriintiileme dncesinde 6rnekler altin-

palladyum ile kaplanmistir.

3.8.3.3. Konfokal lazer taramah mikroskop (CLSM) ile analiz

Doku iskelelerindeki hiicre iskeleti organizasyonu, kiiltiiriin 21. giiniinde incelenmistir.
Doku iskelelerinin tizerindeki kiiltiir ortam1 uzaklastirildiktan sonra, iskeleler 3 kez PBS (pH
7.4) ile yikanmis ve daha sonra PBS igerisinde hazirlanmis %2.5’luk (v/v) gluteraldehit
cozeltisi igerisinde 4°C’de 10 dk boyunca karanlikta inkiibe edilmistir. Fiksasyon isleminden
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sonra, %0.1 (v/v) Triton X-100 (PBS igerisinde) ile 5 dk boyunca muamele edilerek hiicre
membraninin gegirgenligi arttirilmistir. Hiicrelerin iskeletsel filament6z aktinleri (F-aktin),
%1’lik (w/v) PBS/A c¢ozeltisi igerisinde hazirlanmis %2.5’luk (v/v) Alexa Fluor 488
phalloidin ile 20 dk, hiicre ¢ekirdegi ise 10 ug/mL propidyum iyodiir ile 5 dk inkiibe edilerek
boyanmistir. Ornekler Orta Dogu Teknik Universitesi Merkezi Laboratuvari’nda bulunan
konfokal lazer taramali mikroskobu (CLSM, Zeiss LSM 510, Almanya) kullanilarak

incelenmistir.

3.8.3.4. ALP aktivitesinin tayini

MC3T3-El hiicrelerinin erken donem osteojenik farklilagsmasi, analiz kiti (Biovision, ABD)
kullanilarak alkalen fosfataz (ALP) aktivitesinin tayini ile belirlenmistir. Analizde, ALP
enziminin p-nitrofenil fosfati (pNPP), p-nitrofenol (pNP) bilesigine doniistiirmesinden
yararlanilmistir. Hiicre kiiltiir ¢alismasinin 7., 14. ve 21. giinlerinde, kitosan/HAp doku
iskelelerinin iizerindeki kiiltiir ortami uzaklastirilmis ve iskeleler DPBS (pH 7.4) ile 2 kez
yikanarak analiz yapilincaya kadar -80°C’de muhafaza edilmistir. Analizden oOnce, -
80°C’den cikarilan iskeleler liyofilizatorde kurutulduktan sonra kiiciik parcalara ayrilmis ve
Ependorf tiiplerine aktarilmistir. Ornekler 300 uL %0.1°1ik (v/v) Triton X-100 ¢ozeltisi (PBS
igerisinde) ile, 4°C’de 30 dk inkiibe edildikten sonra 4°C’de, 12,000 rpm hizda 10 dk
boyunca santrifiijlenmistir. Santrifiij sonras1 elde edilen siipernatandan 80 pL alinarak 96
gozIi kiiltiir kabina aktarilmis ve tizerine 50’ser pL pNPP c¢ozeltisi (5 mM) eklenerek
25°C’de 1 saat boyunca karanlikta inkiibasyon gergeklestirilmistir. inkiibasyonun ardindan,
gerceklesen tepkimenin sonlandirilmasi igin, her bir géze 20 pL stop ¢ozeltisi eklenmistir.
Tepkime sonucu olugsan pNP’nin absorbansi, UV mikroplaka okuyucuda (ASYS, Hitech
UVM 340 plate reader, Avusturya) 405 nm dalga boyunda 6l¢iilmiistiir.

3.8.3.5. Kollajen analizi

Kollajenin yapisinda bulunan hidroksiprolin amino asidinin miktarsal tayinine dayanan
kollajen analizi, kiiltiiriin 7., 14. ve 21. giinlerinde hidroksipirolin kolorimetrik analiz kiti
(Biovision, ABD) kullanilarak gerceklestirilmistir. Kollajen analizi i¢in, doku iskelelerinin
tizerindeki kiiltlir ortam1 uzaklastirilmis ve iskeleler 2 kes DPBS ile yikanmistir. Analize
kadar -80°C’de saklanan orneklerin lizerine ekstraksiyonu i¢cin 100 pL ultra saf su eklenmis
ve 4°C’de 30 dk boyunca sonikatdrde (Bandelin Sonorex Super 10P, ABD) homojenize
edilmistir. Ardindan, her bir 6rnege 100 L 12 N HCI eklenmis ve 3 saat boyunca 120°C’de
inkiibasyon ger¢eklestirilmistir. Sonrasinda, 6rnekler iyice vortekslendikten sonra, 10,000

rpm’de 3 dk boyunca santrifiijlenmistir. Stipernatandan 50’ser pL alinarak 96 gozli kiiltiir
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kabina aktarilmis ve 1 gece boyunca 60°C’de kurutulmustur. Kuruyan 6rneklerin iizerine
100 pL kloramin T ajani eklenerek 5 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Sonrasinda, her
bir goze 100 uL DMAB ¢ozeltisi eklenerek 90 dk boyunca 60°C’de ikinci bir inkiibasyon
gergeklestirilmistir. Reaksiyon sonucunda olusan hidroksipirolinin absorbans1 560 nm dalga
boyunda mikroplaka okuyucu ile Ol¢iilmistir. Kit igerisinde bulunan farkl
konsantrasyonlardaki hidroksiprolin standartlarinin absorbanslar1 dlgiilerek kalibrasyon
grafigi hazirlanmis (Ek 2) ve bu grafikten yararlanilarak bilinmeyen o6rneklerdeki

hidroksiprolin miktarlar1 hesaplanmistir.

3.8.3.6. Matris mineralizasyonunun incelenmesi

Doku iskelelerinin igerisindeki hiicrelerin hiicre dis1 matrislerinde biriken kalsiyumun
belirlenmesi amaciyla Von Kossa boyamasi gergeklestirilmistir Kiiltiiriin 28. giiniinde
kitosan/HAp doku iskeleleri DPBS ile 2 kez yikanmis ve ardindan soguk absolut etanol ile
oda sicakliginda 20 dk boyunca inkiibasyon gergeklestirilmistir. Doku iskeleleri deiyonize
su ile yikandiktan sonra %5’lik (w/v) AgNOs ile karanlikta inkiibe edilmistir. inkiibasyonun
ardindan ornekler deiyonize su ile yikanmis ve 2 dk boyunca UV’ye maruz birakilmigtir.

Hiicre icermeyen doku iskeleleri kontrol olarak kullanilmistir.

3.8.3.7. Ger¢ek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile gen ifadesi analizi
Osteojenik farklilagsmanin takibi icin, hiicrelerin tip-1 kollajen (Col-I), osteokalsin (Ocn),
osteopontin (Opn) ve runt-baglantili transkripsiyon faktorii-2 (Runx2) gen ekspresyon
seviyeleri belirlenmistir. Kiiltiiriin 14. ve 28. giinlerinde, doku iskeleleri tizerindeki kiiltiir
ortami uzaklastirildiktan sonra iskeleler 2 kere DPBS (pH 7.4) ile yikanmis ve steril
Ependorf tiiplerine aktarilmistir. Ardindan, iizerlerine 500 pL Qiazol (trizol ¢ozeltisi)
eklenmis ve doku iskeleleri steril makas yardimiyla parcalanarak analiz edilinceye kadar -

80°C’de agz1 kapakl tiipler igcerisinde saklanmistir.

RNA izolasyonu i¢in RNA izolasyon kitindeki (Qiagen®) talimatlar uygulanmistir. Buna
gore, drnekler vortekslendikten sonra iizerlerine 125 pL kloroform eklenmis, elde 10-15 kez
calkalanmis ve ardindan 4°C’de 10 dk 13,000 rpm’de santrifiijlenmistir. Ustteki seffaf RNA
faz1 RNA-DNA i¢cermeyen yeni Ependorf tliplerine aktarilmistir. Elde edilen sulu RNA fazi
kadar %70’lik (v/v) etanol tiipe eklenmistir. Olusan karigim RNA i¢in secici filtreler igeren
RNeasy spin kolonuna aktarilarak 13,000 rpm’de 1 dk boyunca santrifiijlenmistir. Ardindan,
kolonlarin alt kisminda toplanan sivi uzaklastirilmis ve her bir kolona 700 phL RW1 tamponu
eklenerek 13,000 rpm’de 30 s boyunca santrifiijlenmistir. Santrifiij sonras1 kolonun altinda

toplanan siv1 tekrar uzaklastirilarak her bir kolona 500 uL. RPE tamponu eklenmis ve 13,000
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rpm’de 30 s boyunca santrifiijlendikten sonra son basamak tekrarlanmistir. Kolonlarin
altindaki tlipleri kapaksiz tiiplerle degistirildikten sonra 13,000 rpm’de 1 dk boyunca
santrifiijlenmistir. Son olarak, kapaksiz tiipler steril kapakli tiipler ile degistirilmis ve her bir
kolona 30 uL. RNAse igermeyen su eklenerek 13,000 rpm’de 1 dk boyunca santrifiij islemi
gerceklestirilmistir. Doku iskelelerinden izole edilen RNA konsantrasyonlar1 NanoDrop ile
analiz edilmis ve her bir 6rnegin RNA konsantrasyonunu esitlemek amaciyla 6rneklerin

lizerine hesaplanan oranlarda su eklenmistir.

RT-PCR analizleri i¢in, Applied Biosystems Kit cDNA (ABD), SolisBioDyne’in 5x HOT
FIREPoI® ve EvaGreen® qPCR Supermix ¢ozeltileri kullanilmis ve analizler Light Cycler
Nanolnstrument (Roche, Isvigre) cihazi ile gerceklestirilmistir. cDNA sentezi reverse
transkripsiyon ile 25°C’de 10 dk, 40°C’de 120 dk ve son olarak 85°C’de 5 dk olmak tizere
lic asamada gerceklestirilmistir. Ardindan PCR analizi, aktivasyon basamag1 95°C’de 15 dk,
uzatma basamagi 95°C’de 15s, 60°C’de 20s, 72°C’de 20s ve ayrilma basamagi 60°C’de 4s
ve 95°C’de 20s olmak iizere 45 dongiide gerceklestirilmistir. Analizlerde f-Aktin geni
referans gen (housekeeping gen) olarak kullanilmigtir. Hedef genin bagil ifadesi, p-Aktin
9-AACt

genine gore normalize edilmis

kitosan/HAp doku iskelelerindeki MC3T3-E1 hiicrelerinin 14. giin ifade seviyeleri 1 olarak

yontemi ile hesaplanmistir. Kontrol grubu olan

alimmis ve diger gruplara ait gen ifadesi seviyeleri kontrol grubunun matematiksel olarak
katlar1 seklinde verilmistir. Genler i¢in kullanilan primerler Metabion (Almanya)

firmasindan temin edilmistir. Genlerin primer dizileri Cizelge 3.1’ de verilmistir.

Cizelge 3.1. RT-PCR analizinde kullanilan primer dizileri.

Gen bolgeleri Primer dizileri
B-Aktin Forward | 5’-GTGCTATGTTGCCCTAGACTTCG-3’
Reverse | 5’-GATGCCACAGGATTCCATACCC-3’
Col-I Forward | 5’-CAAGATGTGCCACTCTGACT-3’
Reverse | 5’-TCTGACCTGTCTCCATGTTG-3’
RunX? Forward | 5’-GCATGGCCAAGAAGACATCC-3’
Reverse | 5’-CCTCGGGTTTCCACGTCTC-3’
Ocn Forward | 5’-CTTTCTGCTCACTCTGCTG-3’
Reverse | 5’-TATTGCCCTCCTGCTTGG-3’
Opn Forward | 5’-CACTTTCACTCCAATCGTCCCTAC-3’
Reverse | 5’-ACTCCTTAGACTCACCGCTCTTC-3”
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3.9. Insan Kemik iligi. Mezenkimal Kok Hiicreleri (hMSC) ile Yiiriitiilen
Karakterizasyon ve In Vitro Hiicre Kiiltiir Calismalar

3.9.1. Hiicre karakterizasyonu

Insan kemik iligi kokenli mezenkimal kok hiicreler (hMSC) aspire edilen kemik iliginden
(Lonza, ABD) izole edilmistir. Hiicrelerin tek tabakali kiiltiirdeki iireme davranislarinin
incelenmesi amactyla 8. pasajdaki hMSCler 24 gozlii kiiltiir kaplarina 1 mL biiylime ortami1
ile 1x10* hiicre/mL konsantrasyonunda ekilmis ve 7 giin boyunca kiiltiire edilmislerdir.
Biiyiime ortami olarak, %10 (v/v) FBS, %1 (v/v) antibiyotik ¢ozeltisi (%0.2 ,v/v, amfoterisin
B, %0.2 ,v/v, gentamisin, %0.6 ,v/v, penisilin/streptomisin) ve 2 ng/mL bFGF iceren a-
MEM kullanilmigtir. MTT analizi i¢in Bolim 3.3.1°’de anlatilan yontem kullanilmis ve
hiicrelerin mitokondriyal aktiviteleri 7 giin boyunca incelenmistir. Hiicre sayim ¢aligmalari

icin ise Boliim 3.3.2°de anlatilan yontem uygulanmustir.

3.9.2. Osteojenik farklhilasma calismalar:

Osteojenik farklilasma ¢alismalarinda iki farkli doku iskelesi kullanilmistir. Bu iskeleler bos
ve melatonin yiikli PLGA mikropartikiillerin doku iskelelerinin iiretimi sirasinda yapiya
eklenmesi ile hazirlanmig ve sirasiyla, kitosan/HAp+Mp(-) ve kitosan/HAp+Mp(+) seklinde
ifade edilmistir. Hazirlanan kitosan/HAp-bazli doku iskeleleri, %70’lik (v/v) etanolde 30 dk
bekletildikten sonra steril PBS ile 3 kez yikanmis ve ardindan da her iki yiizii 30’ar dk
boyunca UV’ye maruz birakilarak sterillenmistir. Ardindan, serumlu kiiltiir ortami igerisinde
2 saat boyunca gerceklestirilen inkiibasyon sonrasunda hiicreler, 30 pL kiiltlir ortami
icerisinde, 1x10° hiicre/doku iskelesi olacak sekilde doku iskelelerine ekilmistir. Hiicrelerin
doku iskelesine tutunmasi i¢in 3 saat beklenmis ve sonrasinda her bir goze 1 mL biiylime
ortami eklenmistir. Bes glin sonra ise doku iskelelerinin iizerindeki biiylime ortami
uzaklastirllmis ve yerine 1 mL osteojenik farklilasma ortami (%10 ,v/v, FBS, %1 ,v/v,
antibiyotik cozeltisi (%0.2 ,v/v, amfoterisin B, 9%0.2 ,v/v, gentamisin, %0.6 ,v/v,
penisilin/streptomisin), 10 mM [-gliserol fosfat, 50 pug/mL askorbik asit ve 10 nM

dekzametazon igeren a-MEM) eklenmistir.

Hiicre davranisi 28 giin siiren in vitro hiicre kiiltiir ¢aligmalar ile takip edilmistir. Kiiltiir
stiresi boyunca hiicrelerin igerisinde bulundugu ortam 2-3 giinde bir yar1 yariya degistirilerek
tazelenmistir. Steril ortam gerektiren tiim islemler laminer akis kabininde (Bioair, Type 11
Laminer Akis Kabini, italya) yiiriitiilmiistiir. Hiicre canliligi Béliim 3.8.3.1°de anlatildig1
sekilde MTT analizi ile, hiicre morfolojisi ise Boliim 3.8.3.2°de anlatildig1 gibi SEM analizi

ile incelenmistir. Calismada 8. pasajdaki hiicreler kullanilmistir.
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3.10. Melatonin/HPBCD Inkliizyon Kompleksi Yiikli Kitosan/HAp+Mp Doku
Iskelelerinin Uretimi ve Karakterizasyonu

Gelistirilen doku iskelelerinin osteosarkom {izerindeki etkilerini incelemek amaciyla
iskelelere yiiksek miktarda melatonin yiiklenmesi hedeflenmistir. Bu amacla, melatoninin
sudaki ¢oziinlirliiglinii arttirmak i¢in melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksi kullanilmustir.
Melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksi, daha Once grubumuz tarafindan gelistirilen
yontemle mikrodalga teknolojisi kullanilarak iretilmistir [133]. Gergeklestirilen
optimizasyon ¢aligmalar1 sonucunda, melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksinin
mikrodalga teknolojisi kullanilarak {iretilecegi en uygun mikrodalga giici 900 W,
mikrodalga sicakligi 60°C ve mikrodalgaya maruz kalma siiresi 90 s olarak belirlenmistir.
Inkliizyon kompleksinin iiretimi igin 25 mg melatonin ve 157 mg HPBCD (1:1 molar oran)
2.5 mL %50’lik (v/v) etanol ¢ozeltisinde agz1 kapakli tiipler icerisinde iyice ¢ozlinmiis ve
belirlenen mikrodalga kosullarina maruz birakilmistir. Ardindan elde edilen ¢ozelti 0.45
pm’lik filtre ile siiziilerek icerisindeki safsizliklar uzaklastirilmis ve vakum altinda 3 giin
boyunca 45°C’de kurutulmustur. Sonug olarak iiretilen melatonin/HPBCD kompleksi kati

formda elde edilmistir.

Kitosan/HAp doku iskelelerine (2 mm cap, 9 mm yiikseklik) ~2 mg melatonin icerecek
sekilde Ttretilen inklliizyon kompleksinin yiliklenmesi ig¢in, 200 mg melatonin/HPBCD
inkliizyon kompleksi 2 mL distile su i¢erisinde ¢ozlinmiistiir. Ardindan 6 adet iskele ¢ozelti
igerisine daldirilmis ve 4°C’de 1 gece boyunca bekletilmistir. Cozeltiden alinan doku
iskeleleri -20°C’de 4 saat boyunca gerceklestirilen 6n dondurma islemi sonrasinda
liyofilizatérde kurutulmustur.

3.10.1. Melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksinin doku iskelelerine yiiklenme

veriminin belirlenmesi

Kitosan/HAp+Mp doku iskelelerine emdirilen inkliizyon kompleksinin yliklenme veriminin
belirlenmesi amaciyla, ¢ozelti igerisinde kalan yani doku iskelelerine yiiklenmeyen
melatonin konsantrasyonu, kalibrasyon grafigi (Ek 3) kullanilarak spektrofotometrik olarak

tayin edilmistir.

3.10.2. ATR-FTIR analizi
Melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksinin kitosan/HAp+Mp doku iskelelerine basarili bir
sekilde yiiklenip yiiklenmediginin belirlenmesi amaciyla Boliim 3.7.2°de anlatildig: sekilde

spektrumlar1 alinmistir.
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3.10.3. SEM analizi
Melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksinin kitosan/HAp+Mp doku iskeleleri igerisindeki
dagiliminm1 ve morfolojisini belirlemek amaciyla Boliim 3.6.3°te anlatildigi sekilde SEM

analizi gergeklestirilmistir.

3.10.4. In vitro melatonin salim ¢alismalar

Melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksi yiikli kitosan/HAp+Mp doku iskelelerinden
melatonin salim1 %0.1 (w/v) sodyum azit iceren 5 mL fosfat tampon ¢6zeltisi (PBS, pH 7.4)
icerisinde 37°C’de ve 70 rpm hizindaki calkalamali etiivde gerceklestirilmistir. Bes giin
siiren salim caligmasinda belirlenen zamanlarda salim ortamindan 200 uL 6rnek alinmis ve
yerine alinan miktar kadar taze PBS eklenmistir. Alinan Ornegin igerdigi melatonin
miktarlart NanoDrop cihazi ile 279 nm’de spektrofotometrik olarak tayin edilmistir. Salinan
melatonin miktarlar1 belirlenerek kiimiilatif salim profili elde edilmistir. /n vitro salim

calismasi 3 paralel 6rnek kullanilarak yiiriitiilm{ustir.

3.10.5. MG-63 hiicreleri ile yiiriitiilen hiicre kiiltiir calismalari

Gelistirilen doku iskelelerinden salinan melatoninin osteosarkom iizerindeki etkilerini
incelemek amaciyla, daha onceden karakterizasyonu yapilmis insan osteosarkom MG-63
hiicre hatt1 kullanilmistir. Bu hiicreler %10 (v/v) FBS ve %1 (v/v) penisilin-streptomisin
iceren DMEM ortaminda kiiltiire edilmistir. Hiicreler 24 gozlu kiiltiir kaplarina 1 mL

biiyiime ortamu ile hiicre yogunlugu 2x10* hiicre/mL olacak sekilde ekilmistir.

Hiicre kiiltiir calismalarinda 4 farkli doku iskelesi kullanilmis ve bu iskeleler asagida

belirtilmistir:

1. Bos PLGA mikropartikiillerin kitosan/HAp doku iskelelerine iiretim sirasinda
katilmasi ile hazirlanan sistem: Kitosan/HAp+Mp(-)

2. Melatonin yiiklii PLGA mikropartikiillerin kitosan/HAp doku iskelelerine iiretim
sirasinda katilmasi ile hazirlanan sistem: Kitosan/HAp+Mp(+)

3. Kitosan/HAp+Mp(-) doku iskelelerine melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksinin
yiiklenmesi ile hazirlanan sistem: Kitosan/HAp+Mp(-)/ik

4. Kitosan/HAp+Mp(+) doku iskelelerine melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksinin
yiiklenmesi ile hazirlanan sistem: Kitosan/HAp+Mp(+)/ik

TCPS yiizeylerine ekilen hiicrelerin 24 saat boyunca tutunmalart ve c¢ogalmalar
saglandiktan sonra hiicrelerin iizerindeki kiiltiir ortami1 uzaklastirilmis, ardindan yerine 1 mL

taze kiiltiir ortam1 eklenmistir. Sonrasinda, UV ile 20 dk boyunca her iki yiizii de sterillenen
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doku iskeleleri 24 gozlii kiiltiir kaplarinin her bir goziine yerlestirilmis ve 3 giin boyunca
37°C sicakliga, %95 neme ve %5 CO:’ye sahip inkiibatdrde (Heraus Instruments, Almanya)
kiiltiirasyon gerceklestirilmistir. Steril ortam gerektiren tiim islemler laminer akis kabininde

(Bioair, Type II Laminer Akis Kabini, italya) yiiriitiilmiistiir.

3.10.5.1.MTT analizi

Doku iskeleleri ile dolayli olarak etkilesen MG-63 hiicrelerinin canliligi ve metabolik
aktiviteleri 3 glin boyunca MTT analizi ile incelenmistir. Bunun igin, hiicrelerin lizerinde
bulunan doku iskeleleri steril bir pens yardimiyla uzaklastirildiktan sonra her bir gdze 600
uL serumsuz taze kiiltlir ortami ile 60 pL MTT ¢ozeltisi eklenmis ve 37°C’de 3 saat boyunca

inkiibe edilmistir. Diger prosediirler Boliim 3.3.1°de anlatildig1 sekilde gerceklestirilmistir.

3.10.5.2.0ptik mikroskop ile goriintiileme

Doku iskeleleri ile etkilesen hiicrelerin morfolojilerinin belirlenmesi amacrtyla kiiltiiriin her
giinii optik mikroskop goriintiileri ¢cekilmistir. Goriintiileme dncesinde hiicrelerin tizerindeki
kiiltiir ortamu ve iskeleler gozlerden uzaklastirilmis ve 2 kez DPBS ile yikandiktan sonra

hiicreler optik mikroskop (Olympus, ABD) ile goriintiilenmistir.

3.10.5.3.Hiicre dongii analizi

Doku iskeleleri ile 1 giin boyunca etkilesen MG-63 hiicrelerinin hiicre dongii analizi akis
sitometrisi kullanilarak gergeklestirilmistir. Hiicrelerin {izerindeki kiiltiir ortami1 ve
tripsinizasyon ile yiizeyden kaldirilan hiicreler bir tiipte toplanarak 1,500 rpm’de 5 dk
boyunca santrifiijlenmistir. Hiicrelerin iizerindeki siipernatan atildiktan sonra tizerine DPBS
eklenmis ve tekrar ayni kosullarda santrifiijlenmistir. Slipernatan tekrar uzaklastirildiktan
sonra hiicrelerin iizerine %70’lik (v/v) soguk etanol eklenerek hiicre fiksasyonu

gerceklestirilmis ve hiicreler analize kadar -20°C’de saklanmaistir.

Hiicre dongii analizi 6ncesinde hiicreler PBS ile muamele edildikten sonra 1,500 rpm’de 10
dk boyunca santrifiijlenmis ve siipernatan uzaklastirilmistir. Sonrasinda, hiicrelerin {izerine
%0.1 (v/v) Triton X-100, 10 ug/mL propidium iyodiir ve 100 pg/mL DNAse-icermeyen
RNAse igeren ¢ozelti eklenmis ve 30 dk boyunca karanlikta inkiibasyon gergeklestirilmistir.
Ardindan akis sitometri cihazi (BD FACS Calibur, ABD) kullanilarak hiicre dongii analizi
gerceklestirilmis ve 20,000 cekirdek sayilarak iki degiskenli histogramdan sonuglar
degerlendirilmistir. Hiicrelerin Go/G1, S ve G2/M fazlar1t Modfit LT 3.0 analytical yazilimi

kullanilarak yiizde olarak belirlenmistir.
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3.11. ipek Filmlerin Uretimi, Melatonin ile Modifikasyonu ve in Vitro Hiicre Kiiltiir
Cahismalan

Tez galismasinin bu boliimiinde Tufts Universitesi'nde (Medford, MA, ABD) Biyomedikal
Miihendisligi Bolimii'nden Prof. Dr. David L. Kaplan'in laboratuvarinda gerceklestirilen
caligmalar detayl bir sekilde anlatilmistir.

3.11.1. ipek cozeltisinin hazirlanmasi

Ipek filmlerin iiretimi icin éncelikle ipek fibroin ¢dzeltisi iiretilmistir. Bu amagla, éncelikle
Bombyx mori ipek kozalar1 (Tsukuba, Japonya) titanyum makas yardimiyla kii¢iik parcalara
boliinmiis ve 0.02 M NaxCOs ¢ozeltisi icerisinde 30 dk boyunca kaynatilarak yapiskan
serisin proteininin fibroin proteininden uzaklastirilmasi saglanmistir. Ardindan, elde edilen
ipek fibroin proteini 3 kez distile su ile yikamanin ardindan, 1 saat distile su icerisinde
bekletilmis ve sonrasinda da 1 gece boyunca ¢eker ocakta kurumaya birakilmistir. Kuruyan
fibroin iplikleri 9.3 M LiBr ¢6zeltisi icerisinde 60°C’de 4-6 saat boyunca ¢oziinmiis ve Slide-
A-Lyzer diyaliz kasetleri (molecular weight cutoff: 3,500, Termo Fisher Scientific, ABD)
ile 48 saat boyunca distile suya kars1 diyaliz islemi gergeklestirilmistir. Diyaliz sonrasinda
kasetlerin igerisindeki ipek cozeltisi 9,000 rpm’de 4°C’de 20 dk boyunca iki kez
santrifiijlenmis ve elde edilen siipernatan kullanilincaya kadar 4°C’de saklanmistir. Elde

edilen ¢ozeltinin konsantrasyonu gravimetrik olarak hesaplanmistir.

3.11.2. ipek filmlerin iiretimi ve filmlere melatonin emdirilmesi

Ipek filmlerin hazirlanmast igin 200 pL %6-8 (w/v) ipek fibroin ¢ozeltisi 24 gozlii kiiltiir
kaplarmin her bir gdziine eklenmis ve 60°C firinda 3-4 saat boyunca kurutulmustur. Ipek
filmlerin B-tabaka miktarinin arttirilmasi i¢in “metanol ile tavlama” ve “su ile tavlama”
olmak tiizere iki yontem kullanilmistir. Metanol ile tavlama yonteminde kuruyan ipek
filmlerin tizerine 300 pL metanol eklenmis ve filmler 1 saat boyunca 4°C’de inkiibe
edilmistir. Su ile tavlama yonteminde ise, daha 6nce bahsedilen yontem modifiye edilmistir
[134]. Kisaca, kuru haldeki ipek filmler 5 saat boyunca vakum altindaki nemli ortamda
inkiibe edilmistir. Bunun i¢in vakum seviyesinin yaklasik 25 inHg (85 KPa) oldugu vakum
firin1 (Fisher Scientific Isotemp, ABD) kullanilmastir.

Farkli konsantrasyonlardaki melatonin ¢6zeltisi (0-2 mM) ipek filmlere emdirme yontemiyle
yiiklenmistir. Metanol ile tavlanan ipek filmler PBS (pH 7.4) ile 3 kez yikandiktan sonra
tizerlerine PBS igerisinde hazirlanmis steril melatonin ¢ozeltileri eklenmis ve 1 gece
boyunca kurumaya birakilmigtir. Su ile tavlanan ipek filmlere melatonin yiiklenmesi i¢in ise,

yine farkli konsantrasyonlardaki melatonin cozeltileri ipek fibroin c¢ozeltisi ile iyice
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karigtirllarak 24 gozliilere eklenmis ve laminer kabin igerisinde 1 gece boyunca
kurutulmustur. Ardindan, ipek filmler 5 saat boyunca vakum firminda nemli ortamda inkiibe

edilmistir.

3.11.3. In vitro melatonin sahm ¢ahsmalari

Ipek filmlerden in vitro melatonin salimi1 37°C’deki inkiibatérde 5 giin boyunca
incelenmistir. Salim ¢alismalari i¢in her bir ipek film tizerine 300 uL PBS (pH 7.4) eklenmis
ve belirli zaman araliklarinda 150 pL ¢6zelti alinarak salinan melatonin miktar1 NanoDrop
cihazinda (Termo Scientific, ABD) 279 nm’de spektrofotometrik olarak tayin edilmistir.
Ardindan salim ortamina 150 pL taze PBS eklenerek salim ¢aligmalarina devam edilmistir.

In vitro melatonin salim ¢alismalar1 4 paralel 6rnekle gerceklestirilmistir.

3.11.4. Melatoninin hMSClerin proliferasyonuna etkisinin incelenmesi

Ipek filmlere yiiklenen melatoninin hMSClerin proliferasyonuna olan etkisini incelemek
amactyla 25 yas alt1, saglikli ve sigara icmeyen erkek bireye ait kemik iligi aspiratindan elde
edilen (Lonza, ABD) insan mezenkimal kok hiicreleri (hMSC) kullanilmistir. Hiicreler
biliylime ortami (%10 ,v/v, FBS, %1 ,v/v, penisilin-streptomisin ve %1 ,v/v, non-esansiyel
aminoasitler iceren a-MEM) igerisinde kiiltiire edilmis ve doluluk oran1 %80’e ulastiktan
sonra tripsinize edilerek yiizeyden kaldirilmustir. Ugiincii pasajdaki hiicreler, 1 saat boyunca
UV ile sterilize edilen ipek filmler iizerine 5x10* hiicre/film olacak sekilde 300 uL biiyiime

ortamu ile ekilmislerdir.

3.11.4.1.Alamar Mavisi analizi

Hiicre kiiltliri ¢alismalar1 boyunca hMSClerin mitokondriyal aktiviteleri Alamar Mavisi
analizi ile 4 paralel 6rnek kullanilarak belirlenmistir. Analiz 6ncesinde, ipek filmler
tizerindeki kiiltiir ortam1 uzaklastirilmis ve steril DPBS ile yikama gerceklestirilmistir.
Ardindan, her bir 6rnege %10 (v/v) Alamar mavisi igeren 200 pL biiylime ortam1 eklenmis
ve Ornekler 37°C’deki CO; inkiibatdriinde 3 saat boyunca inkiibe edilmislerdir. Kiiltiir
ortamindan 60 pL alman ¢ozeltinin floresan siddeti SpectraMax M2 Multi-Mode
Mikroplaka okuyucusu (Molecular Devices, ABD) ile 6l¢iilmiistiir (560 nm eksitasyon, 590
nm emisyon). Hiicre igermeyen ipek filmlerden elde edilen degerler sonuglardan

¢ikarilmistir.

3.11.5. hMSCler ile yiiriitiilen in vitro hiicre kiiltiir calismalari

Ipek filmlerden salinan melatoninin hMSClerin osteojenik farklilasmasi iizerindeki etkisi 21
giin siiren in vitro hiicre kiiltlir calismalari ile incelenmistir. Farklilasma ortami olarak %10
(v/v) FBS, %1 (v/v) penisilin-streptomisin, %1 (v/v) non-esansiyal aminoasitler, 10 mM [-
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gliserol fosfat, 0.05 mM askorbik asit ve 100 nM dekzametazon igeren o-MEM
kullanilmistir. Kontrol olmasi amaciyla, melatoninin hMSClerin farklilasmas1 {izerinde

etkisi biiyiime ortaminda da incelenmistir.

3.11.5.1.Hiicre morfolojisinin incelenmesi

Hem biiyiime hem de osteojenik ortamda kiiltiire edilen hiicrelerin morfolojilerinin
incelenmesi amaciyla kiiltiirlin 1. giiniinde optik mikroskop (Keyence BZ-X700, Itasca, IL,
ABD) ile, kiiltiiriin 7. ve 14. giinlerinde ise floresan mikroskop (Keyence BZ-X700, Itasca,
IL, ABD) ile goriintiileri ¢ekilmistir. Optik mikroskop ile goriintiileme dncesinde hiicrelerin
tizerindeki kiiltiir ortam1 uzaklastirilmig ve DPBS ile 2 kez yikandiktan sonra goriintiileri
alimmstir. Floresan mikroskop ile goriintiileme 6ncesinde ise hiicrelerin iizerindeki kiiltiir
ortami uzaklastirildiktan sonra yine 2 kez DPBS ile yikanmis ve her bir géze 300 pL %4
(v/v) paraformaldehit ¢ozeltisi eklenerek 30 dk boyunca inkiibe edilmistir. Hiicre fiksasyonu
sonrasinda ipek filmler 3 kez PBS (pH 7.4) ile yikanmistir. Ardindan, hiicre membraninin
gecirgenligini arttirmak i¢in hiicreler lizerine %0.1 (v/v) TritonX-100 ¢ozeltisi eklenerek 15
dk boyunca oda sicakliginda beklenmistir. Filmler tekrar PBS ile 3 kez yikanmis ve iizerine
200 pL Alexa Fluor 594 phallodin (1:200) ¢ozeltisi eklenerek 1 saat boyunca karanlikta
inkiibe edilmistir. Hiicre ¢ekirdegini boyamak icin ise her bir géze 200 pL DAPI (1:1000)
cozeltisi eklenmis ve 10 dk boyunca karanlikta inkiibasyon sonrasinda floresan mikroskobu

ile goriintiileme yapilmistir.

3.11.5.2.ALP boyamasi

Hiicrelerin ALP aktivitesi kiiltiiriin 7. ve 14. giinlerinde Vector Blue subsrat kitindeki
(Vector Laboratories, ABD) protokol uygulanarak tayin edilmistir. Ipek filmler iizerinde
iireyen hiicreler, kit icerisindeki ¢ozelti igerisinde 1 saat boyunca inkiibe edildikten sonra
optik mikroskop (Keyence BZ-X700, Itasca, IL, ABD) ile goriintiilenmistir. Ardindan,
boyanan hiicrelerin floresan siddeti SpectraMax M2 Multi-Mode mikroplaka okuyucu
(Molecular Devices, ABD) ile Ol¢iilmiistiir (500 nm eksitasyon, 680 nm emisyon). ALP

aktivitesi 4 paralel 6rnek kullanilarak tayin edilmistir.

3.11.5.3.KTristal viyole ile boyama ve DNA iceriginin belirlenmesi

Hiicrelerin DNA miktar1 kristal viyole boyamasi ile belirlenmistir. Bunun i¢in kiiltiir ortam
uzaklastirllmig ve ipek filmler {izerindeki hiicreler DPBS ile 2 kez yikanmistir. Ardindan,
hiicrelerin tizerine 150 pL %0.5’1ik (w/v) kristal viyole ¢ozeltisi eklenmis ve 20 dk boyunca
oda sicakliginda inkiibasyon gerceklestirilmistir. Ardindan boyanan hiicreler distile su ile

lyice yikanmistir. Boyanin ekstraksiyonu i¢in her bir géze 300 pL metanol eklenmis ve
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calkalamal1 inkiibatorde 30 dk boyunca inkiibe edilmistir. Elde edilen ¢6zeltinin absorbansi
SpectraMax M2 Multi-Mode mikroplaka okuyucu (Molecular Devices, ABD) ile 570 nm’de
Olclilmiistiir. Hiicre igermeyen ipek filmlere ait absorbans degerleri, elde edilen degerlerden

cikarilmistir. Bu analiz i¢in de 4 paralel 6rnek kullanilmstir.

3.11.5.4.Immiin boyama ¢alismalar1

Immiin boyama calismalar kiiltiiriin 7. ve 14. giinlerinde gerceklestirilmistir. Ipek filmler
tizerindeki kiiltiir ortami1 uzaklastirildiktan sonra 2 kez DPBS ile yikanmis ve her bir goze
300 pL %4 (v/v) paraformaldehit ¢ozeltisi eklenerek 30 dk boyunca hiicre fiksasyonu
gerceklestirilmistir. Ardindan, hiicreler 3 kez PBS (pH 7.4) ile yikanmis ve analize kadar
4°C’de saklanmuistir.

Analiz Oncesinde, hiicrelerin lizerine 200 pL %1’°lik (w/v) PBS/A eklenmis ve 2 saat
boyunca oda sicakliginda inkiibasyon gergeklestirilmistir. Ardindan, hiicrelerin lizerindeki
cozelti uzaklastirilmig ve her bir goze 150 pL primer antikor ¢ozeltileri (25 pg/mL, rat,
monoklonal anti-RunX2 antikoru (%1 ,v/v, PBS/A igerisinde) ve 25 pg/mL, fare, anti-
osteokalsin (OCN) antikoru (%1 ,v/v, PBS/A icerisinde) eklenmis ve 4°C’de bir gece
boyunca inkiibe edilmistir. Ertesi giin, hiicrelerin {izerindeki primer antikor ¢dzeltileri
uzaklagtirllmig ve gozler %1°lik (w/v) PBS/A ¢ozeltisi ile 3 kez yikanmistir. Ardindan, her
bir géze 150 pL sekonder antikor ¢ozeltisi (floresan goat anti-rat IgG (1:200) ve floresan
goat anti-fare IgG (1:200)) eklenmis ve 2 saat boyunca karanlikta inkiibasyon
gergeklestirilmistir. Inkiibasyon sonrasinda gozler yine %1°lik (w/v) PBS/A ¢ozeltisi ile 3
kez yikanmig ve 150 pL. DAPI ¢6zeltisi (1:1000) igerisinde 15 dk boyunca bekletilerek hiicre
cekirdeklerinin boyanmasi saglanmistir. Son olarak, gozler %1°lik (w/v) PBS/A ile 3 kez
yikanmis ve hiicreler floresan mikroskop (Keyence BZ-X700, Itasca, IL, ABD) ile

goriintiilenmistir.

3.11.5.5.Matris mineralizasyonunun incelenmesi

Matris mineralizasyonunun belirlenmesi i¢in kiiltiirin 21. giiniinde Von Kossa boyamasi
gerceklestirilmistir. Hiicreler PBS (pH 7.4) ile 2 kez yikandiktan sonra %@4’lik (v/v)
paraformaldehit c¢ozeltisi igerisinde 20 dk boyunca fikse edilmistir. Ardindan, hiicreler
distile su ile 3 kez yikanmis ve her bir gdze 200 pL %5’lik (w/v) glimiis nitrat ¢ozeltisi
eklenmis ve 1 saat boyunca UV 1s181ina maruz birakilmistir. Distile su ile gerceklestirilen
yikama sonrasinda, reaksiyona girmeyen giimiis nitratin uzaklagtirilmasi ig¢in her bir goze
200 uL %5°1ik (w/v) sodyum tiyosiilfat ¢ozeltisi eklenmis ve 3 dk sonrasinda tekrar distile

su ile yikanmistir. Son olarak hiicreler {izerindeki suyun tamamen uzaklastirilmasi igin
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gozlere mutlak etanol eklenmis ve hiicreler optik mikroskop (Keyence BZ-X700, Itasca, IL,

ABD) ile goriintiilenmistir.

3.12. istatistiksel Analiz

Caligma kapsaminda elde edilen tiim veriler GraphPad Software Instat programi1 kullanilarak
istatistiksel acidan degerlendirilmistir. Veriler li¢ ve/veya dort deney seti i¢in ortalama +
standart sapma degerleri ile birlikte sunulmustur. iki grubun istatistiksel olarak
karsilastirilmas1 i¢in Student’s t-testi, lic ve daha fazla grubun istatistiksel olarak
karsilagtirilmasi i¢in ise tek yonliit ANOV A yontemi Tukey—Kramer post hoc testiyle birlikte

kullanilmis ve p degerinin 0.05’ten az oldugu durumlar anlamli kabul edilmistir.
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4. DENEYSEL SONUCLAR ve TARTISMALAR

Calismanin bu bdliimiinde tez calismasi kapsaminda gergeklestirilen deneysel ¢aligmalar
sonucunda elde edilen veriler sunulmus ve literatiirden de 6rnekler verilerek detayli bir
sekilde tartigtlmistir. Ik olarak, bos ve melatonin yiiklii PLGA nano/mikropartikiillerin
tiretim parametreleri belirlenmis ve karakterizasyon caligmalarindan elde edilen sonuglar
verilmistir. Sonrasinda MG-63 insan osteosarkom hiicrelerinin karakterizasyonu yapilmis ve
PLGA nano/mikropartikiillerin hem bu hiicreler hem de preosteoblastik MC3T3-El
hiicreleri ile etkilesimi sonucu elde edilen veriler tartisilmistir. Ardindan, kitosan doku
iskelelerinin {iretimi ve karakterizasyonuna ait sonuglar sunulmus ve bu iskelelerle yiiriitiilen
oncil hiicre kiiltiir calismalarina yer verilmistir. Bir sonraki kisimda, kitosanin kitosan/HAp
doku iskeleleri iiretimine, karakterizasyonuna ve MC3T3-E1 hiicreleri ile yiiriitiilen in vitro
hiicre kiiltiir galigmalarina ait sonuglar sunulmustur. Ardindan, hMSClerin karakterizasyonu
gerceklestirilmis ve bir onceki ¢aligmada en iyi sonucu veren doku iskelesinin hMSClerin
osteojenik farklilasmasi tlizerindeki etkileri incelenmistir. Sonrasinda, melatonin/HPBCD
inkliizyon kompleksi iiretilmis ve kitosan/HAp doku iskelelerine yiiklendikten sonra
karakterizasyon caligsmalar1 gergeklestirilmistir. Hazirlanan bu sistemin MG-63 hiicrelerinin
inhibisyonu {iizerindeki etkileri incelenmis ve osteosarkom tedavisi i¢in uygunlugu
degerlendirilmistir. Son olarak, ipek filmlerin yiizeyi farkli konsantrasyonlardaki melatonin
ile modifiye edilerek olusturulan sistemin, hMSClerin osteojenik farklilagma davraniglari
tizerindeki etkileri hem biiylime hem de farklilasma ortaminda incelenmis ve elde edilen
veriler dogrultusunda gelistirilen bu sistemin kemik doku miihendisliginde kullanim

potansiyeli degerlendirilmistir.

4.1. PLGA Nano/Mikropartikiillerin Uretimi ve Karakterizasyonu

Biyobozunur polimerler kullanilarak iiretilen nano/mikropartikiiller, istenilen bodlgede
kontrollii ilag salimi i¢in oldukca uygun sistemlerdir. Nano/mikropartikiillerin igerisine
ilaclarin ytliklenmesiyle, ilaglarin kararliliklar1 artmakta dolayisiyla farmakolojik etkileri
daha uzun stireli olmaktadir [135]. Melatonin, bir¢cok avantaja sahip olsa da, oksidasyona ve
1518a olan hassasiyeti ile kisa yarilanma Omrii (30-60 dk) bu molekiilden yeterli
biyoyararlanim saglama agisindan 6nemli bir sorun olusturmaktadir [136]. Bu nedenle,
polimerik tasiyic1 sistemlere yiiklenerek kullanilmasi birgok uygulamada melatoninin

kullanimi agisindan oldukg¢a avantajlidir.

Tez calismasinda melatoninin yiiklenmesi i¢in, laktik asit ve glikolik asit monomerlerinin
kopolimerizasyonu sonucu olusan poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) kopolimeri
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kullanilmistir. PLGA, Amerikan Gida ve Ilag¢ Kurumu (Food and Drug Administration,
FDA) tarafindan onayli, biyouyumlu ve biyobozunur bir polimer olmasmin yaninda,
bozunmasi sonucu olusan tiriinler normal hiicre fonksiyonlarini etkilememektedir ve biitiin
bu nedenlerden dolayi, ilag salim sistemlerinin hazirlanmasinda ve doku miihendisligi
uygulamalarinda olduk¢a 6nemli bir yere sahiptir [137, 138]. Bu nedenle, sunulan tez
calismasinda tagiyict sistem olarak kullanilmak {izere tekli emiilsiyon olusturma/¢oziicii
buharlagtirma yontemi ile PLGA nano/mikropartikiilleri {retilerek, melatoninin bu

sistemlerden kontrollii ve uzun donemde salimi hedeflenmistir [139].

4.1.1. Bos PLGA nano/mikropartikiillerin iiretim kosullarinin belirlenmesi

Bos PLGA nano/mikropartikiiller tekli emiilsiyon olusturma/coziicii buharlastirma yontemi
ile iiretilmistir. Bu yontemde polimeri ve biyoaktif ajani igeren organik faz ile ylizey aktif
maddeyi igeren sulu faz bulunmaktadir. Bu iki fazin karisimi sonucu emiilsiyon olusur ve
ardindan, organik ¢oziiciiniin uzaklastirilmasi ile nano/mikropartikiillerin tiretimi gergeklesir
[111, 112]. Bu yontemde, yiiksek hizli homojenizatoér kullanilarak karistirma saglanir ve
karistirma hizi, partikiil biiyiikliigiinii kontrol eden en 6nemli parametredir. S6z konusu
yontem hem kolay olmasi hem de farkli birgok maddeye uygulanabilir olmas1 nedeniyle

siklikla tercih edilmektedir [107].

Bos PLGA nanopartikiiller, PLA/PGA orant 50/50 olan PLGA kopolimeri kullanilarak,
farkli homojenizasyon hizi (8,000 rpm ve 15,000 rpm) ve siiresi (5 ve 7 dk) ile
hazirlanmiglardir. Bu {iretim kosullarinin partikiillerin liretim verimi, ortalama boyutu ve
boyut dagilimi gibi 6zelliklerini ne sekilde etkiledigi Cizelge 4.1°de Ozetlenmistir.
Partikiillerin boyut ve boyut dagilimlarimi gosteren grafikler ise Sekil 4.1°de sunulmustur.

Cizelge 4.1. Uretim kosullarinin bos PLGA nanopartikiillerin {iretim verimine ve ortalama
capina olan etkisi (partikiil say1s1=100).

Homojenizasyon Homojenizasyon  Uretim Ortalama partikiill Coklu dagilim

hiz1 (rpm) stiresi (dk) verimi (%) cap1 (nm) endeksi (PDI)
8,000 5 85.8+2.62  667.0+299.2 0.646 +0.018
8,000 7 829+3.78  596.3+305.7 0.685 + 0.046
15,000 7 99.2 +1.83 212.9+£65.6 0.117 +0.035

66



(2) (b)

Size Distribution by Intensity Size Distribution by Intensity

L) S s

8
=

8

...............................................................................

Intensity (%)
Intensity (%)

>

=

Size (d.nm) Size (d.nm)

(c)

Size Distribution by Intensty

Intensity (%)

01 1 10 100 1000 10000
Diameter (nm)

Sekil 4.1. PLGA nanopartikiillerin boyut ve boyut dagilimlarini gosteren grafikler: (a)
homojenizasyon hizt: 8,000 rpm, homojenizasyon siiresi: 5 dk, (b) homojenizasyon hizi:
8,000 rpm, homojenizasyon siiresi: 7 dk ve (c¢) homojenizasyon hizi: 15,000 rpm,
homojenizasyon siiresi: 7 dk.

Homojenizasyon hizinin 8,000 rpm oldugu kosulda, organik fazin buharlagmasi sonrasi
cozelti igerisinde nanopartikiil olusumuna katilmayan polimerin veya boyutca biiyiik
partikiillerin bir araya gelerek dibe ¢cokmesinden kaynaklanan yapilar oldugu goriilmiis ve
bu durumun da iiretim verimini diigiirdiigii belirlenmistir. Bu nedenle, ayn1 homojenizasyon
hizinda (8,000 rpm), homojenizasyon siiresi arttirilarak sorun ¢oziilmeye calisilmistir.
Ancak, homojenizasyon hizinin 5 dk’dan 7 dk’ya ¢ikarilmasinin liretim verimi {izerinde
herhangi bir iyilesme saglamadigi belirlenmistir. Ayrica, homojenizasyon siiresinin
arttirtlmasinin partikiil ¢api tizerinde de ¢ok belirleyici bir etkisinin olmadig gortilmiistiir.
Bu nedenle homojenizasyon hizinin arttirilmasina karar verilmistir. Homojenizasyon hizinin
8,000 rpm’den 15,000 rpm’e ¢ikarildigr durumda, iiretim veriminin 6nemli derecede arttigi
belirlenmistir. Ayrica, homojenizasyon hizinin arttirilmasi sonucu partikiil ¢apinin yaklasik
olarak 3 kat azaldig1 ve nanopartikiillerin es boyut dagilimina sahip olmasina bagl olarak

coklu dagilim endeks (PDI) degerinin azaldig1 gézlemlenmistir (Cizelge 4.1).

Farkli homojenizasyon kosullarinin PLGA nanopartikiillerin morfolojisini ne sekilde
etkiledigini belirlemek amaciyla SEM analizi gerceklestirilmistir. Her iki kosulda (8,000
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rpm, 5 dk ve 15,000 rpm, 7 dk) iiretilen nanopartikiillerin diizgiin kiiresel yapida olduklari
ve ylizeylerinde herhangi bir kirik ya da ¢atlak bulunmadigi goriilmiistiir. Ayrica,
homojenizasyon hizinin artmasi sonucu partikiil caplarinin azaldig: ve partikiillerin daha es
boyut dagilimina sahip oldugu belirlenmistir (Sekil 4.2). Cizelge 4.1°de verilen ortalama
partikiil cap degerleri Sekil 4.2°de verilen SEM goriintiileri kullanilarak Image J (NIH,
Bethesda, MD, ABD) programinda hesaplanmistir.

[ —— ]

Sekil 4.2. Fakli homojenizasyon kosullarinda iiretilen bos PLGA nanopartikiillerin SEM
goriintiileri: (a) homojenizasyon hizi: 8,000 rpm ve homojenizasyon siiresi: 5 dk (10,000 X),
(b) homojenizasyon hizi: 8,000 rpm ve homojenizasyon siiresi: 5 dk (20,000 X), (c)
homojenizasyon hizi: 15,000 rpm ve homojenizasyon siiresi: 7 dk (20,000 X) ve (d)
homojenizasyon hizi: 15,000 rpm ve homojenizasyon siiresi: 7 dk (40,000 X).

Homojenizasyon hizinin ve siiresinin degistirilmesi sonucu elde edilen PLGA
nanopartikiillerin 6zellikleri literatiir ile de uyumludur. Anarjan ve ark.’nin [140] yaptig
calismada homojenizasyon siiresinin partikiil boyutu {izerinde ¢ok belirleyici bir etkisinin
olmadig1, ancak homojenizasyon hizinin partikiil boyutu ile ters orantili oldugu belirtilmistir.
Lee ve ark. [141] da PLGA nanopartikiillerin iiretiminde homojenizasyon hizinin
nanopartikiil boyutu {iizerinde olduk¢a Onemli bir etkisi oldugunu vurgulamislardir.
Homojenizasyon hizi arttik¢a birim zamanda meydana gelen yiiksek kayma gerilimi sonucu
emiilsiyon damlaciklarinin boyutu azalmakta, dolayisiyla ¢ok daha kiiclik boyuta sahip
partikiiller elde edilebilmektedir.
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Sonu¢ olarak, PLGA nanopartikiillerin iiretimi sirasinda safsizliklarin  bulunmamasi,
homojen bir nanopartikiil siispansiyonu elde edilmesi ve buna bagl olarak yiiksek {iretim
verimine ulasilmasi gbz oniinde bulunduruldugunda, hem bos hem de melatonin yiiklii
PLGA nanopartikiillerin hazirlanmasinda homojenizasyon hizi ve siiresi, sirastyla 15,000

rpm ve 7 dk olarak belirlenmistir.

Bos PLGA mikropartikiiller, nanopartikiil iiretiminde belirlenen homojenizasyon kosullari
(15,000 rpm homojenizasyon hiz1 ve 7 dk homojenizasyon siiresi) kullanilarak iiretilmistir.
PLGA mikropartikiillerin iiretiminde PLGA nanopartikiillerin tiretiminden farkli olarak,
organik ¢dziicii olarak diklorometan, stabilizor olarak ise PVA kullanilmistir. Sekil 4.3’te
verilen SEM gorintiilerinde, bos PLGA mikropartikiillerin kiiresel morfolojide olduklari
ancak partikiil boyut dagilimlarinin bos PLGA nanopartikiillerde oldugu kadar homojen
olmadig1 belirlenmistir. Ortalama partikiil boyutu SEM goriintiileri kullanilarak Image J
(NIH, Bethesda, MD, ABD) programinda 3.20 & 1.03 um olarak hesaplanmustir.

EHT=20.00 kV Mag=10.00 KX

Sekil 4.3. Bos PLGA mikropartikiillerin farkli biiyiitmelerdeki SEM goériintiileri: (a) 1,000
X, (b) 10,000 X.

Bos PLGA nano/mikropartikiillerin SEM goriintiilerinden de anlasildig1 iizere, stabilizor
tiirliniin partikiil boyutu tizerinde oldukg¢a belirleyici bir etkisinin oldugu goriilmiistiir.
Stabilizor olarak DMAB kullanildiginda nanometre mertebesinde ¢apa sahip partikiiller
tiretilmisken, PV A kullanildiginda partikiil boyutu yaklagik 15 kat kadar artarak mikrometre
mertebesinde ¢apa sahip partikiiller elde edilmistir. DMAB ¢ift kuyruklu katyonik bir ylizey
aktif madde oldugundan PVA’ya gore daha diisiik kritik misel konsantrasyonuna sahiptir ve
bu nedenle ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bile bir araya gelerek misel olusturabilmektedir.
Bu durum da misel yapilar1 arasindaki ara yiizey gerilimini azaltarak daha kiigiik boyutta

partikiillerin liretimine olanak saglamaktadir [139, 142, 143].
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4.1.2. Melatonin yiiklii PLGA nano/mikropartikiillerin iiretimi ve karakterizasyonu

Melatonin yiiklii PLGA nano/mikropartikiillerin iiretimi icin de tekli emiilsiyon
olusturma/¢dziici buharlastirma yontemi kullanilmistir. PLGA nano/mikropartikiillerin
liretimi sirasinda organik faza, polimere gore agirlik¢ca oran1 %10 ve %20 olacak sekilde
melatonin eklenmis ve bu sekilde iiretilen nanopartikiiller, sirastyla PLGA nano-10 ve
PLGA nano-20 olarak ifade edilmistir. Organik faza %10 ve %20 (w/w) melatonin eklenerek
tiretilen mikropartikiiller ise, sirasiyla PLGA mikro-10 ve PLGA mikro-20 olarak ifade

edilmistir.

Melatoninin amfifilik yapisindan dolayi, organik faz ve sulu fazin karigtirilmasi sirasinda
sulu faza diflizyonunu engellemek amaciyla, sulu faza bir miktar melatonin eklenerek de
iretimler gergeklestirilmistir. Boylelikle, hazirlanan partikiillerin daha yiiksek verimle
melatonini enkapsiile etmesi hedeflenmistir. Bu amacla, PLGA nanopartikiillerin {iretimi
icin sulu faza %0.0, %0.1 ve %0.2 (w/v) oraninda, PLGA mikropartikiillerin {iretimi i¢in ise

%0.2 (w/v) oraninda melatonin eklenmistir.

4.1.2.1. Enkapsiilasyon veriminin belirlenmesi

PLGA nano/mikropartikiillerin iiretimi sirasinda organik fazda bulunan melatoninin ne
kadarinin partikiiller tarafindan hapsedildiginin belirlenebilmesi amaciyla partikiiller saf
asetonitril igcerisinde ¢oziinmiis ve partikiil icerisine hapsedilen melatoninin konsantrasyonu
NanoDrop 1000 Spectrophotometer (Thermo Scientific, ABD) cihaz1 kullanilarak 279 nm
dalga boyunda spektrofotometrik olarak tayin edilmistir. Enkapsiilasyon veriminin
belirlenebilmesi i¢in Oncelikle farkli miktarlardaki melatonin saf asetonitril igerisinde
¢Oziinmiis ve absorbans degerleri NanoDrop cihazi ile 279 nm’de belirlenmistir. Sekil 4.4’te

enkapsiilasyon veriminin hesabinda kullanilan kalibrasyon grafigi verilmistir.
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Sekil 4.4. Melatoninin enkapsiilasyon verimi hesabinda kullanilan kalibrasyon grafigi.

Uretilen PLGA nano/mikropartikiillerin enkapsiilasyon verim yiizdeleri ve partikiillere
yiiklenen melatonin miktarlar1 Cizelge 4.2°de verilmistir. PLGA nano-10 i¢in, sulu faza hig
melatonin eklenmedigi durumda enkapsiilasyon veriminin olduk¢a diisik oldugu
belirlenmistir (~%1). Sulu faza 9%0.1 (w/v) oraninda melatonin eklenmesinin de
enkapsiilasyon verimini belirgin derecede arttirmadigi gézlenmis (~%3) ve bu nedenle sulu
faza eklenen melatonin miktarinin iki katina ¢ikarilmasina karar verilmistir. Melatoninin
sulu faza 9%0.2 (w/v) oraninda eklendigi durumda, PLGA nanopartikiillerin enkapsiilasyon
verimi hi¢ melatonin eklenmeyen duruma gore yaklasik 10 kat artmistir. Melatonin amfifilik
yaptya sahip bir molekiil oldugundan [144] suda da bir miktar ¢éziinmekte ve dolayisiyla
partikiil olusumu sirasinda sulu faza diflizlenme egilimi gostermektedir. Bu durumu
onlemek amaciyla, sulu faza %0.2 (w/v) oraninda melatonin eklenmesi ile organik fazda
bulunan melatoninin partikiil tiretimi sirasinda sulu faza difiizyonu bir miktar engellenmistir.

Dolayisiyla PLGA nanopartikiillerin enkapsiilasyon verimi artmistir.
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Cizelge 4.2. Melatonin yiiklii PLGA nano/mikropartikiillerin enkapsiilasyon verim degerleri
(n=3).

PLGA % Melatonin Enkapsiilasyon Yiiklenen m‘iktar
nano/mikropartikiiller organik | sulu verimi (%) (ng melatonin/mg
faz faz partikiil)
10 0.0 1.7+0.7 1.7.£04
PLGA nano-10 10 0.1 32+1.5 32+1.2
10 0.2 142 +3.1 142+3.2
PLGA nano-20 20 0.2 10.3+4.4 204 +2.1
PLGA mikro-10 10 0.2 27.2+2.8 272+5.6
PLGA mikro-20 20 0.2 173+34 34.0+43

Musumeci ve ark.’nin [145] yaptiklar1 ¢alismada polimere gore oram1 %5 (w/w) olacak
sekilde melatonin eklenerek ¢oziicii yer degistirme yontemi ile PLGA nanopartikiilleri
tiretilmis ancak olduke¢a diisiik enkapsiilasyon verim degerleri elde edilmistir (~%5). Bu
nedenle, amfifilik bir polimer olan polietilen glikol (PEG) kullanilarak PLGA-PEG
nanopartikiilleri iiretilmis ve enkapsiilasyon verimi arttirilmistir (~%25). Sonug olarak, tez
calismasinda elde edilen diisiik enkapsiilasyon verim degerleri literatiir ile uyumludur ve
sadece sulu fazin melatonin konsantrasyonunu arttirmak gibi basit bir yontemle

enkapsiilasyon verim degeri iyilestirilebilmistir.

PLGA nano-10 ve PLGA nano-20 partikiillerinin enkapsiilasyon verim degerleri sirasiyla,
%14.2 ve %10.3 olarak belirlenmistir. PLGA mikro-10 ve PLGA mikro-20’nin
enkapsiilasyon verimleri ise, sirasiyla %27.2 ve %]17.3 olarak hesaplanmistir. PLGA
nano/mikropartikiillerin iiretiminde organik faza eklenen melatonin miktarinin artmasiyla
enkapsiilasyon veriminin azaldigi, buna karsin mg partikiil basina diisen toplam melatonin
miktarinin arttifi goriilmektedir. Musumeci ve ark.’nin [145] yaptiklar1 ¢aligmada da
organik faza eklenen melatonin miktar1 arttikca enkapsiilasyon veriminin azaldigi

goriilmiistiir. Dolayisiyla elde edilen sonuglar literatiirle uyumludur.

Nanopartikiillerle kiyaslandiginda mikropartikiillerin enkapsiilasyon verimi, stabilizér olan
PVA ve organik ¢0ziicii olan diklorometanin sinerjik etkisinden dolay1 yaklasik iki kat kadar
artig gostermistir. Sahana ve ark. [143], organik ¢Oziiciiniin 6zelliklerinin enkapsiilasyon
verimi tizerindeki etkisini incelemek amaciyla emiilsiyon olusturma/¢oziicli buharlagtirma
yontemi ile estradiol yiiklii PLGA nanopartikiilleri iiretmisler ve ¢6ziicli olarak diklorometan
kullanildiginda, etil asetata gore ¢ok daha yiiksek enkapsiilasyon verim degerlerine
ulagsmiglardir. Ciinkii nanopartikiil olusumu sirasinda polimerin katilasarak ¢okme hizi ilag

enkapsiilasyonunu etkileyen onemli bir parametredir [146]. Etil asetatin buhar basinci
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diklorometanin buhar basincindan ¢ok daha diisiik oldugundan, organik faz daha yavas bir
sekilde partikiilleri iceren siispansiyondan uzaklagmakta ve dolayisiyla ilacin sulu faza
difiizlenme ihtimali artacagindan enkapsiilasyon verimi azalmaktadir. Diklorometanin
sudaki ¢oziiniirliigii etil asetata gére az olmasina ragmen buhar basinci ¢ok daha yiiksek
oldugundan hizli bir gekilde partikiilleri iceren siispansiyondan uzaklagmakta ve boylece
partikiiller ortamdaki ilacin sulu faza difiizlenmesine fazla firsat vermeden katilasarak
cokmektedirler [143]. Bu durum da enkapsiilasyon verimini arttirmaktadir. Cooper ve
ark.’nin [147] yaptig1 calismada diklofenak yiikli PLGA nanopartikiilleri emiilsiyon
olusturma/¢dziicii buharlastirma yontemi ile tiretilmistir. Bu ¢alismada DMAB ve PVA’nin
nanopartikiil 6zellikleri lizerine etkisi incelenmis ve stabilizor olarak PVA kullanildigi
durumda daha yiiksek enkapsiilasyon verimine ulasilmistir. Sahana ve ark.’nin [143] yaptig
calismada ise estradiol yiiklii PLGA nanopartikiiller yine ayni yontemle iiretilmis ve
PVA’nin stabilizor olarak kullanildigi kosulda daha yiiksek enkapsiilasyon verimi elde
edilmistir. Bu durum da estradioliin PVA ¢ozeltisi igerisindeki ¢oziiniirliigiinin DMAB

cozeltisi icerisindekine gore daha diisiik olmasina baglanmaistir.

Sonug olarak, literatiirdeki caligmalar da goz Oniinde bulunduruldugunda, organik
¢oOziiclinlin fiziksel Ozelliklerinin yani sira, emiilsiyon olusturma/¢oziicii buharlagtirma
yontemi ile partikiil iiretiminde kullanilan stabilizor ¢esidinin de enkapsiilasyon verimini
etkileyen oldukca 6nemli bir parametre oldugu belirlenmistir. Her ne kadar nanopartikiillerin
yiizey alanit mikropartikiillerden fazla olsa da, tez ¢alismasinda melatonin yiiklii PLGA
mikropartikiillerin tretiminde organik faz olarak diklorometanin, stabilizor olarak da
PVA’nin kullanilmasinin enkapsiilasyon verimi {izerinde belirleyici oldugu ve dolayisiyla
PLGA mikropartikiillerin enkapsiilasyon veriminin PLGA nanopartikiillerinkinden ¢ok daha
yiiksek oldugu goriilmiistiir.

4.1.2.2. SEM analizi

Uretilen melatonin yiikli PLGA nano/mikropartikiillerin boyutlarinin ve morfolojik
ozelliklerinin belirlenmesi amaciyla SEM goriintiileri ¢ekilmistir (Sekil 4.5). Bos PLGA
nanopartikiillerde oldugu gibi (Sekil 4.2-c,d), melatonin yiiklii nanopartikiillerin de kiiresel
bir morfolojiye sahip olduklar1 ve yiizeylerinde herhangi bir piiriiziin yer almadig
gorilmektedir (Sekil 4.5-a,b). Melatonin yiiklii PLGA nanopartikiillerin ortalama ¢ap ve
coklu dagilim endeks (PDI) degerleri sirasiyla, 238.6 £ 69.5 nm ve 0.098 + 0.012 olarak
belirlenmistir. Yapiya melatonin katilmasinin nanopartikiil morfolojisi tizerinde belirgin bir

etkiye neden olmadig1 ve ortalama partikiil gapinin bos PLGA nanopartikiillere (212.9 = 65.6
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nm) gore biraz daha arttig1 goriilmiistiir. Ayrica, bos PLGA nanopartikiillerde oldugu gibi,
melatonin yiiklii PLGA nanopartikiillerin de es boyut dagilimina sahip oldugu belirlenmistir.

R

EHT=5.00kV  Mag=10.00 KX

Sekil 4.5. Agirlikga %10 melatonin yiiklii PLGA nanopartikiillerin farkli biiyiitmelerdeki
SEM goriintiileri: (a) 20,000 X ve (b) 30,000 X; agirlikca %20 melatonin yiiklii PLGA
mikropartikiillerin farkli bliylitmelerdeki SEM goriintiileri: (¢) 5,000 X ve (d) 10,000 X.

Melatonin yiikli PLGA mikropartikiillerin (Sekil 4.5-c,d), bos PLGA mikropartikiilleri
(Sekil 4.3-a,b) gibi kiiresel morfolojide olduklari ve boyut dagilimlarinin
nanopartikiillerdeki gibi homojen olmadig1 belirlenmistir. Bos PLGA mikropartikiillerden
farkli olarak, melatonin ylikli PLGA mikropartikiillerin yilizeyinde bazi kiriklar oldugu
goriilmiistiir. SEM goriintiileri Image J programi (NIH, Bethesda, MD, ABD) ile
degerlendirilmistir. Melatonin yiiklii PLGA mikropartikiillerin ortalama ¢ap degeri 3.67 +
1.64 um olarak belirlenmis ve bos PLGA mikropartikiillerin ortalama ¢ap degeri (3.21 +
1.03 um) ile kiyaslandiginda, yapiya melatonin katilmasi sonucu partikiil boyutunun bir

miktar arttig1 goriilmiistiir.

4.1.2.3. ATR-FTIR analizi
Uretilen PLGA nano/mikropartikiillerin hem kimyasal yapilarmin incelenmesi hem de
stabilizor olarak kullanilan DMAB ve PVA’nin iiretim sonrasi partikiillerden uzaklastirilip

uzaklastirilamadiginin belirlenmesi amaciyla ATR-FTIR analizi ger¢eklestirilmistir. PLGA
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kopolimerine, bu kopolimerle hazirlanmis bos ve melatonin yiiklii PLGA nanopartikiillere,
melatonin ylikli PLGA mikropartikiillere, saf DMAB’ye, saf PVA’ya ve saf melatonine ait

spektrumlar Sekil 4.6°da verilmistir.
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Sekil 4.6. PLGA nano/mikropartikiil tretiminde kullanilan bilesenlere ve PLGA
nano/mikropartikiillere ait ATR-FTIR spektrumlari.

PLGA kopolimerine 6zgii 1760 cm™ dalga boyundaki C=0O gerilmesine ait pikin [148], hem
bos PLGA nanopartikiillere hem de melatonin yiikli PLGA nano/mikropartikiillere ait
spektrumda oldugu, dolayisiyla polimerin partikiil formuna gelirken kimyasal yapisinda
herhangi bir degisimin olmadig1 goriilmiistiir. Saf DMAB’ye ait 2835-2940 cm™! dalga
boyundaki alifatik C-H piklerinin [149], {iretilen nanopartikiillere ait spektrumlarda yer
almadig1 gozlenmis ve bdylece PLGA nanopartikiillerin iiretim sonrasinda gerceklestirilen
yikama islemi ile DMAB’nin nanopartikiillerden tamamen uzaklastirildig1 belirlenmistir.
Saf melatoninin 3305 cm™’deki NH, gerilmesine ait pike, melatonin yiikli PLGA
nano/mikropartikiillerin spektrumunda rastlanmamistir. Bu durumun eklenen melatoninin
polimere gore oraninin diisiik olmasindan kaynaklandig diisiiniilmiistiir. PVA’ya ait 3270
cm! dalga boyunda gériilen O-H gruplarina ait karakteristik piklerin [150], melatonin yiiklii

PLGA mikropartikiillere ait spektrumlarda yer almadigi gézlenmis ve bodylece iiretim
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sonrasinda gergeklestirilen yikama ile PVA’nin partikiillerden tamamen uzaklastirildigi

belirlenmistir.

4.1.2.4. In vitro melatonin salimi ve salim kinetiginin matematiksel analizi

In vitro melatonin salim ¢alismalar1 PLGA nano-10, PLGA nano-20, PLGA mikro-10 ve
PLGA mikro-20 partikiilleri kullanilarak 40 giin boyunca 3 paralel oOrnek ile
gergeklestirilmistir. PLGA nano/mikropartikiillerden yiizde kiimiilatif melatonin salim
davraniglarin1 ve mg partikiil basina salinan melatonin miktarlarin1 gosteren grafikler,
sirasiyla, Sekil 4.7 ve Sekil 4.8’de verilmistir. Ayrica, PLGA nano/mikropartikiillerden

farkl: siirelerde partikiil basina salinan melatonin miktarlar1 Cizelge 4.3’te sunulmustur.
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Sekil 4.7. (a) PLGA nanopartikiillerden ve (b) PLGA mikropartikiillerden kiimiilatif ylizde
melatonin salimu.

Melatoninin PLGA nano-10 ve PLGA nano-20’den sirasiyla, %30 ve %20’sinin ilk 24 sa
igerisinde ani patlama etkisi (burst effect) ile salindig1 belirlenmistir. Ani patlama etkisi ile
salim, partikiil yilizeyine elektrostatik etkilesimlerle baglanan biyoaktif ajanin salim
ortaminda partikiil yapisindan uzaklagsmasi sonucu gerceklesmektedir. Kirk giinliik salim
caligmalar1 sonunda ise partikiillerin igerisinde bulunan melatoninin yaklasik %65’ inin
difiizyon mekanizmasi ile kontrollii bir sekilde salindig1 goriilmiistiir (Sekil 4.7-a). PLGA
nanopartikiillerden salinan toplam melatonin miktari, mg partikiil basina PLGA nano-10 ve

PLGA nano-20 i¢in sirasiyla, yaklasik 9 pg ve 14 pg olarak hesaplanmistir (Sekil 4.8-a).
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Sekil 4.8. a) PLGA nanopartikiillerden, b) PLGA mikropartikiillerden kiimiilatif salinan
melatonin miktari.

PLGA mikropartikiillerde ise nanopartikiillere kiyasla ¢cok daha yiiksek bir ani patlama
etkisinin ardindan melatoninin kontrollii salimi gdzlenmistir (Sekil 4.7-b). Ik 24 sa
icerisinde PLGA mikro-10 ve PLGA mikro-20 partikiilleri tarafindan enkapsiile edilen
melatoninin sirasiyla, yaklasik %27 ve %35°1 ani patlama etkisi ile ortama salinmistir.
Yiiksek miktarda ani patlama etkisi ile salim, mikropartikiil yiizeyinde bulunan melatonin
molekiillerinin nanopartikiillere gore ¢ok daha fazla olmasi ile agiklanabilir. Kirk giinliik
salim siiresinin sonunda PLGA mikro-10 ve PLGA mikro-20 partikiillerinden difiizyon
mekanizmasi ile salinan melatoninin sirasiyla, yaklasik %70 ve %60 oldugu belirlenmistir.
Mikropartikiillerden salinan toplam melatonin miktar1 mg partikiil basina PLGA mikro-10
ve PLGA mikro-20 i¢in sirasiyla yaklasik 19 ug ve 21 pg olarak hesaplanmistir (Sekil 4.8-
b).

Cizelge 4.3. PLGA nano/mikropartikiillerden salinan kiimiilatif melatonin miktarlari.

Salinan miktarlar (ug melatonin/mg partikiil)

Partikiiller 1. sa 1. giin 5. giin 10. giin 20. giin 40. giin
PLGA
nano-10 2776 £034 | 437+0.21 5.65+0.97 6.66 = 0.64 7.59 +£0.77 8.83 £0.69
PLGA
3.60+0.76 | 4.23+0.53 5.40 + 0.69 7.90+£0.88 | 11.00£1.22 | 13.99+1.23
nano-20
PLGA
. 2.17+£0.10 | 12.18+1.07 | 15.64+0.59 | 17.20+0.62 | 18.71 £0.51 | 19.41 + 0.48
mikro-10
PLGA
. 5.05+0.39 | 1555+0.17 | 17.68+0.29 | 18.25+0.21 | 19.42+0.15 | 20.77 £0.59
mikro-20
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PLGA mikropartikiillerden besinci giline kadar salinan kiimiilatif melatonin ytizdesi PLGA
mikro-10 ve PLGA mikro-20 i¢in hemen hemen ayni olmasina ragmen, salimin besinci
giinlinden itibaren bir fark meydana gelmistir (Sekil 4.7-b). PLGA mikro-20 igerisine
hapsedilen melatonin miktart PLGA nano-10 igerisine hapsedilenden daha fazla
oldugundan, melatonin molekiillerinin bir araya gelmesi sonucu molekiiller arasi etkilesim
artmis ve dolayisiyla difiizyon kisitlanmistir. Bu nedenle PLGA mikro-20 partikiillerden
daha az ylizde ile melatonin salimi ger¢eklesmistir. Ayrica, farkli miktarlarda enkapsiile
edilen melatonin, partikiillerin mikroyapisini degistirmis olabileceginden farkli difiizyon

hizlarinin gozlenmis olabilecegi de diistiniilmiistiir [139].

Literatiirde farkli ilaglar ve polimerler kullanildiginda mikropartikiillerden ilag¢ salim hizinin
ilag ylikleme miktar1 ile degisiklik gosterdigine dair ¢esitli sonuglar bulunmaktadir. Budhian
ve ark.’nin [151] yaptig1 ¢alismada hidrofobik bir ila¢ olan haloperidol yiikli PLGA
nanopartikiilleri tiretilmis ve yiikklenen ila¢ miktar1 arttik¢a ani patlama etkisi ile salinan ilag
miktarinin azaldigi belirlenmistir. Bu durumun ilag miktarinin artmasina bagli olarak ilacin
partikiil igerisinde daha diizensiz bir sekilde dagilmasindan dolayr gergeklestigi
diistiniilmiistir. Farkli ilaclar kullanilarak tretilen ¢esitli nano/mikropartikiiler sistemlerde
de benzer sonuglar elde edilmistir [152, 153]. Sonug olarak, tez ¢alismasinda elde edilen

salim davranislarinin literatiir ile uyumlu oldugu goriilmiistiir.

Kirk giinliik salim siiresi sonunda PLGA nano/mikropartikiilleri tarafindan enkapsiile edilen
melatoninin yaklasik olarak %70’inin diflizyon mekanizmasi ile salindig1 belirlenmistir.
Geri kalan melatoninin de polimerin tamamen bozunmasinin ardindan salinacagi
diisiiniilmektedir. Bunun haricinde, nanopartikiillerin yiizey alan1 mikropartikiillere gore
daha yiiksek oldugundan nanopartikiillerden ani patlama etkisi ile salimman melatoninin
mikropartikiillere gore daha yiiksek olmasi beklenirken tam tersi bir durum goriilmiistiir.
Sekil 4.5-c,d’de verilmis olan PLGA mikropartikiillere ait SEM goriintiilerinde,
mikropartikiil ylizeyinde bazi kiriklarin oldugu belirlenmisti. Dolayisiyla ani patlama etkisi
ile salinan melatoninin nanopartikiillere oranla mikropartikiillerde ¢ok daha fazla olmasi
mikropartikiil ylizeyinde bulunan bu kiriklarla agiklanabilecegi gibi, mikropartikiil
duvarinin nanopartikiillere gore daha ince olma ihtimalinden kaynaklanmis olmasi da s6z
konusudur. Hua ve ark.’nin [154] yaptiklari1 ¢alismada ortalama ¢ap degerleri 221 nm ve 1.5
um olan siprofloksazin yiikli PLGA nano/mikropartikiilleri iiretilmistir. Uretilen bu
nanopartikiillerin teorik yiizey alaninin mikropartikiillere gore 7 kat daha fazla oldugu,

dolayisiyla ilacin nanopartikiillerden ¢ok daha hizli bir sekilde salinacagini belirtmislerdir.
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Ancak in vitro salim ¢aligmalar1 sonucunda salinan siprofloksazin yilizdesinin, PLGA nano
ve mikropartikiillerde bariz sekilde farkli olmadigi goriilmiistiir. Bu durumun PLGA
nano/mikropartikiillerin morfolojik incelemeleri sonucunda belirlenen mikropartikiil
yiizeyindeki kiriklardan kaynaklanmis olabilecegi agiklanmistir. Tez calismasinda da benzer
bir durum s6z konusudur. Sonu¢ olarak hem PLGA nanopartikiillerin hem de PLGA
mikropartikiillerin melatoninin kontrollii ve uzun donemli salimi i¢in uygun oldugu

belirlenmistir.

PLGA nano/mikropartikiillerden kiimiilatif melatonin salim verileri ¢esitli ilag salim
modelleri (sifirinct derece, birinci derece, Higuchi, Hixson-Crowell, Korsmeyer-Peppas)
kullanilarak matematiksel olarak analiz edilmistir. Elde edilen grafiklerin lineer regresyon
katsayilart (R?) 1’¢ en yakin olan model, salim kinetigini ifade eden model olarak

belirlenmistir (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. PLGA nano/mikropartikiillerden melatonin salim kinetigi ve mekanizmasi.

Sifirmci Birinci Hisuchi Hixson- Korsmever-Peppas
derece derece g Crowell y pp
Partikiil
Ko Ki Ku Kuc K
2 2 2 2 2
B lagsah | B f ) | 8 Jegsad | B | @™ | B | | O

PLGA nano-10 | 0.9447 | 0.0244 |0.9107 { 0.0138 { 0.9900 | 0.9774 |0.9624 | 0.0007 |0.9817 | 0.1551 | 0.2011

PLGA nano-20 | 0.9514 | 0.0681 |0.8873|0.0304 |0.9873 | 2.6944 |0.9769 | 0.0008 |0.9795|0.1597 | 0.1998

PLGA mikro-10 | 0.7921 | 0.0357 |0.7571{0.0719|0.9130| 1.4468 |0.9079 | 0.0007 |0.9067|0.3190 | 0.1229

PLGA mikro-20 [ 0.9371 | 0.0276 |0.9272]0.0058 | 0.9697 | 1.0909 |0.9437 | 0.0005 | 0.9500 | 0.3483 | 0.0815

PLGA nano/mikropartikiillerden salim mekanizmas: pek c¢ok parametreye baglidir.
Nano/mikropartikiillerde genellikle difiizyon kontrollii bir mekanizma gdzlenebilecegi gibi,
polimerin yapisi, kristalinitesi ve biyobozunurluk 6zelligi de salim mekanizmasini etkileyen
onemli faktdrlerdendir. Elde edilen salim verileri sonucunda, hem PLGA nanopartikiillerden
hem de PLGA mikropartikiillerden melatonin salim mekanizmasinin en ¢ok Higuchi salim
modeline uydugu belirlenmistir. Dolayisiyla melatoninin PLGA nano/mikropartikiillerden
agirlikli olarak difiizyon mekanizmasiyla salindigi belirlenmistir [103]. Korsmeyer-Peppas
modeline gore ise n degerinin 0.45’ten kiiciik oldugu, dolayisiyla difiizyonun Fick yasasina

uydugu sdylenebilir.
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4.2. MG-63 Hiicrelerinin Karakterizasyonu

Insan osteosarkom hiicre hatt1 olan MG-63 hiicreleri, fibroblastik morfolojide, hipotriploid
karyotipe sahip ve ylizeye bagimli olarak iireyen timdr hiicreleridir. Bu hiicrelerin
karakterizasyonu i¢in 18 giin siiren in vitro hiicre kiiltiir calismalar1 gerceklestirilmistir. MG-
63 hiicrelerinin lireme davraniglar1 ve morfolojileri 24 gozlii polistiren kiiltiir kaplarinda
izlenmistir. Tiimor hiicreleri hizl1 ¢ogaldigindan baslangi¢ hiicre konsantrasyonu 2x10*
hiicre/cm? olarak belirlenmis ve gergeklestirilen tiim karakterizasyon ¢alismalarinin

sonuclari agagida detayl bir sekilde sunulmustur.

4.2.1. MTT analizi ve hiicre sayim

Hiicrelerin inkiibasyon siiresince MTT analizinden elde edilen optik yogunluk degerleri
(Sekil 4.9-a) ve hemositometrik sayim sonucu hesaplanan hiicre sayist degerlerinin (Sekil
4.9-b) zamana kars1 grafikleri ¢izilmis ve hiicre biiyiime egrisinin gecikme faz1 (lag fazi),
aktif tireme faz1 (log fazi), durgun ve Oliim fazlar1 gosterilmistir. Sekil 4.9-a ve b’de
gosterilen grafiklerin benzer profilde oldugu, dolayisiyla kiiltiiriin belirli giinlerindeki hiicre

sayisina karsilik elde edilen MTT degerlerinin birbiriyle uyumlu oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.9. (a) MTT analizi sonucu elde edilen MG-63 hiicre iireme grafigi, (b)
hemositometrik sayim sonucu elde edilen iireme grafigi.

MG-63 hiicreleri tiimor hiicreleri oldugundan ¢ok yiiksek mitokondriyal aktiviteye
sahiplerdir. MTT analizi sonucunda da artan zamanla birlikte beklenildigi tizere olduk¢a
yiiksek optik yogunluk degerleri elde edilmistir (Sekil 4.9-a). Sekil 4.9-b’de yer alan iireme
grafiginde, hiicrelerin kiiltiiriin 4. giiniinde {istel ilireme fazina (logaritmik faz) girdigi
goriilmektedir. Hiicre liremesi iistel tireme fazindaki hiicre lireme hiz1 ve hiicre ikilenme

siiresi ile karakterize edilmektedir. Ustel iireme fazindaki hiicreler igin iireme hiz1 Esitlik 4.1
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ile ifade edilmektedir. Ustel iireme fazindaki hiicrelerin ikilenme siiresi ise Esitlik 4.2

kullanilarak hesaplanmaistir.
dx/dt=px (Esitlik 4.1)

Burada x, hiicre sayisini, p, 6zgil tireme hizin1 ve t de zamani ifade etmektedir. Bu esitlik

diizenlendiginde;
Inx=pt (Esitlik 4.2)

ifadesine doniismektedir. Hiicrelerin ikilenme siiresinin (t¢) hesaplanmasi icin ise Esitlik 4.3

kullanilmuastir.
te=In(2)/pn (Esitlik 4.3)

Esitlik 4.2°den anlasilacagi lizere Inx’e karsilik zaman (t) grafigi ¢izildiginde, grafigin egimi
hiicrelerin 6zgiil iireme hizin1 (p) vermektedir. Calismada kullanilan MG-63 hiicrelerinin
ozgiil {ireme hiz1 0.026 sa™!, ikilenme siiresi ise 27 sa olarak hesaplanmistir. Literatiirdeki
calismalar incelendiginde MG-63 hiicrelerinin ikilenme siiresinin 24-30 sa civarinda oldugu
belirtilmistir, dolayisiyla yapilan karakterizasyon c¢aligsmalar1 sonucu elde edilen ikilenme

stiresinin literatiirde belirtilen aralikta oldugu goriilmistiir [155, 156].

4.2.2. Floresan mikroskobu ile analiz

Alexa Fluor 488 phalloidin ve DAPI ile yapilan ikili boyama sonucunda floresan
mikroskobu ile ¢ekilen goriintiilerde hiicre ¢ekirdegi mavi, aktin filamentler ise yesil olarak
goriilmektedir. Sekil 4.10°da kiiltiiriin 2., 4., 7. ve 14. giinlerine ait farkli biiyiitmelerdeki

hiicrelerin floresan mikroskop goriintiileri verilmistir.
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Sekil 4.10. MG-63 hiicrelerinin floresan mikroskop goriintiileri: (a) 2. giin (10 X), (b) 4. giin
(10 X), (c) 2. giin (20 X), (d) 4. giin (20 X), (e) 2. giin (40 X), (f) 4. giin (40 X), (g) 7. giin
(10 X), (h) 14. giin (10 X), (1) 7. giin (20 X), (j) 14. giin (20 X), (k) 7. giin (40 X), (1) 14. giin
(40 X). (Fotograflardaki mavi renk hiicre ¢ekirdeklerini, yesil renk ise hiicre iskeletlerini
gostermektedir).
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Timor hiicreleri ¢ok ¢ekirdekli bir yapiya sahip olduklarindan ortamdaki hiicre
konsantrasyonu arttik¢a ¢ekirdek sayisi da artmakta ve dolayisiyla boyama sonrasi goriintii
alimirken kiiltiiriin ilerleyen giinlerinde cekirdegi boyayan DAPI sinyalinin giliglendigi
goriilmektedir (Sekil 4.10-a-f). Bu duruma karsilik, hiicre iskeleti yapilari olan aktin
filamentleri daha az goriilebilmekte ve buna bagh olarak kiiltiir siiresi uzadik¢a Alexa Fluor
sinyalinin azaldig1 gozlenmektedir. Ayrica, kiiltiir siiresi arttik¢a hiicrelerin ¢ok hizli bir
sekilde iiredigi ve kiiltlirtin 7. glintinden itibaren kiiltiir kabinin tiim yiizeyini kapladiklar

goriilmektedir (Sekil 4.10-g-1).

4.2.3. Optik mikroskop ile analiz

Karakterizasyon ¢alismalari sirasinda kiiltiiriin 1., 5., 9. ve 16. giinlerindeki kristal viyole ile
boyanan MG-63 hiicrelerine ait farkli biiylitmelerdeki goriintiileri Sekil 4.11°de verilmistir.
Elde edilen goriintiilerde hiicrelerin fibroblast benzeri bir morfolojiye sahip olduklar1 ve
hiicre ¢ekirdeklerinin hiicre sitoplazmasina gore daha koyu boyandigi goriilmektedir.
Ayrica, hiicrelerin kisa silirede yiizeye tutundugu ve ¢cogalmaya basladigi tespit edilmis; ayni
zamanda ¢ok c¢ekirdekli bir yapiya sahip olduklar1 ve yer yer uzantilarinin oldugu
gbzlenmistir. Kiiltlirtin 16. giiniinde ise artik hiicrelerin kiiltiir kabin1 tamamen kaplayip
tiremesinden dolay1 hiicre c¢ekirdegi ve iskeletinin ayirt edilemeyecek sekilde boyandigi

belirlenmistir.
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Sekil 4.11. Kristal viyole ile boyanan MG-63 hiicreleri (a) 1. giin (10 X), (b) 5. giin (10 X),

(¢) 1. giin (20 X), (d) 5. giin (20 X), (e) 1. giin (40 X), () 5. giin (40 X), (g) 9. giin (10 X),
(h) 16. giin (10 X), (i) 9. giin (20 X), (j) 16. giin (20 X), (k) 9. giin (40 X), (1) 16. giin (40 X).



4.3. Toksisite Calismalar

Toksisite calismalarinda MG-63 insan osteosarkom hiicreleri ve preosteoblastik MC3T3-El
hiicreleri kullanilmistir. Daha 6nce grubumuz tarafindan gergeklestirilen karakterizasyon
calismalar1 sonucunda, MC3T3-E1 hiicrelerinin fibroblastik morfolojide oldugu
belirlenmistir. Hiicrelerin 6zgiil ireme hiz1 ve ikilenme siiresi ise sirasiyla, 0.019 sa™! ve 36

sa olarak hesaplanmistir [157].

4.3.1. Melatonin farklhh konsantrasyonlarinin MG-63 ve MC3T3-E1 hiicrelerinin
canhihig iizerindeki etkisinin incelenmesi

MC3T3-E1 hiicreleri fare kafatasindan elde edilmistir ve yiizeye bagimli olarak {ireme
davranisi gostermektedir. Melatoninin normal hiicre ve kanser hiicreleri {izerindeki etkisini
incelemek amaciyla sirasiyla, preosteoblastik MC3T3-El hiicreleri ve MG-63 insan
osteosarkom hiicreleri kullanilmistir. Farkli konsantrasyonlardaki melatoninin (0-8 mM)
MC3T3-E1 ve MG-63 proliferasyonu iizerindeki etkisini incelemek amaciyla 5 giin siiren in

vitro hiicre kiiltiir ¢alismalar1 gergeklestirilmistir.

MTT analizi ile belirlenen hiicre canliligi degerleri MC3T3-E1 ve MG-63 hiicreleri i¢in
strastyla, Sekil 4.12 ve Sekil 4.13’te verilmistir. Melatonin igermeyen (0 uM) kiiltiir ortam1

ile etkilestirilen hiicreler kontrol grubu olarak kullanilmistir.
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Sekil 4.12. MC3T3-El hiicrelerinin farkli melatonin miktarlarin1 igeren Kkiiltiir
ortamlarindaki MTT grafikleri. (Istatistiksel olarak anlaml farklar: 0 uM melatonin iceren
grup kontrol iken: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001).
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Sekil 4.12°de verilen MC3T3-E1 hiicrelerine ait MTT degerlerine bakildiginda, kiiltiiriin
tiim giinleri i¢in 0-1 mM melatonin konsantrasyon araliginin hiicre canlili1 izerinde belirgin
bir etkisinin olmadig1 anlagilmis (p>0.05) ve bu melatonin konsantrasyonlari ile etkilesen
hiicrelerin MTT degerlerinin kiiltiir sliresi boyunca arttig1 gozlenmistir. Buna karsin, 8 mM
melatonin konsantrasyonunun MC3T3-E1 hiicreleri iizerinde toksik etki gdsterdigi ve
kontrol grubuna gore hiicre canliligini kiiltiirlin ilk gilinlinden itibaren istatistiksel olarak
anlamli derecede azalttigi belirlenmistir  (p<0.001). Ayrica, 2 mM melatonin
konsantrasyonunun kiiltiiriin 3. ve 5. giinlerinde hiicre canliligini belirgin bir sekilde azalttig

goriilmistiir (p<0.05 ve p<0.001).

Literatiirde farkli melatonin konsantrasyonlarinin osteoblastik hiicrelerin proliferasyonu
tizerindeki etkisini inceleyen ¢esitli caligmalar bulunmaktadir. Bu ¢alismalarin birinde, 0-
250 puM araligindaki melatonin  konsantrasyonlarinin = MC3T3-E1  hiicrelerinin
proliferasyonu lizerinde belirgin bir etkisinin olmadigi vurgulanmistir [57]. Bir bagka
calismada ise 0-1 mM araligindaki melatonin konsantrasyonlarin insan osteoblast
hiicreleri olan hFOB hiicrelerinin proliferasyonu tizerindeki etkisi incelenmis ve 0-100 uM
konsantrasyon araliginin hiicre canliligi iizerinde belirgin bir etkisinin olmadig1 ancak, I mM

melatonin konsantrasyonunun hiicrelerin iiremesini yavaslattigi belirtilmistir [ 158].
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Sekil 4.13. MG-63 hiicrelerinin farkli melatonin miktarlarini i¢eren kiiltiir ortamlarindaki
MTT grafikleri. (Istatistiksel olarak anlamli farklar: 0 pM melatonin iceren grup kontrol
iken: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001).
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Sekil 4.13’te verilen MG-63 hiicrelerinin MTT degerleri incelendiginde, 0-2 mM
konsantrasyon araligindaki serbest melatoninin kiiltiir siiresi boyunca hiicre {iremesi
tizerinde herhangi bir olumsuz etkiye neden olmadig1 goriilmiistiir (p>0.05). Ayn1 zamanda,
bu melatonin konsantrasyonlar1 ile etkilesen hiicrelerin mitokondriyal aktivitelerinin
zamanla arttig1 belirlenmistir. Buna karsilik, kiiltiiriin ilk giiniinden itibaren 8 mM melatonin
konsantrasyonunun hiicrelerin canliligini istatistiksel olarak ©nemli derecede azalttig1
(p<0.001), kiiltiirin 3. ve 5. giinlerinde ise, 4 mM melatonin konsantrasyonu ile etkilesen

hiicrelerin MTT degerlerinin anlamli derecede diistiigli goriilmiistiir (p<0.001).

Serbest melatoninin MG-63 hiicrelerinin proliferasyonu iizerindeki etkisini inceleyen bir
calismada, hiicreler 0-10 mM konsantrasyon araligindaki melatonin ile etkilestirilmistir. 0-
4 mM konsantrasyon araligindaki melatoninin hiicreler lizerinde herhangi bir toksik etki
gostermedigi ancak, 4-10 mM melatonin konsantrasyonunun hiicre proliferasyonunu 6nemli
derecede inhibe ettigi belirlenmistir [91]. Tez ¢aligmasinda elde edilen verilerin literatiir ile

de uyumlu oldugu goriilmiistiir.

Farkli melatonin konsantrasyonlar1 ile etkilesen MC3T3-E1 ve MG-63 hiicrelerinin
morfolojilerinin nasil etkilendiginin belirlenmesi amaciyla kiiltiiriin 3. giiniinde ¢ekilen optik

mikroskop goriintiileri, sirasiyla Sekil 4.14 ve Sekil 4.15’te verilmistir.

0 pM 125 pM 250 uM 500 pM

Sekil 4.14. Melatoninin farkli konsantrasyonlar1 ile etkilesen MC3T3-E1 hiicrelerinin
kiiltliriin 3. giiniine ait optik mikroskop goriintiileri (10 X).
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0 pM 125 pM 250 pM

Sekil 4.15. Melatoninin farkli konsantrasyonlart ile etkilesen MG-63 hiicrelerinin kiiltiiriin
3. gliniine ait optik mikroskop goriintiileri (10 X).

Hiicrelerin optik mikroskop gorintiileri incelendiginde, MC3T3-E1 hiicrelerinin
morfolojileri 2 mM melatonin konsantrasyonundan itibaren bozulurken (Sekil 4.14), MG-
63 hiicrelerinin morfolojilerinin ise 4 mM melatonin konsantrasyonundan itibaren
bozuldugu goriilmektedir (Sekil 4.15). Ayrica, her iki hiicre tipi i¢cin de 8 mM melatonin
konsantrasyonunun hiicreler tizerinde toksik etki gosterdigi belirlenmistir. Kiiltiiriin 3.
giiniine ait optik mikroskop goriintiileri elde edilen MTT verileri ile de uyumludur. Sonug
olarak, MG-63 insan osteosarkom hiicrelerinin preosteoblastik MC3T3-E1 hiicrelerine gore
yiiksek melatonin konsantrasyonuna karsi biraz daha direncli olduklar1 belirlenmistir.
Kanser hiicreleri normal hiicrelere gore c¢ok daha yiliksek ¢ogalma kapasitesine sahip
oldugundan elde edilen sonuglar anlamlidir.

4.3.2. Bos ve melatonin yiiklii PLGA nano/mikropartikiillerin MG-63 hiicreleri ile

etkilesimi

Bos PLGA nano/mikropartikiillerin ve melatonin yiiklii nano/mikropartikiillerden salinan
melatoninin MG-63 insan osteosarkom hiicrelerinin proliferasyonu tizerindeki etkilerini

incelemek amaciyla 3 giin siiren in vitro hiicre kiiltiir calismalar1 ger¢eklestirilmigtir.

Farkli miktarlardaki (0.05, 0.50 ve 5.00 mg/cm?) PLGA nanopartikiilleri ve PLGA
mikropartikiillerin MG-63 hiicreleri ile etkilestirilmesi sonucu elde edilen MTT sonuglari
sirastyla, Sekil 4.16 ve Sekil 4.17°de verilmistir. Bos PLGA nano/mikropartikiillerle

etkilesen ve TCPS ylizeyinde {ireyen hiicreler kontrol olarak kullanilmastir.

88



2,00 7

1,50 1
g
=
K m TCPS
- 1,007
L?Q : 0.05 mg/cm? PLGA nano (bos)
gﬁ ® 0.05 mg/cm? PLGA nano-10
E 0,504 - 8 0.5 mg/cm? PLGA nano (bos)
~ o
= T @ 0.5 mg/cm? PLGA nano-10
)cgo 0,15 @ 5 mg/cm? PLGA nano (bos)
2 m 5 mg/cm? PLGA nano-10
~z
B 0,10
o

0,05

— siti MsIE

1 2 3
Zaman (giin)

Sekil 4.16. Bos ve melatonin yiikli PLGA nanopartikiilleri ile etkilestirilen MG-63
hiicrelerinin MTT sonuglarmi gdsteren grafik. (Istatistiksel olarak anlamli farklar: TCPS
kontrol grubu iken: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001).

Kiiltiirtin ilk gliniinden itibaren, hem bos hem de melatonin yiiklii PLGA nanopartikiillerin
tic farkli miktar1 ile etkilestirilen hiicrelerin canliliginda, TCPS’te iireyen hiicreler ile
kiyaslandiginda 6nemli derecede bir diisiis (p<0.001) meydana gelmistir (Sekil 4.16). Buna
neden olarak, PLGA nanopartikiillerin boyutlarindan dolayr MG-63 hiicreleri {izerinde
toksik etki yaratmis olabilecegi diisiiniilmiistiir. Dolayisiyla, PLGA nanopartikiillerden

salinan melatoninin hiicreler iizerindeki etkisi incelenememistir.
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Sekil 4.17. Bos ve melatonin yiiklii PLGA mikropartikiilleri ile etkilestirilen MG-63
hiicrelerinin MTT sonuglarm gdsteren grafik. (Istatistiksel olarak anlamli farklar: TCPS
kontrol grubu iken: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001).

Sekil 4.17°de verilen sonuglar incelendiginde, mikropartikiil miktarinin artmasina bagh
olarak tiim gruplarda hiicre canlilifinda azalis meydana gelmistir. Ozellikle 5 mg/cm?
partikiil eklendigi durumda, hem bos hem de melatonin yiiklii PLGA mikropartikiillerle
etkilesen hiicrelerin MTT degerlerinin, TCPS’te iireyen hiicrelerinkinden istatistiksel olarak
anlamli derecede diisiik oldugu belirlenmistir (p<0.001). Bu durumun yiiksek partikiil
konsantrasyonuna bagli olarak hiicrelerin ortamdaki besin ve oksijenden yeterince
yararlanamamalarindan kaynaklandig diisiiniilmiistiir. Diger gruplardan farkli olarak, 0.05
mg/cm? PLGA mikro (bos) grubuna ait MTT degerleri ile TCPS grubunun degerleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig1 belirlenmistir (p>0.05). Kiiltiiriin ilk gliniinde
0.05 mg/cm? miktardaki bos ve melatonin yiiklii PLGA mikropartikiilleri ile etkilesen
hiicrelerin absorbans degerlerinde belirgin bir fark olmamasina ragmen (p>0.05), ilerleyen
giinlerde bos PLGA mikropartikiiller ile etkilesen hiicrelerin canlilik degerlerinin melatonin
yiikli PLGA mikropartikiillere etkilesen hiicrelerin canlilik degerlerine gore istatistiksel
olarak anlamli derecede yiiksek oldugu belirlenmistir (p<0.01). PLGA mikro-20 partikiilleri
ile etkilesen hiicrelerin canliligindaki bu azalmanin partikiillerden ani patlama etkisi ile

salinan melatoninden kaynaklandig diistiniilmiistiir.
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In vitro salim galigmalarinda da ifade edildigi gibi PLGA mikropartikiillerden ani patlama
etkisi ile melatonin salimi ilk 24 saatte gerceklesmektedir (Sekil 4.7-b). Dolayisiyla, ilk 24
saatte salinan melatonin hiicreler ile etkileserek kiiltiiriin ikinci giinlinden itibaren hiicre
canliligin1 istatistiksel olarak anlamli derecede azaltmistir (p<0.01). Bos PLGA
mikropartikiilleri ile kiyaslandiginda, melatonin yiikli PLGA mikropartikiillerden salinan
melatonin, 0.05 mg/cm? partikiil konsantrasyonunda MG-63 hiicrelerinin iiremesini belirgin

sekilde inhibe etmesine ragmen hiicrelerin tamamen 6liimiine neden olmamuistir.

Literatiirde serbest melatoninin ¢esitli insan osteosarkom hiicreleri (MG-63 ve SOSP-9607)
tizerindeki etkisi incelenmis ve melatoninin milimolar (mM) konsantrasyonlari hiicrelerin
tiremesini onemli derecede inhibe ederken, mikromolar (uM) konsantrasyonlarmin hiicre
canliligint  bir miktar azalttigi belirtilmistir [91, 97]. Tez c¢alismasinda PLGA
mikropartikiillerden hiicre kiiltiiriine salinan melatonin konsantrasyonu da mikromolar
mertebededir. Her ne kadar melatonin yiiklii PLGA mikropartikiillerin 0.05 mg/cm? miktari
ile etkilesen hiicrelerin canliliginda kontrole gére 6nemli derecede azalma goriilse de, kiiltiir
ortamina salinan melatonin miktarinin (~1.7 mg) hiicre canliligin1 tamamen inhibe etmek

icin yeterli olmadig1 belirlenmistir.

PLGA nano/mikropartikiilleri ile etkilesen MG-63 hiicrelerinin  kiiltlir siiresince
morfolojilerini incelemek amaciyla optik mikroskop goriintiileri ¢ekilmigtir. TCPS’te tireyen
hiicrelerin kiiltiiriin her gilinlindeki gortintiileri Sekil 4.18’de, PLGA nanopartikiilleri ve

PLGA mikropartikiilleri ile etkilestirilen hiicrelerin kiiltiirlin 2. giiniine ait goriintiileri ise

sirastyla, Sekil 4.19 ve Sekil 4.20°de verilmistir.

Sekil 4.18. TCPS’te lireyen MG-63 hiicrelerinin optik mikroskop goriintiileri (20 X): (a) 1.
giin, (b) 2. giin ve (c) 3. giin.

Sekil 4.18’de TCPS’te iireyen MG-63 hiicrelerinin zamana bagl olarak hizli bir sekilde
cogaldigt ve 3. giliniin sonunda kiiltiir kabinin neredeyse tamaminmi kapladiklari
goriilmektedir. Hiicre karakterizasyon ¢alismalarinda MG-63 hiicrelerin ikilenme stiresi 27
sa olarak belirlendiginden, hiicrelerin hizli bir sekilde ¢ogalmasi beklenen bir durumdur.
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Sekil 4.19. Farkli miktarlarda PLGA nanopartikiilleri ile etkilesen MG-63 hiicrelerinin
kiiltiiriin 2. giiniine ait optik mikroskop gériintiileri (20 X): (a) 0.05 mg/cm?* PLGA nano
(bos), (b) 0.05 mg/cm? PLGA nano-10, (c) 0.5 mg/cm? PLGA nano (bos), (d) 0.5 mg/cm?
PLGA nano-10, (e) 5 mg/cm? PLGA nano (bos), (f) 5 mg/cm? PLGA nano-10.

Melatonin igeren ve igcermeyen PLGA nanopartikiillerin her ii¢ farkli konsantrasyonu ile
etkilesen MG-63 hiicrelerinin sayisinin 6nemli derecede azaldigi ve morfolojisinin
bozuldugu belirlenmistir (Sekil 4.19). Optik mikroskop goriintiilerinden elde edilen sonuglar
MTT verileri ile de uyumludur.
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Sekil 4.20. Farkli miktarlarda PLGA mikropartikiilleri ile etkilesen MG-63 hiicrelerinin
kiiltiiriin 2. giiniine ait optik mikroskop goriintiileri (20 X): a) 0.05 mg/cm? PLGA mikro
(bos), b) 0.05 mg/cm? PLGA mikro-20, ¢) 0.5 mg/cm? PLGA mikro (bos), d) 0.5 mg/cm?
PLGA mikro-20, e) 5 mg/cm? PLGA mikro (bos), f) 5 mg/cm?* PLGA mikro-20.

Bos ve melatonin yiiklii PLGA mikropartikiillerin 0.05 mg/cm? konsantrasyonu ile etkilesen
hiicrelerin morfolojisinde herhangi bir degisiklik olmadan tiredigi belirlenmistir (Sekil 4.20-
a,b). Ancak melatonin yiikii partikiillerle etkilesen hiicrelerin bos mikropartikiillerle
etkilesenlere gore kiiltiir kabinda daha az yogunlukta oldugu goriilmiistiir. Bu durum MTT
sonuglarmi dogrulamaktadir. Partikiil miktarinm 0.5 mg/cm? oldugu durumda ise, hiicre
morfolojilerinin bir miktar bozuldugu ancak hiicrelerin iliremeye devam ettikleri
belirlenmistir (Sekil 4.20-c,d). Hem bos hem de melatonin yiikli 5 mg/cm?
konsantrasyonundaki partikiillerle etkilesen hiicrelerin ise tamamen OSliip kiiltiir kabindan
yikamalar sonucu uzaklastiklar1 belirlenmistir (Sekil 4.20-e,f). Bu durumun yiiksek
konsantrasyonda PLGA mikropartikiillerinin hiicrelerin iizerini tamamen kaplamasi,
dolayistyla hiicrelerin ortamdaki besin ve oksijenden yeteri kadar yararlanamamalarindan

kaynaklandig: diistintilmistiir.
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4.3.3. Bos ve melatonin yiikli PLGA nanopartikiillerin MC3T3-E1 ve MG-63
hiicreleri ile etkilesimi

Boliim 4.3.2°de gerceklestirilen ¢alismalar sonucunda, PLGA nanopartikiillerin MG-63
hiicreleri iizerinde toksik etki gosterdikleri belirlenmis ve bu durumun nanopartikiillerin
boyutlarindan dolayr hiicre igerisine alinmalarina bagli olabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu
nedenle bir &nceki kisimda kullanilan en diisiik nanopartikiil konsantrasyonu (0.05 mg/cm?)
kullanilarak, bos ve melatonin yiiklii PLGA nanopartikiillerin hem MC3T3-E1 hem de MG-
63 hiicreleri iizerindeki etkilerini incelemek amaciyla 3 giin siiren in vitro hiicre kiiltiir

caligmalar1 gergeklestirilmistir.

4.3.3.1. MTT analizi

Bos ve melatonin yiikli PLGA nanopartikiillerin 0.05 mg/cm? konsantrasyonu ile
etkilestirilen MC3T3-E1 ve MG-63 hiicrelerinin proliferasyonu MTT analizi ile takip
edilmis ve elde edilen sonuglar sirasiyla, Sekil 4.21 ve Sekil 4.22°de verilmistir. TCPS’te

tireyen hiicreler kontrol amaciyla kullanilmaistir.
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Sekil 4.21. Bos ve melatonin yiikli PLGA nanopartikiilleri ile etkilesen MC3T3-El
hiicrelerinin MTT degerleri. (Istatistiksel olarak anlamli farklar: TCPS kontrol grubu iken:
* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001).

MC3T3-E1 hiicrelerinin MTT degerleri incelendiginde (Sekil 4.21), kiiltiirtin ilk giliniinde
gruplar arasinda belirgin bir fark gozlenmezken, kiiltiiriin 2. gilinlinde sadece bos PLGA

nanopartikiiller (PLGA nano) ile etkilesen hiicrelerin MTT degerinin istatistiksel olarak
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diisiik oldugu belirlenmistir (p<0.01). Buna karsilik, melatonin yiiklii PLGA nanopartikiiller
(PLGA nano-10) ile etkilesen hiicrelerin MTT degerlerinde anlamli bir fark gozlenmemistir
(p>0.05). Bu durumun, PLGA nano-10 partikiillerinden salinan melatoninin preosteoblastik
MC3T3-E1 hiicrelerinin  iiremesini  bir miktar arttirmasindan kaynakli oldugu
diisiiniilmistiir. Kiiltiirlin son giiniinde ise hiicre canliliginin hem bos (PLGA nano) hem de
melatonin yiiklii PLGA nanopartikiillerle (PLGA nano-10) etkilesen grupta istatistiksel

olarak 6nemli derecede diistiigii belirlenmistir (p<0.001).
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Sekil 4.22. Bos ve melatonin yiiklii PLGA nanopartikiilleri ile etkilesen MG-63 hiicrelerinin
MTT degerleri. (Istatistiksel olarak anlamli farklar: TCPS kontrol grubu iken: * p<0.05, **
p<0.01, *** p<0.001).

Ug giin siiren hiicre kiiltiir calismalar1 sonucunda, hem bos (PLGA nano) hem de melatonin
yiiklii PLGA nanopartikiiller (PLGA nano-10) ile etkilesen MG-63 hiicrelerinin canliliginin
kiiltiiriin ilk giliniinden itibaren TCPS’te iireyen hiicrelere gore istatistiksel olarak anlamli
derecede (p<0.001) azaldig1 goriilmiistiir (Sekil 4.22). Sekil 4.21°de verilen TCPS’te lireyen
MC3T3-E1 hiicrelerinin MTT degerleri ile kiyaslandiginda, Sekil 4.22°deki MG-63
hiicrelerinin optik yogunluk degerleri, bu hiicrelerin ¢ok yiiksek mitokondriyal aktiviteye
sahip olmasindan dolay1 oldukga yiiksektir. Bu nedenle de kiiltiiriin ilk giiniinden itibaren
PLGA nanopartikiilleri ile etkilesen MG-63 hiicrelerinin MTT degerleri ile kontrol grubu

arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark meydana gelmistir.
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Sonug olarak, PLGA nanopartikiiller kiigiik boyutlarindan dolay1 (~230 nm) hiicre igerisine
alinmasina bagli olarak hiicreler iizerinde toksik etki gostermis ve dolayisiyla hiicre canlilig
azalmistir. Ancak, PLGA nano-10 partikiillerinden salinan melatoninin preosteoblastik
yapidaki MC3T3-E1 hiicrelerinin canliligini bir miktar arttirdig1 ve dolayisiyla partikiillerin
yarattig1 toksik etkiyi azalttig1 goriilmiistiir.

4.3.3.2. PLGA nanopartikiillerin hiicre i¢erisine aliminin incelenmesi

PLGA nanopartikiillerin hiicre i¢erisine alinip alinmadiklarinin belirlenmesi amaciyla, MG-
63 ve MC3T3-El hiicreleri FITC-yiiklii PLGA nanopartikiiller ile 24 sa boyunca
etkilestirilmistir. Kiltlirin 1., 5. ve 24. saatlerinde hiicreler floresan mikroskop ile
incelenmistir. MC3T3-E1 ve MG-63 hiicreleri ve hiicrelerine ait mikroskop goriintiileri,

strastyla Sekil 4.23 ve Sekil 4.24°te verilmistir.

Sekil 4.23. PLGA nanopartikiiller ile etkilestirilen MC3T3-El hiicrelerinin floresan
mikroskop goriintiileri: (a) 1 sa inkiibasyon (4 X), (b) 1 sa inkiibasyon (32 X), (c) 5 sa
inkiibasyon (32 X), (d) 24 sa inkiibasyon (32 X). Yesil alanlar FITC-yiiklii nanopartikiilleri,
mavi alanlar ise hiicre ¢ekirdegini ifade etmektedir.
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Sekil 4.24. PLGA nanopartikiilleri ile etkilestirilen MG-63 hiicrelerinin floresan mikroskop
goriintiileri: (a) 1 sa inkiibasyon (4 X), (b) 1 sa inkiibasyon (32 X), (c) 5 sa inkiibasyon (32
X), (d) 24 sa inkiibasyon (32 X). Yesil alanlar FITC-yiiklii nanopartikiilleri, mavi alanlar ise
hiicre ¢ekirdegini ifade etmektedir.

Kiiltiirtin 1lk saatinden itibaren FITC-yiiklii nanopartikiillerin hem MC3T3-E1 hem de MG-
63 hiicreleri tarafindan alindigr ve kiiltiiriin ilerleyen saatlerinde hiicre cekirdegi ve

sitoplazmasinda nanopartikiillerin bulundugu belirlenmistir (Sekil 4.23 ve Sekil 4.24).

Sekil 4.23-a ve Sekil 4.24-a incelendiginde, MC3T3-E1 hiicreleri tarafindan alinan
partikiillerin sayisinin MG-63 hiicreleri tarafindan alinanlara gore daha az oldugu
goriilmiistiir. Nanopartikiillerle etkilesen MC3T3-E1 ve MG-63 hiicrelerinin  4X
biiyiitmedeki goriintiileri kullanilarak hiicrelerin ylizde ka¢inin PLGA nanopartikiilleri

igerisine aldig1 belirlenmis ve sirasiyla, Sekil 4.25-a ve Sekil 4.25-b’de verilmistir.
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Sekil 4.25. FITC-yiiklii PLGA nanopartikiillerin hiicre icerisine alim yiizdesi: (a) MC3T3-
E1 hiicreleri ve (b) MG-63 hiicreleri.

Kiiltiirtin ilk saatinde, MC3T3-E1 hiicreleri ortamdaki FITC-yiiklii PLGA nanopartikiillerin
yaklasik %30’unu alirken, MG-63 hiicrelerinin %60’ 11 aldig1 belirlenmistir. Kiiltiirin diger
saatlerinde ise hiicre igerisine alinan partikiillerin yiizdesinde belirgin bir degisim olmamustir
(Sekil 4.25). Literatiirdeki calismalar incelendiginde, yaklasik 100 nm’ye kadar olan
nanopartikiillerin hiicreler iizerinde toksik etki yarattiklar1 bilinmektedir [159]. Ciinki
partikiiliin boyutu azaldik¢a yiizey alani/kiitle orani artmakta ve bdylelikle partikiil
yiizeyinin dis ortamla etkilesimi de buna bagli olarak artmaktadir. Ancak bazi ¢alismalarda
200 nm ve 300 nm boyutlarindaki nanopartikiillerin basta endotel hiicreleri iizerinde olmak
tizere ¢esitli hiicreler iizerinde de toksik etkileri oldugu belirlenmistir [160, 161]. Zhao ve
ark. [162], yaklasik 100 nm boyutlarindaki realgar nanopartikiillerin kanser hiicre hatt1 olan
insan osteosarkom hiicreleri (MG-63) ve hepatoma karsinoma hiicreleri (HepG-2) ile normal
karaciger hiicre hatt1 (L-02) {izerindeki toksik etkilerini incelenmislerdir. Sonu¢ olarak,
nanopartikiillerin kanser hiicrelerinin canliligin1 normal hiicrelere gore daha fazla azalttig1

belirtilmistir.

Kanser hiicrelerinin normal hiicrelere gore nanopartikiillerden daha fazla etkilenme nedeni
ise bir diger calismada kanser hiicrelerinin ¢ekirdek zarlarinin normal hiicrelere gore daha
genis olmasi ve bu nedenle kanser hiicrelerinin nanopartikiillerle cok daha fazla etkilesime
girmesi ile aciklanmistir [163]. Chitkara ve ark. [164], yaklasik 240 nm c¢apa sahip
gemsitabin yiikli BSA-PLGA bazli nanopartikiilleri iiretmisler ve bu partikiillerin MG-63
hiicreleri ile etkilesimini incelemislerdir. Bu ¢alismada, sitotoksite ve hiicre i¢erisine alim

caligmalar1 sonucunda nanopartikiillerin hiicre igerisine zaman ve konsantrasyon bagimli
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olarak endositoz yoluyla alindig1 belirlenmistir. Ayrica, bos nanopartikiil konsantrasyonu

arttikca hiicre canliliginin azaldig1 vurgulanmistir.

Sonug olarak, tez calismasinda kullanilan ~230 nm ¢apa sahip PLGA nanopartikiillerin hem
MC3T3-E1 hem de MG-63 hiicreleri lizerinde toksik etki gosterdigi, ancak kanser hiicresi
olan MG-63 hiicreleri ile normal hiicre olan MC3T3-E1 hiicrelerine gore ¢ok daha fazla
etkilesip hiicre icerisine alindig1r belirlenmistir. Elde edilen sonuglarin literatiirdeki
caligmalarla da uyumlu oldugu ve {iretilen nanopartikiillerin hiicreler lizerindeki toksik etki
gostermesini engellemek amaciyla doku iskelelerine yiiklenerek kullanilmasinin gerekli
oldugu anlasilmistir.

4.4. Bos ve PLGA Nano/Mikropartikiil Yiiklii Kitosan Doku iskelelerinin Uretimi ve

Karakterizasyonu

4.4.1. Bos kitosan doku iskelelerinin iiretimi ve karakterizasyonu

Bos kitosan doku iskeleleri %75-85 deasetilasyon derecesine sahip kitosan kullanilarak,
“dondurarak-kurutma” yontemiyle hazirlanmistir. Bu yontemde, jellestikten sonra
dondurulan kitosan ¢ozeltisinde olusan buz kristalleri liyofilize edilmekte, bu sayede
gbzenekli ve igsel baglantilar1 olan bir yap1 olusmaktadir. Daha 6nce grubumuz tarafindan

bu yontemle kitosan doku iskeleleri iiretilmis ve karakterize edilmistir [165].

Yari-kristalin yapida bir polisakkarit olan kitosan, notral ve alkali (pH>7) pH’da serbest
amino (NHy) gruplar1 igerir ve sulu ¢ozeltilerde ¢ozlinmez. Ancak, zayif asitlerde (pH<6)
kitosanin amino gruplari (NH2) protonlanir (-NH3") ve molekiil pozitif yiiklenerek ¢oziiniir
hale gelir. Ayrica, yapisindaki her bir glukozamin iinitesinde yiik bulundugundan olduk¢a
yiiksek yiik yogunluguna sahip olan kitosan, negatif yiikli ylizeylerle giiclii bir sekilde
etkilesmektedir [ 166]. Genellikle asetik asit icerisinde ¢éziinen kitosanin protonlanmis amin
gruplar ile asetik asidin asetat iyonlar1 elektrostatik olarak etkilesime girmektedirler.
Kitosanin ¢ozlinmez hale gelmesi icin bu asetat gruplarmin yiiksek pH’da uzaklastirilmasi
gerekmektedir [167]. Bu nedenle, iiretilen kitosan doku iskelelerinin sulu ortamla
etkilestirilmeden ©nce mutlaka notralize edilmesi gerekmektedir. Tez kapsaminda,
dondurarak-kurutma yontemi ile tiretilen kitosan doku iskeleleri iki farkli sekilde nétralize
edilmigtir. Ik yontemde, daha &nce grubumuz tarafindan da uygulanan etanolle
notralizasyon gercgeklestirilmistir. Diger yontemde ise sodyum karbonat kullanilarak kitosan

doku iskeleleri notralize edilmistir.
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4.4.1.1. SEM analizi

Notralizasyon yonteminin kitosan doku iskelelerinin gozenek yapisin1t ne sekilde
etkilediginin incelenmesi amaciyla iskeleler SEM ile incelenmistir. Etanol ve sodyum
karbonat ile noétralize edilen kitosan doku iskelelerine ait SEM goriintiileri Sekil 4.26°da
verilmigtir. Her iki ndtralizasyon yonteminde de iskelelerin igsel olarak baglantili
gozeneklere sahip oldugu goriiliirken, sodyum karbonat ile notralize edilen yapinin

gbzenekliliginin biraz daha fazla oldugu belirlenmistir.

EHT=10.00 kV Mag=500 X

EHT=20.00 kV Mag=250 X

EHT=20.00 kV _ Mag=1.00 KX

Sekil 4.26. Etanol ile notralize edilen kitosan doku iskelelerinin farkl biiylitmelerdeki SEM
goriintiileri: (a) 100 X, (b) 250 X, (c¢) 500 X, (d) 1,000 X; sodyum karbonat ile nétralize
edilen kitosan doku iskelelerinin farkli biiylitmelerdeki SEM goriintiileri: (e) 100 X, (f) 250
X, (g) 500 X, (h) 1,000 X.
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SEM goriintiileri kullanilarak Image J (NIH, Bethesda, MD, ABD) programinda kitosan
doku iskelelerinin ortalama gdzenek boyutlar1 hesaplanmistir. Her iki noétralizasyon
yonteminde de kitosan doku iskelelerinin ~190 pm capta gozeneklere sahip oldugu ve
noétralizasyon yonteminin iskelenin gozenek boyutu lizerinde belirgin bir etkisinin olmadigi

gozlenmistir.

4.4.1.2. ATR-FTIR analizi
Kitosanin nétralizasyonunun basarili  bir sekilde gergeklesip gerceklesmediginin
belirlenmesi amaciyla kitosan doku iskelelerinin spektrumlart alinmig ve bu spektrumlar

Sekil 4.27°de sunulmustur.
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Sekil 4.27. Kitosan doku iskelelerine ait ATR-FTIR spektrumlari: (a) nétralize edilmemis,
(b) etanol ile nétralize edilmis ve (¢) sodyum karbonat ile notralize edilmis.

Sekil 4.27°de verilen spektrumlar incelendiginde, notralize edilmemis kitosan doku
iskelesine ait spektrumda 3400 cm™ dalga boyunda gériilen kitosana ait olan N-H gerilme
pik siddetinin (Sekil 4.27-a), hem etanolle hem de sodyum karbonatla nétralize edilen
kitosan doku iskelelerine ait spektrumlarda (Sekil 4.27-b,c) daha fazla oldugu belirlenmistir
[168, 169]. Bu durum, kitosanin deasetilasyon derecesinin etanol ve sodyum karbonat ile
noétralizasyonu sonucu arttifim1 kanitlamaktadir. Bu piklerin siddetleri kiyaslandiginda,
sodyum karbonat ile nétralize edilen kitosan doku iskelesine ait spektrumda (Sekil 4.27-c),
etanol ile notralize edilen kitosan doku iskelesine ait spektrumdakine gore (Sekil 4.27-b)
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daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Dolayisiyla, sodyum karbonat nétralizasyonunun etanol
notralizasyonuna gore daha basarili oldugu diigiiniilmiistiir. Notralize edilmemis kitosan
doku iskelesine ait spektrumda (Sekil 4.27-a) 1600 cm™' dalga boyunda goriilen karbonil
grubuna (C=0) ait olan pikin siddetinin, hem etanol hem de sodyum karbonat ile nétralize
edilmis kitosan doku iskelelerinde (Sekil 4.27-b,c) azaldig1 goriilmiistiir [170]. Bunun yani
sira ndtralize edilmemis kitosan iskeleye ait spektrumda (Sekil 4.27-a) 1400 cm™ dalga
boyundaki asetat iyonuna (CH3COQO") ait karakteristik karboksilat iyonunun simetrik
gerilme pikine rastlanmistir. Etanol ve sodyum karbonat ile nétralize edilen iskelelerin
spektrumlarinda (Sekil 4.27-b,c) ise bu pik kaybolmus ve asetat iyonunun
uzaklastirilmasiyla olusan sirastyla 1417, 1374 ve 1316 cm™ civarinda CH» biikiilme piki,
CHj3 deformasyon piki ve CH biikiilme pikleri goriilmiistiir [171]. Ayrica, karbonat (CO37?)
iyonuna ait 1415 cm™!, 1457 cm™ ve 1547 cm™ dalga boylarindaki karakteristik piklerin
[172] sodyum karbonat ile nétralize edilmis kitosan doku iskelelerinde goriilmemesi de
karbonatin yikamalarla iskele yapisindan basarili bir sekilde uzaklastirildigini

kanitlamaktadir.

Sonug olarak, her iki yontemde de kitosanin basarili bir sekilde nétralize edildigi, ancak
sodyum karbonat yonteminin kitosanin deasetilasyon derecesini etanole gore biraz daha
fazla arttirdig: belirlenmistir. Ayrica, ilerde melatonin yiiklii PLGA nano/mikropartikiiller
kitosan doku iskelelerine yiikleneceginden, iskele ndtralizasyonu sirasinda partikiillerin dig
yiizeyinde bulunan melatoninin etanol icerisinde ¢6ziinmesini engellemek amaciyla kitosan

doku iskelelerinin sodyum karbonat ile nétralize edilmesine karar verilmistir.

4.4.1.3. Termogravimetrik analiz

Kitosan doku iskelelerinin nétralizasyon ydnteminin iskelelerin termal davranislarini ne
sekilde etkiledigini incelemek amaciyla termogravimetrik analiz gerceklestirilmis ve
noétralize edilmemis, etanol ile notralize edilmis ve sodyum karbonat ile notralize edilmis

kitosan doku iskelelerine ait termogramlar Sekil 4.28°de sunulmustur.
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Sekil 4.28. (a) Notralize edilmemis, (b) etanol ile noétralize edilmis ve (¢) sodyum karbonat
ile notralize edilmis kitosan doku iskelelerine ait termogramlar.

Kitosan doku iskelelerine ait termogramlar incelendiginde, ndtralize edilmemis kitosan doku
iskelesinde agirlik kaybinin 2 asamada meydana geldigi belirlenmistir (Sekil 4.28-a). Ilk
olarak, iskele igerisindeki nem 70.9°C’den itibaren uzaklagsmaya baslamis ve bu asamada
yaklasik %13.43’liik bir agirlik kayb1 meydana gelmistir. Iskelenin ilk asama bozunmasi
148.5°C’de baslamis ve %13.07’lik bir agirhk kaybi olusmustur. Ikinci bozunma ise
290.8°C’de gerceklesmis ve kitosan iskelede %48.57°lik agirlik kaybr meydana gelmistir.
Etanol ile notralize edilen kitosan doku iskelelerin termograminda ise (Sekil 4.28-b) yap1
daha kararli1 bir hale gelmekle birlikte, yine iskeledeki sicaklik artisina bagli olarak bozunma
2 asamada gerceklesmistir. Iskele icerisinde bulunan nem, 63.8°C’de yapidan uzaklasmaya
baslamis ve %11.58’lik bir agirlik kaybi meydana gelmistir. Iskelenin ilk bozunmasi
178.0°C’de baslamis ve %6.44’liik bir agirlik kayb1 goriilmiistiir. ikinci bozunma asamasi
ise 295.0°C’de baslamis ve kitosan iskelenin agirliginda %52.25’lik bir kayip meydana
gelmistir. Sodyum karbonat ile nétralize edilen kitosan doku iskelelerine ait termogramda

(Sekil 4.28-c) ise yapinin ¢ok daha kararli oldugu ve bozunmanin tek asamada meydana
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geldigi belirlenmistir. Yapidaki nemin 51.3°C’de uzaklagsmaya baslamasiyla iskele agirligi
%9.30 oraninda azalmistir. Tek asamali bozunma 291.0°C’de baglamis ve iskele agirliginda

%359.01°lik bir kayip meydana gelmistir.

Termogravimetrik analiz sonucu elde edilen verilere gore, sodyum karbonat ile
ndtralizasyonun kitosan doku iskelelerinin yapisini daha kararli bir hale getirdigi belirlenmis
ve bu nétralizasyon yonteminin etanolle kiyaslandiginda ¢ok daha uygun oldugu sonucuna
varilmstir.

4.4.2. PLGA nano/mikropartikiil yiiklii kitosan doku iskelelerinin iiretimi ve
karakterizasyonu

4.4.2.1. SEM analizi

PLGA nano/mikropartikiiller, i) kitosan doku iskelelerinin tiretimi sirasinda yapiya katilarak
ve 11) sonradan iskeleye emdirilerek iki farkli sekilde yiiklenmistir. PLGA nano ve
mikropartikiillerin yapiya iiretim asamasinda katilmasiyla olusturulan kitosan doku
iskeleleri, sirasiyla kitosan+Np ve kitosan+Mp seklinde; PLGA nano ve mikropartikiillerin
iskeleye tiretim sonrasinda emdirilerek yiiklenmesi ile iiretilen kitosan doku iskeleleri ise,

strastyla kitosan-Np ve kitosan-Mp olarak ifade edilmistir.

Iskele basina (2 mm yiikseklik, 9 mm cap) 1 mg PLGA nanopartikiil iceren kitosan+Np ve
kitosan-Np doku iskelelerine ait SEM gortintiileri Sekil 4.29°da verilmistir.
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Sekil 4.29. Iskele basma 1 mg PLGA nanopartikiil igeren kitosan+Np doku iskelelerinin
farkl biiyiitmelerdeki SEM goriintiileri: (a) 250 X, (b) 500 X, (¢) 1,000 X ve (d) 10,000 X;
iskele bagina 1 mg PLGA nanopartikiil igceren kitosan-Np doku iskelelerinin farkli
biiylitmelerdeki SEM goriintiileri: (e) 250 X, (f) 500 X, (g) 1,000 X ve (h) 10,000 X. (Beyaz
oklar iskele igerisindeki nanopartikiilleri gostermektedir).
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Sekil 4.29°da verilen SEM goriintiileri incelendiginde, PLGA nanopartikiillerinin her iki
yiikkleme yonteminde de kitosan doku iskelesinin yapisina basarili bir sekilde katildigi
belirlenmistir. Ancak kitosan+Np yapisinda nanopartikiiller daha homojen bir sekilde
dagilirken (Sekil 4.29-a), kitosan-Np iskelesinde (Sekil 4.29-e) nanopartikiillerin bir araya

geldikleri ve iskele gozenekliligini azalttig1 goriilmiistiir.

SEM gortintiilerine gore, kitosan doku iskelelerine daha fazla PLGA nanopartikiiliin de
katilabilecegi diisiiniilmiis ve bu nedenle iki kat daha fazla nanopartikiil, iskele basina 2 mg
olacak sekilde tiretim asamasinda eklenmis ve bu iskeleye ait SEM goriintiisii Sekil 4.30°da
verilmistir. Ancak, kitosan iskelenin yapisina iiretim asamasinda eklenen PLGA
nanopartikiillerin miktar1 iki katina ¢ikarildiginda, nanopartikiillerin iskele igerisinde ¢ok
fazla bir araya geldikleri belirlenmistir (Sekil 4.30). Bu nedenle, iskele basina 1 mg PLGA

nanopartikiil eklenmesinin uygun oldugu sonucuna varilmistir.

| 2 —a G
}—— 20 um EHT=15.00 kV Mag=2.50 KX

Sekil 4.30. Iskele basma 2 mg PLGA nanopartikiil igeren kitosan+Np doku iskelelerinin
farkl biiyiitmelerdeki SEM goriintiileri: a) 250 X, b) 500 X, c) 1,000 X ve d) 2,500 X.

Kitosan doku iskelesi bagina (2 mm yiikseklik, 9 mm ¢ap) 1 mg PLGA mikropartikiil igeren
kitosan+Mp doku iskelelerine ait SEM goriintiileri Sekil 4.31°de verilmistir. Doku iskelesi
basmna 1 mg mikropartikiil igeren kitosan/HA-Mp doku iskelelerine ait ise iyi SEM

gorintiileri elde edilememistir.
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Sekil 4.31. 1 mg PLGA mikropartikiil iceren kitosantMp doku iskelelerinin SEM
goriintiileri: (a) 100 X, (b) 250 X, (c) 5,000 X ve (d) 10,000 X.

Sekil 4.31°de verilen SEM goriintiileri incelendiginde, PLGA mikropartikiillerin
kitosan+Mp doku iskelesi yapist igerisinde homojen bir sekilde dagildigi belirlenmistir.
Kitosan-Mp doku iskelelerine ait 1yi goriintiiler elde edilemediginden, partikiillerin doku

iskelesi igerisindeki yerlesimi konusunda herhangi bir yorum yapilamamustir.

4.4.2.2. ATR-FTIR analizi
PLGA nano/mikropartikiillerin kitosan iskele yapisina basarili bir sekilde katilip
katilmadiginin kimyasal olarak kanitlanmasi amaciyla ATR-FTIR analizi gerceklestirilmis

ve elde edilen spektrumlar Sekil 4.32°de verilmistir.
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Sekil 4.32. PLGA nano/mikropartikiil iceren ve icermeyen kitosan doku iskelelerine ait
ATR-FTIR spektrumlari: (a) bos kitosan doku iskelesi, (b) PLGA nanopartikiil iceren
kitosan doku iskelesi (kitosan+Np) ve (c) PLGA mikropartikiil iceren kitosan doku iskelesi
(kitosan+Mp).

Sunulan ATR-FTIR spektrumlari incelendiginde bos kitosan doku iskelesine ait spektrumda
(Sekil 4.32-a) gozlenmeyen 1760 cm™ dalga boyundaki PLGA’ya ait karakteristik C=0
gerinim pikine, hem PLGA nanopartikiil iceren kitosan doku iskelesine ait spektrumda
(Sekil 4.32-b), hem de PLGA mikropartikiil igeren kitosan doku iskelelerine ait spektrumda
(Sekil 4.32-c) rastlanmistir. Boylece iiretim sirasinda PLGA nano/mikropartikiillerin kitosan

doku iskelelerine basarili bir sekilde katildig1 belirlenmistir.

4.4.3. MC3T3-E1 hiicreleri ile yiiriitiilen onciil hiicre kiiltiir calismalar:

PLGA nano/mikropartikiil yiiklii kitosan doku iskelelerinden salinan melatoninin kemik
doku miihendisligi agisindan etkisinin degerlendirilmesi icin ilk olarak preosteoblastik
MC3T3-E1 hiicreleri ile in vitro Onciil hiicre kiiltiir ¢alismalar1 gergeklestirilmistir.
Oncelikle kitosan doku iskeleleri, hiicre kiiltiir calismalarinda kullanilmadan 6nce etilen
oksit gaz1 ve etanol-UV olmak tizere iki farkl1 yontemle sterillenmislerdir. Her iki yontemin
hiicre canlilig1 iizerinde olumsuz herhangi bir etkisinin olup olmadiginin belirlenmesi
amaciyla MTT analizleri gercgeklestirilmistir. Ardindan, kitosan doku iskelelerinin
noétralizasyon yonteminin ve hiicre ekim kosullarinin hiicre canlilifina etkisi incelenmistir.

Hiicre canlilig1 yine MTT analizi ile takip edilmistir.
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4.4.3.1. Etilen oksit gaz ile sterillenen kitosan doku iskeleleri ile yiiriitiilen ¢calismalar
Etilen oksit gazi ile sterillenen kitosan doku iskelelerinde iireyen MC3T3-E1 hiicrelerinin
mitokondriyal aktiviteleri 14 giin boyunca takip edilmis ve elde edilen MTT grafigi Sekil

4.33’te sunulmustur.
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Sekil 4.33. Etilen oksit gazi1 ile sterillenen kitosan doku iskelelerinde tireyen MC3T3-E1
hiicrelerine ait MTT grafigi.

Sekil 4.33’te verilen optik yogunluk degerleri incelendiginde 14 giin boyunca yiiriitiilen
kiiltiirdeki hiicrelerin mitokondriyal aktivitelerinin olduke¢a diisiik oldugu ve kiiltiir siiresi
boyunca artmadig1 belirlenmistir. Hatta kiiltiiriin son giinilinde absorbans degerlerinin tiim
gruplarda en diistik seviyeye ulastig1 goriilmiistiir. Ayrica, kiiltiirlin tiim giinlerindeki MTT

degerlerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak da belirgin bir fark gériilmemistir (p>0.05).

Etilen oksit gazi ile sterillenen kitosan doku iskeleleri ile yiiriitiilen in vitro hiicre kiiltiir
calismalar1 sonucunda, hiicrelerin canlilik degerleri beklenilenden ¢ok diisiik oldugundan
sterilizasyon sonrasi iskelelerden yeterince uzaklastirilamayan etilen oksidin hiicreler

tizerinde toksik etki gostermis olabilecegi diisiiniilmiistiir.

4.4.3.2. Etanol-UYV ile sterillenen kitosan doku iskeleleri ile yiiriitiilen ¢alismalar
Doku iskelelerinin etilen oksit gazi ile sterilizasyonundan kaynakli sorun olup olmadiginin
anlasilmas1 amaciyla sadece bos kitosan doku iskeleleri kullanilarak hiicre kiiltiir calismalari

gerceklestirilmistir. Bu kisimda ayrica kitosanin nétralizasyon yontemi (etanol ve sodyum
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karbonat ile noétralizasyon), hiicre ekimi dncesinde iskelelerin serumlu kiiltlir ortaminda
sartlanma siiresi (2 sa ve 24 sa) ve hiicrelerin iskelelere ekim ortami (biiylime ortami ve
farklilasma ortami) gibi parametrelerin de hiicre proliferasyonu iizerindeki etkileri 12 giin
boyunca incelenmistir. Etanol ve sodyum karbonat ile nétralize edilen kitosan doku
iskelelerine farkli kosullarda ekilen hiicrelerin MTT grafikleri sirasiyla, Sekil 4.34-a ve Sekil
4.34-b’de verilmistir.

(a) Etanol ile notralizasyon
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Sekil 4.34. (a) Etanol ve (b) sodyum karbonat ile notralize edilen kitosan doku iskelelerinde
tireyen MC3T3-E1 hiicrelerine ait MTT grafigi.

110



Hem etanol (Sekil 4.34-a) hem de sodyum karbonat (Sekil 4.34-b) ile notralize edilen kitosan
doku iskelelerinde tireyen hiicrelerin olduke¢a diisiik mitokondriyal aktiviteye sahip olduklari
ve kiiltiir siiresi boyunca da hiicre canliliginda herhangi bir artisin olmadig1 belirlenmistir.
Ayrica, MTT degerlerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark da
goriilmemistir (p>0.05). Bununla birlikte, doku iskelelerinin serumlu kiiltiir ortami1
icerisinde sartlanma siiresinin ve hiicre ekiminin biiylime ortami veya farklilagma ortami ile
yapilmasmin da hiicre canliligi agisindan belirgin bir fark olusturmadigi goriilmiistiir.
Dolayistyla, hiicrelerin kitosan iskelelerde ¢ogalmasindaki sikintinin nétralizasyon yontemi
veya hiicre ekim kosullar ile ilgili olmadig, iskele iiretiminde kullanilan kitosanin kimyasal

yapisindan kaynakli olabilecegi sonucuna varilmistir.

Dogal polimerler her ne kadar doku miihendisligi alaninda bir¢ok avantaja sahip olsa da,
iretimden kaynakli farkliliklara bagli olarak ayni ozelliklere sahip doku iskelelerinin
gelistirilmesi agisindan tekrarlanabilirligi diisiiktiir. Ayrica, bazi dogal polimerlerin kaynagi
sinirli oldugundan olduk¢a pahalidir [2, 173]. Simdiye kadar grubumuz tarafindan
gerceklestirilen calismalarda, kitosan doku iskelelerinde kiiltiire edilen MC3T3-E1 hiicreleri
istenilen sekilde c¢ogalmasina ragmen, bu tez calismasinda olumlu sonuglar elde
edilememistir. Bu durumun da kitosanin dogal bir polimer olmasindan dolay: iiretim

serisindeki farkliliktan kaynaklanmis olabilecegi diistiniilmiistiir.

Sonug olarak, dondurarak kurutma yontemiyle tiretilen kitosan iskelelerde preosteoblastik
MC3T3-E1 hiicrelerinin istenilen lireme davranisina ulagilamamis ve gelistirilen sistemden
salinan melatoninin kemik doku miihendisligindeki etkinligi incelenememistir. Bu nedenle,
hiicre yapigsmasini ve biyoaktivitesini arttirmak amaciyla kitosan iskelelerin hidroksiapatit
(HAp) ile modifiye edilmesine karar verilmistir.

4.5. Farkh Deasetilasyon Derecesine Sahip Kitosan Doku Iskeleleri ve Kitosan/HAp
Doku Iskelelerinin Uretimi, Karakterizasyonu ve Hiicre Kiiltiir Calismalar
Calismanin bu asamasinda, hem kitosanin deasetilasyon derecesinin hem de kitosan doku
iskelelerinin HAp ile modifiye edilmesinin hiicre yapigsmasi ve liremesi iizerindeki etkisi
incelenmistir. Bu amacla, oncelikle %75-85 ile >%85 deasetilasyon derecesine sahip kitosan
doku iskeleleri dondurarak kurutma yoOntemiyle {iretilmistir. Kitosanin HAp ile
modifikasyonu i¢in ise, %75-85 deasetilasyon derecesine sahip kitosan ¢ozeltisine %1.5
(w/v) konsantrasyonunda toz ve boncuk formundaki HAp partikiilleri eklenerek

kitosan/HAp doku iskeleleri iiretilmis ve bu iskeleler sirasiyla, kitosan/toz HAp ve
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kitosan/boncuk HAp olarak ifade edilmistir. Toz formdaki HAp partikiilleri 9.59 = 0.12 um,
boncuk formdaki HAp partikiilleri ise 55-110 pm boyutlara sahiptir.

4.5.1. SEM analizi
Kitosanin deasetilasyon derecesinin iskele gozenekliligini ne sekilde etkilediginin ve HAp
partikiillerin iskele yapisina basaril bir sekilde katilip katilmadiginin belirlenmesi amaciyla

hazirlanan doku iskelelerin SEM goriintiileri ¢ekilmis ve Sekil 4.35°te verilmistir.

— 100 um EHT=20.00 kV Mag=250 X F——— 100 ym EHT=20.00 kV Mag=500 X

EHT=20.00 kV Mag=500 X

Sekil 4.35. Kitosan doku iskelelerinin farkli biiyiitmelerdeki SEM goriintiileri: %75-85
deasetilasyon derecesine sahip kitosan doku iskelesi (a) 250 X, (b) 500 X; >%85
deasetilasyon derecesine sahip kitosan doku iskelesi (¢) 250 X, (d) 500 X; Kitosan/toz HAp
doku iskelesi (e) 250 X, (f) 500 X; Kitosan/boncuk HAp doku iskelesi g) 250 X, h) 500 X.
(Toz ve boncuk formdaki HAp partikiiller beyaz oklarla gosterilmistir).
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Deasetilasyon derecesi %75-85 olan kitosan kullanilarak hazirlanan doku iskelelerinin
gozeneklerinin daha 6nce de belirtildigi gibi i¢sel olarak baglantili oldugu belirlenmistir
(Sekil 4.35-a,b). Kitosanin deasetilasyon derecesi arttigt durumda (>%85), iskele
gbozeneklerinin ¢ok belirgin olmamakla birlikte biraz kapandigir ancak igsel olarak yine
birbirine bagli oldugu goriilmistiir (Sekil 4.35-c,d). Kitosanin yapisina toz formunda
HAp’in katilmas1 durumunda ise HAp partikiillerin iskele icerisinde homojen bir sekilde
dagildig1, ancak iskele gozeneklerinin bir miktar kapandig1 belirlenmistir (Sekil 4.35-¢,f).
Kitosan/boncuk HAp doku iskelelerinin SEM goériintiileri incelendiginde ise boncuk
formundaki HAp partikiillerin yapiya bagarili ve homojen bir sekilde katildigi, ayrica
iskelenin gézenek yapisini belirgin bir sekilde degistirmedigi gozlenmistir (Sekil 4.35-g,h).

4.5.2. ATR-FTIR analizi
Boncuk formundaki HAp partikiillerin kitosan iskele yapisina basarili bir sekilde katilip
katilmadiginin kimyasal olarak belirlenmesi amaciyla ATR-FTIR analizi gergeklestirilmis

ve elde edilen spektrumlar Sekil 4.36’da verilmistir.
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Sekil 4.36. ATR-FTIR spektrumlari: (a) kitosan doku iskelesi, (b) kitosan/boncuk HAp doku
iskelesi ve (c) boncuk formdaki HAp.

Kitosan doku iskelesine ait spektrumda (Sekil 4.36-a) kitosana ait 3400 cm™'*de N-H gerilme
titresimlerine, 1662 cm™’de amid I, 1605 cm™’de NH> biikiilme ve 1393 cm™!’de amid III’e
ait karakteristik pikler acik¢a goriilmektedir [174]. Bu pikler ayn1 zamanda kitosan/boncuk
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HAp doku iskelesine ait spektrumda da bulunmaktadir (Sekil 4.36-b). Boncuk formdaki
HAp’in spektrumu incelendiginde, HAp’in yapisindaki PO4~ grubuna ait karakteristik pikler
1095, 1045, 965, 608 ve 570 cm™! dalga boylarinda, OH grubuna ait pik ise 633 cm™ dalga
boyunda goriilmiistiir (Sekil 4.36-c) [172, 175]. HAp’a ait bu piklerin aym1 zamanda
kitosan/boncuk HAp doku iskelelerine ait spektrumda da olmasi (Sekil 4.36-b) boncuk
formundaki HAp partikiillerin kitosan doku iskelesinin yapisina basarili bir sekilde
katildigini kanitlamaktadir.

4.5.3. p-CT analizi

Kitosan/boncuk HAp doku iskelelerine ait mikro-bilgisayarli tomografi (u-CT) goriintiileri
Sekil 4.37°de verilmigstir. Goriintiilerdeki gri ve parlak bolgeler mineral fazi ifade etmektedir.
Kitosan/HAp doku iskelesinin yar1 yliksekliginden alinan kesitte, boncuk formundaki HAp
partikiillerin iskele icerisine homojen bir sekilde dagildig1 goriilmektedir (Sekil 4.37-a).

Iskeleye ait ii¢ eksenli genel goriintiide ise, yine HAp partikiillerin iskele icerisinde homojen

dagilimi goriilmekle birlikte, gézenek yapisinin iskelenin kalinligi boyunca korundugu

belirlenmistir (Sekil 4.37-b).

Sekil 4.37. Kitosan/boncuk HAp doku iskelesine ait pCT goriintiileri: (a) xy ekseninde
merkez goriintlisii ve (b) xyz ekseninde genel goriiniim.

4.5.4. Hiicre kiiltiir calismalan

Hem kitosanin deasetilasyon derecesinin hem de yapiya katilan toz ve boncuk formundaki
HAp’in MC3T3-El hiicrelerinin yapismas1 ve proliferasyonu {izerindeki etkilerinin
incelenmesi amaciyla 21 giin boyunca in vitro hiicre kiiltiir caligmalar yiiriitilmiistiir. Hiicre
canliligt MTT analizi ile, iskele igerisindeki dagilimlari ve morfolojileri ise SEM analizi ile

incelenmistir.
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4.5.4.1. MTT analizi
Farkl1 deasetilasyon derecesine sahip kitosan iskeleler ile toz ve boncuk formundaki HAp’1
iceren kitosan/HAp doku iskelelerinde iireyen hiicrelerin mitokondriyal aktiviteleri Sekil

4.38’de sunulmustur.
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Sekil 4.38. Farkli deasetilasyon derecelerine sahip kitosan doku iskeleleri ile toz ve boncuk
formundaki HAp ile modifiye edilen kitosan/HAp doku iskeleleri lizerinde kiiltiire edilen
MC3T3-E1 hiicrelerinin MTT sonuglari. (Istatistiksel olarak anlamli farklar: %75-85 DD
kitosan kontrol grubu iken: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001; kitosan/toz HAp kontrol
grubu iken: @ p<0.05, e® p<(0.01, e®e p<0.001, n=3).

Sekil 4.38’de verilen MTT grafigi incelendiginde, %75-85 ve >%85 deasetilasyon
derecesine sahip kitosan iskelelerde iireyen hiicrelerin mitokondriyal aktivitelerinin olduk¢a
diisiik oldugu, kitosanin deasetilasyon derecesinin artmasinin (>%485) hiicre proliferasyonu
tizerinde belirgin bir etkisinin olmadig1 ve bu iskelelerde iireyen hiicrelerin optik yogunluk
degerlerinin kontrole gore istatistiksel olarak anlamli derecede farkli olmadig1 belirlenmistir
(p>0.05). Hatta kiiltiiriin ilerleyen giinlerinde bu gruplara ait MTT degerlerinin diistiigii
goriilmiistiir. Buna karsin, toz ve boncuk formundaki HAp’in kitosan yapisina katildig
durumda ise hiicre iiremesinin belirgin bir sekilde arttig1 gézlemlenmistir. Kiiltiiriin 1. ve 5.
giinlerinde kitosan/toz HAp doku iskelelerinde iireyen hiicrelerin optik yogunluk
degerlerinin kontrol grubuna gore yiiksek oldugu belirlenmis (p<0.001 ve p<0.01), ancak
kiiltiiriin ilerleyen giinlerinde hiicrelerin MTT degerlerinde belirgin bir artis goriilmemistir.
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Kitosan/boncuk HAp iskelelerde iireyen hiicrelerin mitokondriyal aktivitelerinin ise
ozellikle kiiltiiriin 8. gilinilinden itibaren diger gruplara gore oldukca yiiksek oldugu
belirlenmis ve kiiltiiriin 21. giiniinde kitosan/toz HAp iskelesinin kontrol oldugu durumda,

istatistiksel olarak olduk¢a 6nemli bir artis meydana gelmistir (p<<0.001).

4.5.4.2. SEM analizi

Hiicrelerin kitosan ve kitosan/HAp doku iskelelerindeki morfolojilerinin ve yayilimlariin
incelenmesi amaciyla kiltliriin 14. ve 21. glinlerinde SEM goriintiileri alinmistir. Farkl
deastilasyon derecesine sahip kitosan doku iskelelerinde ve kitosan/HAp doku iskelelerinde

tireyen hiicrelerin SEM goriintiileri sirastyla, Sekil 4.39 ve Sekil 4.40°ta verilmistir.

Sekil 4.39°da verilen SEM goriintiileri incelendiginde, hem %75-85 hem de >%85
deasetilasyon derecesine sahip kitosan doku iskelelerinde olduk¢a az sayida hiicreye
rastlanmig ve MTT sonuglarinda da goriildiigii lizere kitosanin deasetilasyon derecesinin
artmasinin MC3T3-E1 hiicrelerininin iskeleye tutunmasi ve iskele icerisinde ¢ogalmasi
tizerinde belirgin bir etkisinin olmadigi dogrulanmistir. Sekil 4.40’ta verilen kitosan/toz
HAp ve kitosan/boncuk HAp doku iskelelerinde iireyen hiicrelere ait SEM goriintiileri
incelendiginde ise, her iki doku iskelesinde de oldukg¢a fazla sayida hiicreye rastlanmis ve
hiicrelerin iskelelerin yiizeyini biiylik 6l¢tide kapladiklar1 goriilmistiir. Ancak, kiiltiiriin 21.
giintinde kitosan/boncuk HAp doku iskelelerinde tireyen hiicrelerin yogun bir sekilde hiicre

dis1 matris sentezledikleri ve kollajen fibriller tirettikleri belirlenmistir.

Hem MTT verilerinden hem de SEM goriintiilerinden elde edilen sonuglar dogrultusunda,
calismanin ilerleyen asamalarinda kitosan/boncuk HAp doku iskelelerinin kullanilasina
karar verilmis ve tez calismasinin bundan sonraki boliimlerinde bu iskeleler sadece

kitosan/HAp olarak ifade edilmistir.
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e
—— 100 pm EHT=15.00 kV Mag=500 X

Sekil 4.39. %75-85 DD’ye sahip kitosan doku iskeleleri iizerinde tireyen MC3T3-El
hiicrelerinin SEM goriintiileri: (a) 14. giin (500 X), (b) 14. giin (1,000 X), (c) 21. giin (500
X), (d) 21. giin (1,000 X); >%85 DD’ye sahip kitosan doku iskeleleri {lizerinde iireyen
MC3T3-E1 hiicrelerinin SEM goriintiileri: (e) 14. giin (500 X), (f) 14. giin (2,000 X), (g) 21.
giin (500 X), (h) 21. giin (2,000 X). (Hiicreler beyaz oklarla gosterilmistir).
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EHT=15.00 kV

Mag=5,00 KX

F—— 10 um EHT=15.00 kV Mag=5,00 KX

EHT=15.00 kV

Mag=5,00 KX

Sekil 4.40. Kitosan/toz HAp doku iskeleleri iizerinde tireyen MC3T3-E1 hiicrelerinin SEM
goriintiileri: (a) 14. giin (500 X), (b) 14. giin (2,000 X), (c) 21. giin (500 X), (d) 21. giin
(5,000 X); Kitosan/boncuk HAp doku iskeleleri iizerinde tireyen MC3T3-E1 hiicrelerinin
SEM goriintiileri: (e) 14. giin (500 X), (f) 14. giin (5,000 X), (g) 21. giin (500 X), (h) 21. giin
(5,000 X).
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4.6. Kitosan/HAp doku iskelelerine PLGA nano/mikropartikiillerin yiiklenmesi

Onceki calismalarda, bos kitosan doku iskelelerine ne kadar PLGA nano/mikropartikiil
yiikleneceginin belirlenmesi amaciyla SEM analizi gergeklestirilmis ve sonug olarak iskele
basina (2 mm yiikseklik, 9 mm ¢ap) 1 mg partikiiliin yiiklenmesine karar verilmisti. Ancak
yapilan hiicre kiiltiir ¢alismalarinda istenilen sonug elde edilememis ve kitosan iskeleleri
boncuk formundaki HAp ile modifiye edilmisti. Yapiya HAp’in katilmasi iskele
gozenekliligini bir miktar azalttigindan, iskelelere eklenecek partikiillerin miktarinin
azaltilmasi gerektigi diisliniilmiistiir. Bu nedenle iskele basina (2 mm yiikseklik, 9 mm cap)
1.0 mg ve 0.5 mg olacak sekilde PLGA nano/mikropartikiilleri eklenmis ve hazirlanan
iskelelerin morfolojileri ile partikiillerin iskele igerisindeki dagilimini goésteren SEM

goriintiileri sirasiyla, Sekil 4.41 ve Sekil 4.42°de verilmistir.

EHT=15.00 kV

EHT=15.00 kV Mag=2.50 KX

Sekil 4.41. Iskele basina 1 mg partikiil yiiklenen kitosan/HAp doku iskelelerine ait farkli
biiylitmelerdeki SEM gériintiileri: (a) kitosan/HAp+Mp (250 X), (b) kitosan/HAp+Mp
(2,500 X), (c) kitosan/HAp+Np (250 X), (d) kitosan/HA+Np (2,500 X), (e) kitosan/HAp-Np
(250 X) ve (f) kitosan/HAp-Np (5,000 X).

119



R (]

Fo X o 4 B = e —— \" 7
—i 100 pm Mag=250 X P 50 ym EHT=20.00 kV Mag=1.00 KX

Sekil 4.42. Iskele basina 0.5 mg partikiil yiiklenen kitosan/HAp doku iskelelerine ait farkli
biiylitmelerdeki SEM gdriintiileri: (a) kitosan/HAp+Mp (250 X), (b) kitosan/HAp+Mp
(1,000 X), (c) kitosan/HAp-Mp (250 X), (d) kitosan/HAp-Mp (1,000 X), (e)
kitosan/HAp+Np (250 X), (f) kitosan/HAp+Np (1,000 X), (g) kitosan/HAp-Np (250 X) ve
(h) kitosan/HA-Np (1,000 X). Kiiciik fotograflar iskelelerin 10,000X biiyiitmelerine aittir.
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Doku iskeleleri i¢in gdzeneklilik; hiicre liremesi, infiltrasyonu ve dokudaki besin ve atik
maddelerin difiizyonunun saglanmasi agisindan énemli bir 6zelliktir [176]. Iskele basma 1
mg partikiil eklendigi durumda (Sekil 4.41), iskelelerin gbézeneklerinin kapandigir ve
gozenekliligin olduk¢a azaldigi belirlenmistir. Bu durum ilerdeki hiicre kiiltiiri
caligmalarinda olumsuz durum yaratacagindan partikiil sayisinin yariya diisiiriilmesine karar
verilmistir. PLGA nano/mikropartikiillerin iskelelere 0.5 mg olacak sekilde yiiklendigi
durumdaki SEM goriintiileri incelendiginde (Sekil 4.42) ise doku iskelelerinin
gozenekliliginin  fazla degismedigi ve hem PLGA nanopartikiillerin hem de
mikropartikiillerin kitosan/HAp doku iskeleleri igerisinde homojen bir sekilde dagildig
belirlenmistir. Bu nedenle, c¢alismanin bundan sonraki asamalarinda PLGA
nano/mikropartikiillerin kitosan/HAp doku iskelesi basma 0.5 mg olacak sekilde

yiiklenmesine karar verilmistir.

4.6.1. Kitosan/HAp doku iskelelerinden melatoninin in vitro salim kinetigi
Doku iskelelerinden melatonin salim kinetigi 40 giin siiren in vitro salim calismalari ile
belirlenmistir. PLGA mikropartikiil yiiklii ve PLGA nanopartikiil yiiklii kitosan/HAp doku

iskelelerinden salinan kiimiilatif melatonin ylizdeleri sirastyla, Sekil 4.43 ve Sekil 4.44’te

verilmigtir.
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Sekil 4.43. PLGA mikropartikiil yiiklii doku iskelelerinden kiimiilatif ylizde melatonin
salimi: (a) kitosan/HAp+Mp, (b) kitosan/HAp-Mp.

Kitosan/HAp+Mp ve kitosan/HAp-Mp doku iskelelerinde bulunan melatoninin sirasiyla,
yaklagik %55 (Sekil 4.43-a) ve %70’inin (Sekil 4.43-b) ilk iki giinde ani patlama etkisi ile

salindigr belirlenmistir. Kirk gilinliik salim sonunda ise mikropartikiillerce hapsedilen
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melatoninin kitosan/HAp+Mp ve kitosan/HAp-Mp sistemlerinden sirastyla, %62 ve %98’

difiizyon yoluyla salinmistir.

Kitosan/HAp+Np Kitosan/HAp-Np
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Sekil 4.44. PLGA nanopartikiil yiiklii doku iskelelerinden kiimiilatif yiizde melatonin salimi:
a) kitosan/HAp+Np, b) kitosan/HAp-Np.

Kitosan/HAp+Np ve kitosan/HAp-Np doku iskelelerindeki melatoninin sirasiyla, yaklasik
%32 (Sekil 4.44-a) ve %70’1 (Sekil 4.44-b) ani patlama etkisi ile ikinci giiniin sonunda
salimmustir. Kirkiner giine kadar ise PLGA nanopartikiiller i¢erisinde hapsedilmis melatonin
diflizyon yoluyla partikiillerden uzaklagsmistir. Kirk giinlik salim sonuna kadar ise
kitosan/HAp+Np ve kitosan/HAp-Np iskeleleri icerisindeki PLGA nanopartikiillerinde
bulunan melatoninin sirasiyla, yaklasik %54 ve %98’1 kontrollii ve yavas bir sekilde
diflizyon mekanizmasiyla salinmistir. Melatoninin difiizyon mesafesinin artisina baglh
olarak, PLGA nano/mikropartikiillerin kitosan iskelenin yapisina iiretim sirasinda katildigi
durumdaki salimin, iskele liretimi sonrasinda emdirme yontemiyle eklenerek {iretildigi
kosula gore daha yavas bir sekilde gergeklestigi belirlenmistir. Salim ¢aligsmalar1 sonucunda,
PLGA nano/mikropartikiil yiiklii kitosan/HAp doku iskelelerinden 40 giinliik salinan toplam

melatonin miktarlar1 Cizelge 4.5’te sunulmustur.
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Cizelge 4.5. Kitosan/HAp doku iskelelerinden salinan toplam melatonin miktarlari.

Salinan miktarlar (ng melatonin/iskele)

Doku iskelesi 1. sa 1. giin 5. giin 10. giin 20. giin 40. giin
Kitosan/HAp+Mp | 2.55+0.48 8.11+0.47 9.64+£0.01 9.83+£0.01 10.06 +£0.18 | 10.55+0.45
Kitosan/HAp-Mp | 5.49+0.36 | 12.83+£1.19 | 13.96+0.84 | 14.14+0.84 | 15.53+0.13 | 16.60+0.13
Kitosan/HAp+Np | 0.45+0.06 1.80 £0.06 2.90+0.12 3.15+£0.06 3.50 +£0.18 3.84 £ 0.06
Kitosan/HAp-Np | 2.55+0.24 | 4.24+0.01 5.68 £0.36 5.94+0.24 6.46 £0.01 6.94 +£0.07

Gergeklestirilen in vitro salim ¢alismalar1 sonucunda hem PLGA nanopartikiil hem de PLGA

mikropartikiil ylikli kitosan/HAp doku iskelelerinden hiicre kiiltiir ortaminda salinacak olan

melatoninin mikromolar konsantrasyonda oldugu belirlenmistir. Literatiirdeki ¢aligmalar

incelendiginde, nano-mikromolar mertebedeki melatonin konsantrasyonlarinin, ¢esitli

hiicrelerin osteojenik farklilasmasini tetikledigi belirlenmistir. Sonug olarak, tez kapsaminda

gelistirilen doku iskelesi-temelli sistemden salinan melatonin miktarinin istenilen diizeyde

oldugu goriilmiistiir.

Doku iskelelerinden melatonin salim verileri ¢esitli ilag salim modelleri (sifirinc1 derece,

birinci derece, Higuchi, Hixson-Crowell, Korsmeyer-Peppas) kullanilarak matematiksel

olarak analiz edilmistir. Elde edilen grafiklerin lineer regresyon katsayilari (R?) 1’e en yakin

olan model salim kinetigini ifade eden model olarak belirlenmistir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6. Kitosan/HAp doku iskelelerinden melatonin salim kinetigi ve mekanizmasi.

Sifirinci

Birinci

. . derece derece Higuchi Hixson-Crowell Korsmeyer-Peppas
Doku Iskelesi
R? Ko R2 Ki R2 Ku R2 Khe R K N
(ng.sa™) (sa’h) (ngsa'?) (sa') (sa™)

Kitosan/HAp+Mp | 0.9389 | 0.0871 0.9297 |0.0030 | 0.9838 | 0.1447 0.9468 | 0.0002 | 0.9744 | 0.4670 | 0.0400
Kitosan/HAp-Mp | 0.9721 | 0.2486 | 0.9673 |0.0055|0.9679 | 0.4028 0.9625 | 0.0102 | 0.8881 | 0.5933 | 0.0704
Kitosan/HAp+Np | 0.8270 | 0.0041 | 0.7672 |0.0046 | 0.9286 | 0.1713 0.8552 | 0.0003 | 0.9151 | 0.1818 | 0.1604
Kitosan/HAp-Np | 0.8574 | 0.0056 | 0.8191 |0.0002 | 0.9913 | 0.1881 0.9719 | 0.0011 | 0.9801 | 0.047 | 0.0540

Doku iskelelerinden melatonin saliminin da partikiillerden melatonin saliminda oldugu gibi,

tim iskeleler i¢in Higuchi salim modeline uydugu belirlenmistir. Dolayisiyla, PLGA

nano/mikropartikiil yiikli kitosan/HAp doku iskelelerinden melatonin saliminin agirlikli

olarak diflizyon mekanizmasiyla gerceklestigi sOylenebilir. Korsmeyer-Peppas modeline
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gore ise n degerinin 0.45’ten kiigiik oldugu, dolayisiyla difiizyonun Fick yasasina uydugu

belirlenmistir.

4.6.2. Kitosan/HAp doku iskeleleri ile yiiriitiilen hiicre kiiltiir calismalar:

Gelistirilen tiim kitosan/HAp-bazli doku iskelelerinden salinan melatoninin MC3T3-El
hiicrelerinin osteojenik farklilagmasi tizerindeki etkisinin incelenmesi amaciyla 28 giin siiren
in vitro hiicre Kkiiltiir ¢alismalar1 yiritilmiistir. Bu c¢aligmalarda kitosan/HAp,
kitosan/HAp+Mp, kitosan/HA-Mp, kitosan/HAp+Np ve kitosan/HAp-Np olmak iizere 5

farkli doku iskelesi kullanilmistir.

MC3T3-E1 hiicreleri preosteoblastik hiicrelerdir ve kiiltlir ortamindaki B-gliserol fosfat ve
askorbik asit gibi farklilasma faktorlerinin varliginda olgun osteoblastlara doniismektedir
[56]. Bu hiicrelerin melatonin iceren PLGA nano/mikropartikiil yiiklii kitosan/HAp doku
iskeleleri icerisindeki proliferasyonu ve osteojenik farklilagsmasini incelemek amaciyla

uygulanan analizler ve sonuglart agsagida detayl: bir sekilde anlatilmistir.

4.6.2.1. MTT analizi
MC3T3-El hiicrelerinin  PLGA nano/mikropartikiil yiikli kitosan/HAp-bazli doku
iskelelerindeki mitokondriyal aktivitelerinin belirlenmesi igin MTT analizi gerceklestirilmis

ve elde edilen veriler Sekil 4.45°te verilmistir.
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Sekil 4.45. Kitosan/HAp-bazli doku iskelelerinde kiiltiire edilen MC3T3-E1 hiicrelerinin 28
giinliik MTT sonuglar1. (Istatistiksel olarak anlamli farklar: n=3, * p<0.05, ** p<0.01, ***
p<0.001, kitosan/HAp kontrol grubudur).
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Sekil 4.45°te verilen MTT grafiginde, hiicrelerin ekim sonrasinda tiim doku iskelelerine
tutundugu ve kiiltiir siiresi boyunca ¢ogaldigi belirlenmistir. Dolayistyla tiim iskelelerin
hiicre yapismasi ve ¢ogalmasi i¢in uygun oldugu sonucuna varilmistir. Ancak, kiiltliriin
Ozellikle ilk gilinlerinde kitosan/HAp+Mp iskelelerinde iireyen hiicrelerin mitokondriyal
aktivitelerinin diger iskelelerde iireyen hiicrelerinkine gore istatistiksel olarak anlamli
derecede yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bu durumun, kitosan/HAp+Mp iskelelerinden ani
patlama etkisi ile salinan melatoninin hiicre proliferasyonunu arttirmasi ile ilgili oldugu
diistintilmistir. Kiiltiiriin 7. giinlinde kitosan/HAp+Mp ve kitosan/HAp-Mp gruplarina ait
optik yogunluk degerlerinin kontrole gore istatistiksel olarak yiiksek oldugu gozlemlenmistir
(p<0.05). Yalnizca kiiltiiriin 21. giiniinde kitosan/HAp+Np doku iskelesinde iireyen
hiicrelerin MTT degerlerinin kontrole gore istatistiksel olarak diisiik oldugu (p<0.05), diger
giinlerde ise nanopartikiil yiiklii doku iskelelerine ait MTT degerleri ile kontrol arasinda fark

olmadigi belirlenmistir (p>0.5).

Literatiirdeki c¢esitli c¢alismalarda serbest melatoninin mikromolar konsantrasyonlarinin
insan kemik hiicreleri, insan osteoblastik hiicre hatti, kemik iligi kdkenli insan mezankimal
kok hiicreleri, 3T3L1 preadipositleri ve MC3T3-E1 hiicreleri gibi normal hiicre hatlarinin
proliferasyonunu arttirdig1 belirlenmistir [10, 57, 59, 177, 178]. Ancak, bagka bir ¢calismada
da PLGA mikropartikiillerden mikromolar konsantrasyonda salinan melatoninin insan
mezankimal hiicrelerinin proliferasyonu iizerinde belirgin bir etkisinin olmadig
gbzlenmistir [61]. Sonu¢ olarak, melatoninin farkli hiicre tiirlerinin proliferasyonu
tizerindeki etkileri degisiklik gostermekle birlikte, yapilan ¢aligmalarda melatoninin hiicre
proliferasyonuna etkisi konusunda net bir sonu¢ bulunmamaktadir. Dolayisiyla, melatoninin
hiicrelerin mitokondriyal aktivitesi lizerindeki etkisinin, hem hiicre tipi hem de melatonin

konsantrasyonu ile iligkili oldugu sdylenebilir.

Sunulan tez c¢aligmasinda PLGA  nano/mikropartikiillerden salman melatonin
konsantrasyonlart mikromolar mertebededir. PLGA mikropartikiil yiiklii kitosan/HAp doku
iskelelerinden salinan melatonin kiiltiiriin ilk 14 giinliik kisminda MC3T3-E1 hiicrelerinin
proliferasyonunu 6nemli derecede arttirirken, PLGA nanopartikiil yiiklii kitosan/HAp doku
iskelelerinden salinan melatoninin ise hiicre proliferasyonu iizerinde belirgin bir etkisinin

olmadig1 goriilmiistiir.
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4.6.2.2. SEM analizi
Uretilen 5 farkli doku iskelesinin yiizey ve dikey kesitlerine ait SEM gériintiileri alinarak
hiicre-hiicre ve hiicre-malzeme etkilesimleri ile hiicrelerin iskelenin gozeneklerinden ne

kadar icerlere kadar gog ettikleri belirlenmistir.

Melatonin yiikli PLGA nano/mikropartikiil igceren ve igermeyen kitosan/HAp doku
iskelelerinin yiizeyindeki hiicrelerin morfolojilerini incelemek amaciyla kiiltiiriin 7., 14. ve
21. giinlerine ait SEM goriintiileri ¢ekilmis ve sirasiyla, Sekil 4.46, Sekil 4.47 ve Sekil
4.48’de verilmistir.
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Sekil 4.46. Doku iskelelerinde tireyen MC3T3-E1 hiicrelerinin kiiltiiriin 7. giiniine ait yatay
kesit SEM goriintiileri: (a) kitosan/HAp (250 X), (b) kitosan/HAp (2,000 X), (c)
kitosan/HAp+Mp (250 X), (d) kitosan/HAp+Mp (2,000X), (e) kitosan/HAp-Mp (250 X), (f)
kitosan/HAp-Mp (2,000 X), (g) kitosan/HAp+Np (250 X), (h) kitosan/HAp+Np (2,000 X),

(1) kitosan/HAp-Np (250 X), (j) kitosan/HAp-Np (2,000 X).
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Sekil 4.47. Doku iskelelerinde iireyen MC3T3-E1 hiicrelerinin kiiltliriin 14. giiniine yatay
kesit SEM goriintiileri: (a) kitosan/HAp (250 X), (b) kitosan/HAp (2,000 X), (c)
kitosan/HAp+Mp (250 X), (d) kitosan/HAp+Mp (2,000X), (e) kitosan/HAp-Mp (250 X), (f)
kitosan/HAp-Mp (2,000 X), (g) kitosan/HAp+Np (250 X), (h) kitosan/HAp+Np (2,000 X),
(1) kitosan/HAp-Np (250 X), (j) kitosan/HAp-Np (2,000 X).
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Sekil 4.48. Doku iskelelerinde tireyen MC3T3-E1 hiicrelerinin kiiltiiriin 21. giiniine yatay
kesit SEM gorintiileri: (a) kitosan/HAp (250 X), (b) kitosan/HAp (2,000 X), (c)
kitosan/HAp+Mp (250 X), (d) kitosan/HAp+Mp (2,000X), (e) kitosan/HAp-Mp (250 X), (f)
kitosan/HAp-Mp (2,000 X), (g) kitosan/HAp+Np (250 X), (h) kitosan/HAp+Np (2,000 X),
(1) kitosan/HAp-Np (250 X), (j) kitosan/HAp-Np (2,000 X).
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Doku iskelelerinde kiiltiire edilen MC3T3-E1 hiicrelerinin 7. giin SEM g0riintiileri
incelendiginde hiicrelerin tiim grup iskelelere tutunup iskeleler {iizerinde c¢ogaldigi
gorilmistir (Sekil 4.46). Ancak kitosan/HAp+Mp (Sekil 4.46-c,d) ve kitosan/HA-Mp
(Sekil 4.46-d,e) gruplarinda ¢ok daha fazla sayida hiicreye rastlanmis ve hiicrelerin iskele
gdzeneklerinin igerisine gd¢ ettikleri belirlenmistir. Ozellikle kitosan/HAp-Mp doku
iskelelerinde iireyen hiicrelerin olduk¢a fazla miktarda hiicre dis1 matris sentezledikleri ve
bu matrisin iskelenin neredeyse tiim ylizeyini kapladigi goriilmiistiir (Sekil 4.46-c,d). SEM
gorintiilerinden elde edilen bilgilerin Sekil 4.45°te verilen MTT sonuglar1 ile de uyumlu

oldugu belirlenmistir.

Kiiltirtin 14. ve 21. giiniine ait SEM goriintiileri sirasiyla Sekil 4.47 ve Sekil 4.48°de
sunulmustur. Kitosan/HAp doku iskelelerinde iireyen hiicrelerde ¢ok fazla kollajen fibrilleri
ve mineral kiimelerine rastlanmazken (Sekil 4.47-a,b ve Sekil 4.48-a,b), 6zellikle PLGA
mikropartikiil iceren gruplarda hiicrelerin iskelenin neredeyse tamamini kapladig
belirlenmis ve kemik farklilagsmasinin gostergesi olan mineral kiimeleri gortilmiistiir (Sekil

4.47-c,d,e.f ve Sekil 4.48-c,d,e,f).
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Sekil 4.49. Doku iskelelerinde tireyen MC3T3-E1 hiicrelerinin kiiltiiriin 21. giiniine ait dikey
kesit SEM goriintiileri: (a) kitosan/HAp (500 X), (b) kitosan/HAp (2,000 X), (c)
kitosan/HAp+Mp (250 X), (d) kitosan/HAp+Mp (1,000X), (e) kitosan/HAp-Mp (250 X), (f)
kitosan/HAp-Mp (1,000 X), (g) kitosan/HAp+Np (250 X), (h) kitosan/HAp+Np (5,000 X),
(1) kitosan/HAp-Np (250 X), (j) kitosan/HAp-Np (1,000 X).
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Ug boyutlu doku iskelelerinde hiicrelerin iskelenin i¢lerine infiltrasyonu, yeni doku olusumu
acisindan oldukg¢a onemlidir. Gézenekleri kiiciik ve i¢sel olarak baglantili olmayan doku
iskelelerinde kiiltiire edilen hiicreler, sadece iskele ylizeyinde iiremekte ve belli bir zaman
sonra da Oliime gitmektedirler [179, 180]. Bu kisitlamalardan dolay1r doku miihendisliginde

kullanilacak iskelelerin uygun gézenek yapisina sahip olmalari olduk¢a 6nemlidir.

Hiicrelerin iskele yiizeyinden ne kadar derine go¢ ettiklerinin belirlenmesi amaciyla
iskelelerin dikey kesit SEM goriintiileri alinmistir.  Sekil 4.49°da verilen SEM
gorintiilerinde, hiicrelerin iskele gozeneklerinden i¢ taraflara gog ettikleri belirlenmis ve
iskelenin yiizeyinden yaklasik 700-800 pm derinliklerde bile hiicrelere rastlanmistir. Bu
durum, kemik rejenerasyonu ve ileride gerceklestirilecek in vivo uygulamalarda bireyin

kendi dokusu ile biitiinlesmede oldukga biiyiik bir 6nem tagimaktadir.

4.6.2.3. CLSM analizi

Doku iskelesi igerisindeki hiicrelerin  proliferasyonu ve infiltrasyonu, doku
rejenerasyonunun desteklenmesi ve yonlendirilmesi acisindan biiylik 6nem tagimaktadir.
Konfokal lazer taramali mikroskop (CLSM) sayesinde {i¢ boyutlu sistemlerin sadece yiizey
kisimlari degil i¢ bolgeleri de goriintiilenebilmektedir. Dolayisiyla doku iskelesi igerisindeki

hiicre dagilimlar1 malzemeden herhangi bir kesit alinmadan belirlenebilmektedir.

Sunulan ¢aligmada, kiiltiiriin 21. giiniinde doku iskelelerinin i¢erisindeki hiicrelerin canliligi,
yogunlugu ve morfolojileri CLSM ile incelenmistir. Sekil 4.50°de verilen konfokal
gorintiileri iskelelerin ylizeyden 600 um derinligine ait konfokal goriintiileri olup, kirmizi
renk hiicre ¢ekirdegini, yesil renk ise aktin flamentini gostermektedir. Doku iskelelerinin
dikey kesitlerinden alinan SEM goriintiilerinden de anlasildig: iizere (Sekil 4.49), konfokal

goriintlilerinde de hiicrelerin iskele i¢lerine kadar go¢ ettikleri kanitlanmistir.
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Sekil 4.50. Doku iskelelerinin 600 pm derinliginde bulunan MC3T3-E1 hiicrelerinin 21. giin
konfokal mikroskop goriintiileri (20 X): (a) kitosan/HAp, (b) kitosan/HAp+Mp, (c)
kitosan/HAp-Mp, (d) kitosan/HAp+Np, (e) kitosan/HAp-Np. (F-aktin yapilar1 yesil, hiicre
cekirdegi kirmizi ile boyanmistir).

4.6.2.4. ALP aktivitesinin tayini

Alkalen fosfataz (ALP), kemik olusumu ve gelisimi donemini tanimlayan osteojenezin erken
asamasinda rol oynayan bir enzimdir ve ekspresyonu matris mineralizasyonunun
baslamasindan sonra azalmaktadir [181, 182]. Bu nedenle ALP aktivitesi, osteoblast-benzeri
hiicre hatlarinin farklilagmas1 ve osteojenik 6zelliklerinin belirlenmesinde en sik incelenen

parametrelerden biridir.

Doku iskelelerinde {iireyen preosteoblastik MC3T3-E1 hiicrelerinin erken donem
farklilasmas1 ALP aktivitesinin 6l¢iimiiyle incelenmistir. Hiicrelerin, kiiltliriin 7., 14. ve 21.
giinlerine ait ortamdaki pNPP olusumuna bagl olarak belirlenen ALP aktiviteleri Sekil

4.51°de sunulmustur.
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Sekil 4.51. MC3T3-E1 hiicrelerinin zamana bagli ALP aktiviteleri. (Istatistiksel olarak
anlamli farklar: n=3, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, kitosan/HAp kontrol grubudur).

Sekil 4.51°de verilen, kiiltliriin 7. ve 14. giinlerde kitosan/HAp+Mp ve kitosan/HAp-Mp
doku iskelelerindeki hiicrelerin ALP aktivitesinin kontrole gore istatistiksel olarak anlamli
derecede yiiksek oldugu ve kontroliin yaklasik 2 kati oldugu belirlenmistir (p<0.001).
Kiiltiirtin 7. gilinlinde kitosan/HAp+Np grubunun ALP degerlerinin ise kontrole gore bir
miktar yiiksek oldugu goriilmiis olup (p<0.05), 21. giinde gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark gozlenmemistir (p>0.05). ALP aktivitesi hiicrelerin erken doénem
farklilasmasinda kullanilan bir belirte¢ oldugundan, kiiltiiriin ge¢ donemlerinde gruplar

arasinda belirgin bir fark olmamasi beklenen bir durumdur.

Literatlirde serbest melatoninin mikromolar diizeydeki konsantrasyonlarinin farkli hiicre
tiplerinin ALP aktiviteleri {izerindeki etkilerini inceleyen ¢esitli calismalar bulunmaktadir.
Satomura ve ark’nin [10] yaptiklar1 c¢alismada insan osteoblast hiicrelerinin ALP
aktivitesinin, melatoninin 50-200 pM konsantrasyon araliginda doz bagimli olarak arttirdig
goriilmiistiir. Nakade ve ark.’nin [59] ¢alismasinda ise 5-100 uM konsantrasyon araligindaki
melatoninin insan kemik hiicreleri olan HOB-M hiicreleri ve insan osteoblastik hiicre hatti
olan SV-HFO hiicrelerinin ALP aktivitesi lizerinde belirgin bir etkisinin olmadig
belirtilmistir. Roth ve ark’nin [56] calismasinda ise nanomolar diizeydeki melatonin

MC3T3-El1 hiicreleriyle etkilestirilmis ve melatonin ile etkilesen gruplarin ALP aktivitesinin
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arttigt sonucuna vartmistir. Mikromolar diizeydeki (0-250 pM) serbest melatonin
konsantrasyonlarinin preosteoblastik MC3T3-E1 hiicrelerinin osteojenik farklilagmast
tizerindeki etkisi Son ve ark. [57] tarafindan hipoksik kosullar altinda incelenmis ve

hiicrelerin ALP aktivitesinin melatonin konsantrasyonuna bagli olarak arttig1 belirlenmistir.

Caligma kapsaminda elde edilen ALP sonuglari, kitosan/HAp+Mp ve kitosan/HAp-Mp doku
iskelelerinden salinan melatoninin MC3T3-El hiicrelerinin erken donem osteojenik
farklilasmasini destekledigini gostermistir. Bu doku iskelelerinden salinan melatoninin
hiicre kiiltiir ortamindaki konsantrasyonu mikromolar diizeyde oldugundan, elde edilen

verilerin literatiir ile de uyumlu oldugu sonucuna varilmistir.

4.6.2.5. Kollajen analizi

Kemik matris proteinlerinin yaklasik %90’ tip-1 kollajen olusturmaktadir ve kollajen
sentezi hiicrelerin erken donem farklilagsmasinda artis gostermektedir [183]. Hidroksiprolin
ise insan viicudunda sadece kollajende bulunmaktadir ve kollajen sentezi sirasinda
kollajenin  polipeptit prekiirsoriine baglanan pirolin, sentezin son asamasinda
hidroksillenerek hidroksiproline doniismektedir. Tez kapsaminda sentezlenen kollajen
miktari, kiiltlirde olusan hidroksiprolin miktarinin 6lgiimii ile belirlenmis ve elde edilen

grafik Sekil 4.52°de verilmistir.
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Sekil 4.52. Kitosan/HAp-bazl1 doku iskelelerinde sentezlenen kollajen miktarlari.
(Istatistiksel olarak anlamli farklar: n=3, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, kitosan/HAp
kontrol grubudur).
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Kiiltiiriin 7. gliniinde kitosan/HAp+Mp ve kitosan/HAp-Mp iskelelerinde iireyen hiicrelerin
sentezledigi kollajen miktarinin kontrole gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek
oldugu (p<0.01) ve kontrol grubuna ait kollajen miktarmin yaklagik 2.3 kat1 oldugu
belirlenmistir. Kiiltiiriin 14. giiniide ise yine mikropartikiil yiiklii doku iskelelerine ait
kollajen miktarmin diger gruplara gore yiiksek oldugu ve kontrolle arasinda istatistiksel
olarak belirgin bir fark oldugu goriilmiistiir (p<0.05). Kiiltiir sliresi boyunca nanopartikiil
yiiklii kitosan/HA doku iskelelerinde iireyen hiicrelerin sentezledigi kollajen miktarlarinda
kontrole gore belirgin bir fark goriilmemistir (p>0.05). Erken dénem farklilasmanin bir
gostergesi olan kollajen analizi sonucunda, kitosan/HAp+Mp ve kitosan/HAp-Mp doku

iskelelerinin MC3T3-E1 hiicrelerinin farklilagmasini destekledigi belirlenmistir.

Nakade ve ark.’nin yaptig1 ¢alismada mikromolar konsantrasyondaki melatoninin insan
kemik hiicreleri (HOB-M) ve insan osteoblastik hiicre hatti (SV-HFO) iizerindeki etkisi
incelenmis ve melatonin varliginin hiicre tiremesini ve tip-1 kollajen sentezinin artigini
destekledigi sonucuna varilmistir [59]. Dolayisiyla, tez kapsaminda gergeklestirilen kollajen

analizi sonucunda elde edilen veriler literatiir ile de uyumludur.

4.6.2.6. Matris mineralizasyonunun incelenmesi

Doku iskelelerinin igerisinde lireyen ve farklilasan hiicrelerin hiicre dist matrislerinde
biriken kalsiyumun belirlenmesi amaciyla Von Kossa boyamasi gergeklestirilmistir. Hiicre
kiltliriiniin 28. gilinlinde gerceklestirilen bu ¢alismada, hiicre igcermeyen doku iskeleleri
kontrol amaciyla kullanilmislardir. Von Kossa ile boyanan hiicre iceren ve icermeyen doku

iskelelerinin goriintiileri Sekil 4.53’te sunulmustur.
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Kitosan/HAp Kitosan/HAp+Mp Kitosan/HAp-Mp Kitosan/HAp+Np Kitosan/HAp-Np

Sekil 4.53. Kitosan/HAp-bazli doku iskelelerinin Von Kossa boyamasi sonrasi goriintiisii.

Kullanilan doku iskeleleri igerisinde HAp bulundugundan hiicre icermeyen iskelelerde de
boyanma gozlenmis, ancak hiicreli doku iskelelerinin ¢ok daha yogun bir sekilde boyandigi
belirlenmistir. Buna karsin, hiicreli doku iskelelerinde biriken kalsiyum miktar1 agisindan

gruplar arasinda belirgin bir fark goriilmemistir.

4.6.2.7. RT-PCR analizi

Caligma kapsaminda, kitosan/HAp-bazl1 doku iskelelerinde iireyen MC3T3-E1 hiicrelerinin
osteojenik farklilasmasinin incelenmesi amaciyla RT-PCR ile hiicrelerdeki Coll, RunX2,
Ocn ve Opn gen ifadeleri belirlenmis ve her bir gen icin elde edilen grafikler, sirasiyla Sekil

4.54, Sekil 4.55, Sekil 4.56 ve Sekil 4.57°de verilmistir.
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Sekil 4.54. Kitosan/HAp-bazli iskelelerde tireyen MC3T3-E1 hiicrelerine ait bagil Coll gen
ifadesi grafigi. (Istatistiksel olarak anlamli farklilik, n=3, kontrol grubu kitosan/HAp iken *
p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001).

Yeni kemigin olusumu sirasinda ilk once hiicre ¢ogalmasi gerceklesmekte ve ¢ogalan
osteoblastlar tip 1 kollajen (Coll) salgilamaktadirlar. Osteoblastlarin farklilasma ve
olgunlasma doneminde ise Coll iiretimi azalmaktadir [184]. Calisma kapsaminda,
kitosan/HAp-bazli doku iskelelerinde tireyen MC3T3-El hiicrelerinin Coll gen
ekspresyonlar1 incelendiginde (Sekil 4.54), kiiltlirtin 14. giiniinde kitosan/HAp+Mp
grubunun ekspresyon seviyesinin kitosan/HAp grubuna gore anlamli derecede yliksek
oldugu goriilmiistiir (p<0.001). Aymi sekilde kitosan/HAp-Mp grubunun da Coll gen
ekspresyonunun kontrole gore istatistiksel olarak oOnemli derecede yiiksek oldugu
belirlenmigtir (p<0.01). PLGA nanopartikiil iceren iskelelerin (kitosan/HAp+Np ve
kitosan/HAp-Np) Coll gen ekspresyon seviyelerinde ise kontrole gére onemli bir fark
gorilmemistir (p>0.05). Kitosan/HAp grubunun ekspresyon degerleri 14. giinden 28. giline
artis  gosterirken, kitosan/HAp+Mp ve kitosan/HAp-Mp gruplarimin  ekspresyon
seviyelerinde diisiis meydana gelmistir. Bu durum da mikropartikiil yiiklii iskelelerden
saliman melatoninin hiicrelerin osteojenik farklilagmasini kiiltiiriin erken asamasinda
indiikledigini gostermektedir. Kiiltiirlin 28. giliniinde kitosan/HAp+Np ve kitosan/HAp-Np
gruplarinin Coll gen ekspresyon seviyesinde kiiltiiriin 14. giinline gore herhangi bir artig
olmadig1 gibi, kontrol grubu ile arasinda anlamli derecede bir fark meydana gelmistir
(p<0.01). Dolayisiyla, kitosan/HAp+Np ve kitosan/HAp-Np doku iskelelerinin hiicrelerin
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Coll gen ekspresyonu iizerinde olumlu bir etkisinin olmadigi belirlenmistir. Sonug olarak,
kitosan/HAp+Mp ve kitosan/HAp-Mp iskelelerindeki hiicrelerin osteoblastik farklilasmaya
yoneldikleri acik¢a anlagilmaktadir.
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Sekil 4.55. Kitosan/HAp-bazli iskelelerde tireyen MC3T3-E1 hiicrelerine ait bagil RunX2
gen ifadesi grafigi. (Istatistiksel olarak anlamli farklilik, n=3, kontrol grubu kitosan/HAp
iken * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001).

Erken donem osteoblast farklilagmasinda temel bir transkripsiyon faktorii olan RunX2,
onemli kemik matris proteinlerinin ekspresyonunu tetiklemektedir. Yapilan ¢aligmalarda
RunX2 gen mutasyonuna sahip farelerde osteoblast yetersizliginden dolayr kemik dokunun
olusmadigr gozlenmistir [185, 186]. Kitosan/HAp bazli doku iskelelerinde iireyen MC3T3-
E1 hiicrelerinin RunX2 gen ekspresyonlarinin (Sekil 4.55), kiiltiiriin 14. giiniinde kontrole
gore kitosan/HAp+Mp (p<0.001) ve kitosan/HAp-Mp (p<0.01) gruplarinda istatistiksel
olarak anlamli derecede yiliksek oldugu belirlenmistir. Kitosan/HAp+Np (p<0.01) ve
kitosan/HAp-Np (p<0.05) gruplarinin kiltiiriin 14. giiniindeki RunX2 gen ekspresyon
seviyelerinin kontrole gore diisiik oldugu; kiiltiirtin 28. giliniinde ise bu gruplara ait RunX2
gen ekspresyonunun olmadigi belirlenmistir. Bununla birlikte yine kiiltiiriin 28. giiniinde

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gortilmemistir (p>0.05).
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Sekil 4.56. Kitosan/HAp-bazli iskelelerde tireyen MC3T3-E1 hiicrelerine ait bagil Ocn gen
ifadesi grafigi. (Istatistiksel olarak anlamli farklilik, n=3, kontrol grubu kitosan/HAp iken *
p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001).

Olgun osteoblast olusumunun bir gostergesi olan osteokalsin (Ocn), farklilagsmanin geg
donemlerinde ortaya ¢ikmaktadir [185, 187]. Hiicrelerin Ocn gen ekspresyon seviyeleri
incelendiginde (Sekil 4.56), kiiltiirtin 14. gilinlinde gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark gézlenmemistir (p>0.05). Kiiltiirtin 21. giiniinde ise, tiim gruplarin Ocn gen
ekspresyon seviyelerinde kiiltiiriin 14. giiniindeki ekspresyon seviyeleri ile kiyaslandiginda
bir artis gozlenmistir. Ancak sadece kitosan/HAp+Mp (p<0.01) ve kitosan/HAp-Mp (p<0.1)
gruplarinin Ocn gen ekspresyonlarinin kontrole gore anlamli derecede yiliksek oldugu

belirlenmistir.

Son ve ark’nin [57] yaptiklar1 ¢alismada 50-250 uM konsantrasyonlarindaki melatoninin
MC3T3-E1 hiicrelerinin Ocn gen ekspresyonunu hipoksik kosullarda onemli derecede
arttirdig1 belirlenmistir. Zhang ve ark.’nin [61] calismasinda ise PLGA mikropartikiillerden
salinan mikromolar mertebedeki melatoninin hMSClerin Ocn ekspresyonunu arttirdigi
belirlenmistir. Geg¢ donem osteojenik farklilagmanin bir belirteci olan Ocn gen ekspresyon
seviyelerinin kiiltiirlin 28. glinlinde kitosan/HA+Mp ve kitosan/HAp-Mp doku iskelelerinde
yiiksek olmasi, bu iskelelerin MC3T3-E1 hiicrelerinin farklilasmasi agisindan uygun

oldugunu gostermektedir ve elde edilen bu sonuglar literatiir ile de uyumludur.
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Sekil 4.57. Kitosan/HAp-bazli iskelelerde tireyen MC3T3-E1 hiicrelerine ait bagil Opn gen
ifadesi grafigi. (Istatistiksel olarak anlamli farklilik, n=3, kontrol grubu kitosan/HAp iken *
p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001).

Fosforlanmis bir glikoprotein olan osteopontin (Opn), olgunlasmamis osteoblastlar
tarafindan kiiltiirlin erken asamasinda salgilanmaktadir [182, 185]. Sekil 4.57°de verilen Opn
ekspresyon seviyelerine bakildiginda, kiiltiirtin 14. giliniinde kitosan/HAp+Mp ve
kitosan/HAp-Mp doku iskelelerinde iireyen hiicrelere ait degerlerin kontrole gore anlaml
derecede yiiksek oldugu belirlenmistir (p<0.01). Kiiltiiriin 28. giliniinde ise kitosan/HAp ve
PLGA mikropartikiil iceren (kitosan/HAp+Mp ve kitosan/HAp-Mp) doku iskelelerine ait
Opn ekspresyon seviyelerinde diisiis meydana gelirken, PLGA nanopartikiil igceren
(kitosan/HAp+Np ve kitosan/HAp-Np) doku iskelelerinde Opn gen ekspresyonu
gozlenmemistir. Daha 6nce de bahsedildigi gibi, Opn erken donem osteojenik farklilagmada
goriilen bir proteindir, dolayisiyla kiiltliriin 14. giiniinde PLGA mikropartikiil yiiklii doku
iskelelerinde yiiksek olmasi beklenen bir durumdur. Zhang ve ark’t [61], PLGA
mikropartikiillerden kontrollii bir sekilde salinan melatoninin hMSClerin Opn ekspresyonu
tizerindeki etkisini de incelemisler ve melatoninin olumlu etkisini gérmiislerdir. Elde edilen

sonugclar literatiir ile de uyumludur.

RT-PCR analizi sonucunda, kitosan/HAp+Mp ve kitosan/HAp-Mp doku iskelelerinden
salinan melatoninin MC3T3-E1 hiicrelerinin osteojenik farklilasmasin1 destekledigi

sonucuna vartlmistir. Bununla birlikte, kitosan/HAp+Np ve kitosan/HAp-Np doku
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iskelelerinde iireyen hiicrelerin gen ekspresyonlarinin ¢ok tutarli olmadigi ve bu nedenle bu
iskelelerin hiicre farklilagmasini desteklemedigi belirlenmistir. RT-PCR analizinden elde
edilen sonuglar ALP ve kollajen analizi verileri ile de uyumludur. PLGA nanopartikiil yiikli
kitosan/HAp doku iskelelerinin hiicre farklilasmasini desteklememesinin, bu iskelelerden
salinan melatonin ile ilgili olmadig: diisiiniilmektedir. Nanopartikiillerin doku iskelesinin
gozeneklerinden uzaklasarak hiicre icerisine alindiklari ve bu durumun da hiicre
farklilasmasin1 olumsuz yonde etkiledigi sonucuna varilmistir. Tiim analiz verileri
incelendiginde, genel olarak daha olumlu sonuglar verdiginden, ¢alismanin bundan sonraki

asamalarinda kullanilmak tizere kitosan/HAp+Mp doku iskeleleri se¢ilmistir.

4.7. hMSCler ile Yiiriitiilen /n Vitro Hiicre Kiiltiir Cahsmalar1

4.7.1. hMSClerin karakterizasyonu

Sekizinci pasajdaki hMSClerin karakterizasyonu i¢in 7 giin siiren in vitro hiicre kiiltiir
calismalar1 gergeklestirilmistir. Hiicrelerin iiremeleri ve morfolojileri 24 gozIlii kiiltiir
kaplarinda incelenmistir. Karakterizasyon c¢aligmalar1 sonucunda, MTT analizi ile elde
edilen absorbans degerleri (Sekil 4.58-a) ve hemositometrik sayim ile hesaplanan hiicre

sayist degerlerinin (Sekil 4.58-b) zamana kars1 grafikleri elde edilmistir.
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Sekil 4.58. hMSClere ait (a) MTT analizi sonucu elde edilen hiicre iireme grafigi, (b)
hemositometrik sayim sonucu elde edilen tireme grafigi ve (c) optik mikroskop goriintiileri
(10 X).

Sekil 4.58-b’den elde edilen veriler kullanilarak, hMSClerin 6zgiil iireme hiz1 0.017 sa™,
ikilenme siiresi ise 41 sa olarak hesaplanmistir. Literatiirdeki calismalar incelendiginde
kemik iligi kokenli hMSClerin ikilenme siiresinin 40 sa civarinda oldugu belirtilmis,
dolayisiyla yapilan karakterizasyon ¢alismalar1 sonucu elde edilen ikilenme siiresinin ilgili
literatiirle uyumlu oldugu gorilmiistir [188, 189]. Hiicrelerin kiiltiir siiresince
morfolojilerini incelemek amaciyla kiiltiiriin ilk 4 giinii boyunca optik mikroskop goriintiileri
alimmustir. Sekil 4.58-c’de verilen optik mikroskop goriintiilerinden, hiicrelerin kiiltiir siiresi

boyunca saglikli bir sekilde kiiltiir kabinda tiredikleri belirlenmistir.
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4.7.2. Kitosan/HAp+Mp doku iskeleleri ile yiiriitiilen in vitro hiicre Kkiiltiir calismalari
Preosteoblastik MC3T3-E1 hiicrelerinin osteojenik farklilagsmasini en ¢ok destekleyen doku
iskelesinin kitosan/HAp+Mp oldugu yapilan in vitro hiicre kiiltir caligmalar ile
belirlenmisti. Tez caligmast kapsaminda segilen bu iskelenin hMSClerin farklilagsmasi
tizerinde de olumlu etkisinin olup olmadiginin incelenmesi amaciyla 28 giin siiren hiicre
kiltiir calismalar1 gergeklestirilmistir. Kontrol amaciyla melatonin icermeyen (bos) PLGA
mikropartikiillerin iskelenin {iretimi asamasinda yapiya katilmasiyla elde edilen
kitosan/HAp iskeleler kullanilmistir. Bos ve melatonin yiiklii PLGA mikropartikiilleri igeren
doku iskeleleri sirasiyla, kitosan/HAp+Mp(-) ve kitosan/HAp+Mp(+) seklinde ifade
edilmistir. Kitosan/HAp+Mp(-) doku iskeleleri kontrol amaciyla kullanilmistir.

Doku iskeleleri igerisinde iireyen hiicrelerin mitokondriyal aktiviteleri MTT analizi ile
belirlenmis ve elde edilen grafik Sekil 4.59°da verilmistir. Osteojenik ortam1 eklenmeden 1
giin oncesinde kitosan/HAp+Mp(+) doku iskelelerinde lireyen hMSClerin mitokondriyal
aktivitelerinin kontrole gore anlamli derecede diisiik oldugu goriilmiis (p<0.01), kiiltiiriin
ilerleyen giinlerinde ise gruplar arasinda anlamli bir fark gozlenmemistir (p>0.05). Ayni
zamanda, her iki doku iskelesinde iireyen hiicrelerin canliliginda kiiltiir stiresi boyunca artis
gozlenmedigi gibi, Ozellikle kitosan/HAp+Mp(-) iskelelerdeki hiicrelerin mitokondriyal

aktivitelerinin giderek diistiigii belirlenmistir.
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Sekil 4.59. Kitosan/HAp+Mp doku iskelelerinde kiiltiire edilen hMSClerin MTT sonuglari.
(Istatistiksel ~ olarak anlamli  farklar: n=3, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001,
kitosan/HAp+Mp(-) kontrol grubudur).
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Hiicrelerin doku iskelelerindeki yayilimlari ve morfolojilerini gézlemlemek amaciyla
kiltliriin 7. ve 28. glinlerinde SEM goriintiileri ¢ekilmistir (Sekil 4.60). SEM goriintiilerinde
beyaz oklar iskele igerisindeki hiicreleri gostermektedir. Buna gore, olduk¢a az sayida
hiicrenin iskelelere tutundugu ve bu hiicrelerin kiiresel morfoloji olusturup yayilmadiklari
gozlemlenmistir. MTT wverileri ile birlikte degerlendirildiginde, uyumlu sonuglar elde
edilmis ve gelistirilen doku iskelesinin hMSClerin tutunmasi ve ¢ogalmasi i¢in uygun
olmadigi sonucuna varilmigtir. Bunun nedeninin de kitosandan kaynakli oldugu
diistiniilmiistiir. Literatiirde kitosanin kok hiicrelerin yapismasini desteklemedigini belirten

cesitli caligmalar bulunmaktadir [190, 191].

Kitosanin boncuk formdaki HAp ile modifiye edilmesi, preosteoblastik 6zellikteki MC3T3-
E1 hiicrelerinin iskelelere tutunup iskeleler igerisinde ¢ogalmasini desteklemesine ragmen,
hMSCler iizerinde herhangi olumlu bir etki gdstermemistir. Sonug olarak, hMSCler iskeleye
tutunup cogalmadigindan, gelistirilen kitosan/HAp+Mp doku iskelelerinden salinan

melatoninin hMSClerin osteojenik farklilasmasi tizerindeki etkisi incelenememistir.
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Sekil 4.60. Kitosan/HAp+Mp(-) iskelelerinde iireyen hMSClerin SEM goriintiileri: (a) 7.glin
(500 X), (b) 7. giin (2,000 X), (c) 28. giin (500 X), (d) 28. gin (2,000 X);
Kitosan/HAp+Mp(+) iskelelerinde tireyen hMSClerin SEM goriintiileri: (e) 7.gilin (500 X),
() 7. glin (2,000 X), (g) 28. giin (500 X), (h) 28. giin (2,000 X). Beyaz oklar hiicreleri
gostermektedir.
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4.8. Kitosan/HAp Doku iskelelerine _Melatonin/HPBCD Inkliizyon Kompleksinin
Yiiklenmesi, Karakterizasyon ve In Vitro Hiicre Kiiltiir Calismalar:

Melatoninin ¢esitli kanser tiirleri iizerinde onkostatik (timdr gelisimini durdurucu) etki
gosterdigi  belirlenmis ve osteosarkom hiicreleri {izerinde milimolar mertebedeki
konsantrasyonlarinin hiicre proliferasyonunu azalttigi goriilmiistiir [91]. Gelistirilen doku
iskelesi-temelli sistemin osteosarkom iizerinde de etkili olabilmesi i¢in bu doku iskelelerine
melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksinin yiiklenmesine karar verilmistir. Ciinki
melatonin her ne kadar olduk¢a Onemli Ozelliklere sahip olsa da, sudaki ¢oziiniirligii
sinirlidir (~2 g/L) ve bu nedenden dolay1 kullanimi kisithidir [27]. Melatoninin sahip oldugu
amfifilik yapi, siklodekstrinlerin hidrofobik bosluguna girerek inkliizyon kompleksi
olusturmak i¢in de olduk¢a uygundur [27, 133]. Caligma kapsaminda, melatonin/HPBCD
inkliizyon kompleksinin {iretimi ile hem doku iskelelerine yiiksek miktarda melatonin
yiikklenmesi hem de hizli bir salim saglanarak osteosarkom hiicrelerinin inhibisyonu

hedeflenmistir.

Melatoninin  osteosarkom iizerindeki etkilerini inceleyen sinirli sayida ¢alisma
bulunmaktadir ve bu c¢alismalarda mikro/milimolar mertebedeki  melatonin
konsantrasyonlarinin kiiltliir ortamina dogrudan eklendigi durumda c¢esitli osteosarkom
hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigi belirlenmistir. Ornegin, Cheng ve ark’nin [97]
yaptiklar1 ¢alismada, 250 uM, 500 uM ve 1000 uM konsantrasyonundaki melatoninin insan
osteosarkom hiicreleri olan SOSP-9607 hiicre hatt1 lizerindeki etkisi incelenmis ve hiicre
proliferasyonunun melatonin konsantrasyonundaki artiga bagli olarak azaldigi belirlenmistir.
Liu ve ark. [91] ise 0-10 mM araligindaki melatonin konsantrasyonunun insan osteosarkom
hiicreleri olan MG-63 hiicrelerine olan etkilerini incelemistir. Sonu¢ olarak, 4-10 mM
konsantrasyonundaki melatoninin hiicre proliferasyonunu onemli derecede inhibe ettigi
belirtilmistir. Literatiirdeki smirli sayidaki calismalar g6z oniinde bulunduruldugunda,
kitosan/HAp+Mp doku iskelelerine yiiklenecek melatonin miktarinin hiicre kiiltliriinde ~8

mM’a denk gelecek sekilde olmasina karar verilmistir.

Grubumuz tarafindan daha 6nce yapilan bir calismada, oda kosullarinda 3 giin siiren
melatonin/HPBCD inkliizyon kompleks olusumu, mikrodalga enerjisiyle 90 s gibi oldukca
kisa bir siireye diisiiriilmiistiir. Gergeklestirilen faz ¢oziiniirliik ¢alismalart sonucunda
melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksinin olusumu i¢in optimum mikrodalga kosullari ise
900 W, 90 s ve 60°C olarak belirlenmistir [133]. Uretilen ve karakterize edilen bu
melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksi tez kapsaminda gelistirilen kitosan/HAp+Mp doku
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iskelelerine yiiklenmis ve yiikleme veriminin belirlenmesine yonelik yapilan ¢alismalarda
iskele basina yiiklenen melatonin miktar1 2.27 + 0.24 mg olarak belirlenmistir. Bu deger de

hiicre kiiltliriinde yaklasik olarak 8 mM’a denk gelmektedir.

4.8.1. SEM analizi

Uretilen melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksi yiiklii kitosan/HAp+Mp doku iskeleleri
icerisindeki inkliizyon kompleksinin dagilimini belirlemek amaciyla SEM goriintiileri
cekilmigtir. Sekil 4.61°de verilen SEM goriintiilerinde kirmizi okla gdsterilen inkliizyon
komplekslerinin iskele igerisine homojen bir sekilde dagildiklari, iskele gozenekliligini ve
gozeneklerin i¢sel olarak baglantisin1 olumsuz yonde etkilemedikleri belirlenmistir. Ayrica,
amorf yapiy1 ifade eden diizensiz partikiiller, melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksinin

basarili bir sekilde olustugunu kanitlamaktadir.

N a)l‘

— 100 um EHT=20.00 kV Mag=250 X I — 20 ym EHT=20.00 kV Mag=1.00 KX

— 10 ym EHT=20.00 kV Mag=2.00 KX | — 10 Hm EHT=20.00 kV Mag=3.00 KX

Sekil 4.61. Melatonin/HPBCD yiikli kitosan/HAp+Mp doku iskelelerinin farkl
biiylitmelerdeki SEM goriintiileri: (a) 250 X, (b) 1,000 X, (c) 2,000 X ve (d) 3,000 X.
(Kirmizi  oklar iskele igerisindeki melatonin/HPBCD  inkliizyon kompleksini
gostermektedir).
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4.8.2. ATR-FTIR analizi

Melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksinin kitosan/HAp+Mp doku iskelesinin yapisina
katilip katilmadiginin degerlendirilmesi amaciyla ATR-FTIR analizi gerceklestirilmistir.
Inkliizyon kompleksi icermeyen ve iceren doku iskelelerinin spektrumlari, sirastyla Sekil

4.62-a ve Sekil 4.62-b’de sunulmustur.

e
100+

% (a)'wm‘x\‘/\d//

% Gegirgenlik

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Dalgaboyu (cm™)

Sekil 4.62. (a) Kitosan/HA+Mp ve (b) kitosan/HA+Mp/ik doku iskelelerine ait ATR-FTIR
spektrumlari.

Sekil 4.62-a’daki piklerden farkli olarak, Sekil 4.62-b’de 3350 cm™! dalga boyunda gériilen
genis pik HPBCD’in yapisindaki O-H gruplarina, 945 cm™ ve 855 cm™’deki pikler ise
HPBCD’nin metilen gruplarinin asimetrik gerilme titresimlerine aittir [192, 193]. HPBCD’e
ait tim bu piklerin varligi, kitosan/HA+Mp doku iskelesinin yapisina melatonin/HPBCD
inkliizyon kompleksinin basarili bir sekilde yiiklendigini kanitlamaktadir. Ayrica, Sekil
4.62-b’de melatonine ait 2500-3000 cm™' dalga boyu araligindaki karakteristik C-H
piklerinin goriilmemesi, HPBCD molekiillerinin igerisine giren melatonine ait pikleri
maskelemesinden kaynaklanmakta ve bu durum da inkiizyon kompleksinin basarili bir

sekilde olustugunu kanitlamaktadir.
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4.8.3. In vitro melatonin salim
Melatonin/HPBCD vyiiklii kitosan/HAp+Mp doku iskeleleri ile 5 giin boyunca yiiriitiilen in

vitro melatonin salim caligmalarinin sonuglarin1  gosteren grafikler Sekil 4.63’te

sunulmustur.
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Sekil 4.63. Kitosan/HAp+Mp doku iskelelerinden salinan melatoninin: a) ylizdece kiimiilatif
salim degerleri, b) iskele basina salinan miktarlari.

Doku iskelelerine yiiklenen melatoninin salimin ilk 20 dk’sina kadar yaklasik %80’inin
(~2.02 mg), kalan melatoninin ise 5 giinlin sonunda tamaminin doku iskelelerinden salindig:
belirlenmistir (~2.27 mg). Tez c¢alismast kapsaminda, MG-63 insan osteosarkom
hiicrelerinin proliferasyonunun ani salinan yliksek konsantrasyondaki melatonin sayesinde
inhibe edilmesi hedeflendiginden, elde edilen ani ve kisa siireli melatonin salimi istenilen

bir salim davranisidir.

4.8.4. MTT analizi

Hazirlanan melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksi, hem bos hem de melatonin yiikli
PLGA mikropartikiilleri iceren kitosan/HAp iskelelerine yiiklenmis ve insan osteosarkom
hiicreleri olan MG-63 hiicreleri ile 3 giin siiren in vitro hiicre kiiltiir caligmalar
gerceklestirilmistir. Hiicreler, TCPS yiizeylere ekildikten 24 sa sonra fiizerlerine doku
iskeleleri konulmus ve doku iskelelerinden salinan melatoninin hiicreler iizerindeki etkisi
dolayli olarak incelenmistir. Hiicre kiiltiir caligmalarinda ayrica inkliizyon kompleksi ytiklii
olmayan kitosan/HAp+Mp iskeleleri de kullanilmistir. Hiicre canliligini gésteren MTT

analiz sonuglar1 Sekil 4.64°te sunulmustur.
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Sekil 4.64. Kitosan/HAp doku iskeleleri ile dolayli olarak etkilesen MG-63 hiicrelerinin
MTT sonuglarin1 gsteren grafik. (Istatistiksel olarak anlam farkliligi, kitosan/HAp+Mp(-)
kontrol grubu iken, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001).

Sekil 4.64’te  verilen MTT sonuglar1t incelendiginde, kiiltiirtin  ilk  gilinlinde
kitosan/HAp+Mp(-)/ik grubuna ait optik yogunluk degerinin kontrole gore istatistiksel
olarak anlamli derecede diisiik oldugu belirlenmistir (p<0.001). Kiiltiiriin 2. ve 3. giinlerinde
ise tim inklizyon kompleks yiikli iskelelerden (kitosan/HAp+Mp(-)/ik ve
kitosan/HAp+Mp(+)/ik) salinan melatoninin hiicrelerin proliferasyonunu énemli derecede
azalttigr gorilmiistiir (p<<0.001). Kiiltiiriin son giiniinde ise, kitosan/HAp+Mp(+)/ik doku
iskeleleri ile etkilesen MG-63 hiicrelerinin MTT degerlerinin kontrole gére anlamli derecede
yiiksek oldugu goriilmiistiir (p<0.01). Bu durumun, PLGA mikropartikiillerinden salinan

melatoninin hiicre proliferasyonunu arttirmasindan dolay: kaynaklandig1 diistintilmdistiir.

4.8.5. Optik mikroskop ile goriintiileme

Hiicrelerin kiiltiir stiresi boyunca canliliklarini ve morfolojisilerini incelemek amaciyla optik
mikroskop goriintiileri ¢ekilmistir (Sekil 4.65). inkliizyon kompleksi yiiklii doku iskeleleri
(kitosan/HAp+Mp(-)/ik ve kitosan/HAp+Mp(+)/ik) ile etkilesen hiicrelerin morfolojilerinin
kiltiiriin ilk gilinlinden itibaren bozulmaya bagsladig1 ve kiiltiiriin ilerleyen giinlerinde
hiicrelerin neredeyse tamaminin yikama islemi sonucu kiiltiir kabindan uzaklastigi
belirlenmistir. Inkliizyon kompleksi icermeyen iskelelerle (kitosan/HAp+Mp(+) ve
kitosan/HAp+Mp(-)) etkilesen hiicrelerin ise kiiltiir kabinin ortasinda az sayida olduklar:
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belirlenmistir. Bunun nedeninin, doku iskelelerinin kiiltiir kab1 igerisinde hiicrelerin
tizerinde bulunmasina bagli olarak hiicrelerin ortamdaki oksijen ve besinlerden yeterince
yararlanamamalar1 oldugu diisiiniilmiistiir. Iskelelerin etrafinda ise hiicrelerin cogaldigi,
ozellikle kitosan/HAp+Mp(+) iskeleleri ile etkilesen hiicrelerin saglikli bir sekilde ¢ogaldig
ve morfolojilerini korudugu belirlenmistir. Optik mikroskop goriintiilerinin MTT degerleri

ile de uyumlu oldugu sonucuna varilmstir.

TCPS

Kitosan/HAp+Mp(-)

Kitosan/HAp+Mp(-)/ik

Kitosan/HAp+Mp(+)

Kitosan/HA+Mp(+)/ik

Sekil 4.65. Doku iskeleleri ile etkilestirilen MG-63 hiicrelerine ait optik mikroskop
goriintileri (10 X).
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4.8.6. Hiicre dongii analizi

Doku iskelelerinden hizli ve yiiksek miktarda salinan melatoninin MG-63 hiicrelerinin

proliferasyonunu hiicre dongiisiiniin hangi fazinda inhibe ettiginin belirlenmesi amaciyla

akis sitometri ile hiicre dongii analizi gergeklestirilmistir. Akis sitometrisinden elde edilen

histogramlar ve bu histogramlardaki veriler kullanilarak olusturulan grafikler, sirasiyla Sekil

4.66 ve Sekil 4.67°de verilmistir.
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Sekil 4.66. Akis sitometrisinden elde edilen histogramlar: (a) Kitosan/HAp+Mp(-), (b)
Kitosan/HAp+Mp(+), (¢) Kitosan/HAp+Mp(-)/ik ve (d) Kitosan/HAp+Mp(+)/ik.
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Sekil 4.67. Doku iskeleleri ile dolayl olarak etkilesen MG-63 hiicrelerinin hiicre dongi
analiz sonuglari. (Istatistiksel olarak anlam farkliligi, kitosan/HAp+Mp(-) kontrol grubu
iken, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001).

Hiicre dongii analizi diploid hiicrelerde oldukca basarili sonu¢ vermektedir. MG-63 hiicreleri
hipotriploid yapida olduklarindan hiicre dongii fazlar1 ¢cok net ayirt edilememekle birlikte
(Sekil 4.66), elde edilen sonuglarin anlamli oldugu goriilmiistiir. Hiicre dongii analizi i¢in
kontrol grubu olarak kitosan/HAp+Mp(-) doku iskeleleri se¢ilmistir. Inkliizyon kompleksi
yiikli kitosan/HAp doku iskeleleri (kitosan/HAp+Mp(+)/ik ve kitosan/HAp+Mp(-)/ik) ile
etkilestirilen MG-63 hiicrelerinin  Go/G1 fazindaki sayilarinin, diger gruplara gore
istatistiksel olarak anlamli derecede yilizdece yiiksek oldugu belirlenmistir (p<0.01). S
fazinda ise gruplar arasinda belirgin bir fark gézlenmemis (p>0.05), ancak G»/M fazinda
kitosan/HAp+Mp(-)/ik ve kitosan/HAp+Mp(+)/ik gruplarina ait hiicre sayis1 yiizdelerinin
kontrole gore anlaml1 derecede diisiik oldugu goriilmiistiir (p<0.01). Sonug olarak inkliizyon
kompleksi yiiklii kitosan/HAp doku iskelelerinden salinan melatoninin MG-63 insan
osteosarkom hiicrelerinin proliferasyonunu Go/Gi fazinda inhibe ettigi belirlenmistir (Sekil

4.67).

Literatiirdeki bir ¢alismada, 4-10 mM konsantrasyon aralifindaki serbest melatoninin MG-
63 insan osteosarkom hiicrelerinin dongiisiinde Go/G; fazindaki hiicrelerin artmasina, S ve
G2/M fazindaki hiicrelerin sayisinin ise azalmasina neden oldugu belirlenmistir [91]. Bir

diger caligmada ise 1 nM-1 mM konsantrasyon araligindaki melatonin, normal insan fetal
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osteoblastik hiicre hatti (hFOB) ile etkilestirilmis ve bu konsantrasyonlardaki melatoninin
hiicre dongiisii izerindeki etkisi incelenmistir. Sonucta, 1 mM melatonin konsantrasyonunun
Go/G1 fazindaki hiicrelerin sayisini arttirirken, G2/M fazindaki hiicrelerin sayisini azalttigi
belirlenmistir [158]. Tez caligmas1 kapsaminda hiicre dongli analizinden elde edilen

sonuglarin literatiir ile de uyumlu oldugu belirlenmistir.

Yiiriitiilen hiicre kiiltiir ¢aligmalar1 sonucunda, gelistirilen doku iskelesi-temelli sistemin
MG-63 insan osteosarkom hiicrelerinin inhibisyonuna neden oldugu ve bundan dolay1 da
osteosarkom tedavisinde kullanilabilir oldugu anlagilmistir. Bu sistemin, kemik tiimoriine
sahip hastalarda tiimoriin cerrahi islemle alinmasinin ardindan olusan hasarli bolgeye lokal
olarak uygulanmasi sonucunda, hizli ve milimolar mertebede melatonin salimi ile bir yandan
cevre dokularda kalmis olabilecek kanser hiicrelerinin ortadan kaldirilmasi, bir yandan da
doku iskelesi igerisindeki mikropartikiillerden kontrollii ve uzun donemde salinan
mikromolar mertebedeki melatonin sayesinde yeni kemik doku olusumunun saglanabilecegi
distiniilmektedir.

4.9. ipek Filmlerin Uretimi, Melatonin ile Modifikasyonu ve Hiicre Kiiltiir

Cahismalan

Calismanin bu agamas1 Tiibitak Yurt Dis1 Doktora Sirast Arastirma Burs Programi destegi
ile Tufts Universitesi Biyomedikal Miihendisligi Béliimii'nden Prof. Dr. David L. Kaplan'in

laboratuvarinda gergeklestirilmistir.

4.9.1. Ipek filmlerin iiretimi

Ipek, ipekbocekleri, driimcekler ve akrepler gibi bazi lepidoptera larvalari tarafindan fiber
halde iiretilen fibroz bir proteindir ve ikincil yapilarinda tekrar eden P-tabaka yapilari
bulunmaktadir. Ipek proteinleri, genellikle epitel hiicrelerinde gergeklesen biyosentezden
sonra Ozellesmis bezler igerisinde liretilir ve burada fiberlere déniismeden 6nce depolanir.
Ipegin bilesimi, yapisi ve ozellikleri elde edildigi kaynaga bagli olarak degisiklik
gostermektedir. En ¢ok kullanilan ipekler ipek bocegi (Bombyx mori) ve oriimceklerden

(Nephila clavipes ve Araneus diadematus) elde edilenlerdir [194].

Bombyx mori ipek bocegi kozalarindan elde edilen ipek, temel olarak fibroin proteini ve
etrafindaki serisin proteininden olugmaktadir. Ipek fibroin proteini, hafif zincir (Mw ~26
kDa) ve agir zincirden (Mw ~390 kDa) olusmaktadir ve bu zincirler birbirine disiilfit
baglartyla baghdir. Ipek fibroinin yapisinda %90 oraninda glisin, alanin ve serin
aminoasitleri bulunmakta ve bu aminoasitler kristalin B-tabaka yapilar1 olusturarak ipek

fiberlerin stabilitesini saglamaktadir. Serisin proteini ise, yapiskan bir yapidadir ve ipek
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bocegi kozasmin agirhiginin  yaklasik %25-30’unu  olusturmaktadir. Serisin proteini
bagisiklik sisteminin tepkisine neden olmakta ve bu nedenle biyomedikal uygulamalardan
Oonce bu proteinin ipe8in yapisindan uzaklastirilmasi gerekmektedir [194-196]. Serisin,
ipegin NaxCOs iceren suda kaynatilmasiyla kolaylikla yapidan uzaklastirilabilmektedir
[196].

Ipek, biyouyumlu olmasi, bozunma davranisinin ve mekanik dzelliklerinin ayarlanabilmesi
ile oda kosullarinda kolayca islenebilmeleri gibi avantajlarindan dolay1 bir¢ok doku
miithendisligi ve rejeneratif tip uygulamalarinda siklikla tercih edilmektedir. Ayrica, birgok
biyomedikal uygulamalar i¢in kimyasal olarak kolayca modifiye edilebildigi gibi [197-200],
film, hidrojel, fiber ve kiire gibi oldukga ¢esitli formlarda da hazirlanabilmektedir [196].

Ipegin yapisinda daha 6nceden de bahsedildigi gibi, antiparalel pB-tabaka konformasyonlar
bulunmaktadir ve ipegin fiziksel ozellikleri yapidaki bu B-tabaka kristallerinin miktar1 ile
iligkilidir. Bu yapilar ne kadar fazlaysa, ipek o kadar kararli olmakta ve sudaki ¢oziinmezligi
artmaktadir. Ipegin yapisindaki B-tabaka kristallerini arttirmak amaciyla simdiye kadar en
cok kullanilan yontem ipegin metanol veya etanol gibi organik coziiciilere daldirilmasidir.
“Alkol ile tavlama” olarak ifade edilen bu yontemlerde ipegin B-tabaka icerigi metanol ile
tavlamada ~%355, etanol ile tavlamada ise ~%36’ya ¢ikmaktadir. Ipegin kristalin yapisini
arttirmak amaciyla kullanilan bir diger yontem ise “su ile tavlama”dir. Bu yontemde su
buhart yardimiyla yiiksek basing ve sicaklik altinda ipegin tavlanmasi islemi
gerceklestirilmekte ve ipe8in igerigindeki P-tabaka miktart ~%60’lara kadar
cikabilmektedir. Bu yontemin oda sicakliginda gergeklestirildigi durumda ise B-tabaka

miktar1 ~%30’lar civarinda olmaktadir [134].

Tez calismas1 kapsaminda ipek ¢ozeltisinin 24 gozli kiiltiir kaplarina eklenerek 1 gece
boyunca kurutulmasi ile ipek filmler iiretilmistir. Ipegin kristalinitesinin arttirilmasi
amaciyla “metanol ile tavlama” ve oda sicakliginda “su ile tavlama” islemleri

gergeklestirilmistir.

4.9.2. Ipek filmlerin yiizeyinin melatonin ile modifikasyonu

Ipek-bazli malzemeler, biyolojik olarak daha fonksiyonel hale gelmeleri icin gesitli
molekiillerle modifiye edilebilmektedirler. Ipegin islenme proseslerinde yapisal
ozelliklerinin kolayca kontrol edilebilmesi sayesinde bir¢cok hassas molekiiliin biyolojik

aktivitesinde Onemli bir azaliy meydana gelmeden ipek malzemelere yiiklenmesi
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miimkiindiir [198, 201, 202]. Ipek her ne kadar kemik doku miihendisligi icin ilgi ¢ekici bir

malzeme olsa da, osteojenik farklilasmay1 arttirmasi i¢in modifiye edilmesi gerekmektedir.

Literatiirde gerceklestirilen ¢alismalarin birinde, ipek filmler paratiroid hormonu (PTH) ve
arjinin-glisin-aspartik asit tripeptit (RGD) ile fonksiyonallestirilmis ve bu yapilarin
osteoblast-benzeri  hiicreler olan SAOS-2 hiicrelerinin  osteojenik  aktivitesini,
fonksiyonallestirilmemis yapilara gore onemli derecede arttirdig1 belirlenmistir [203]. Bir
diger ¢alismada ise, kemik morfogenetik protein-2 (BMP-2) dogrudan ipek filmler iizerine
immobilize edilmis ve insan kemik iligi stroma hiicrelerinin bu sistem {izerindeki osteojenik
farklilagsmasi incelenmistir [204]. Osteojenik farklilasma ortaminda gergeklestirilen bu
calismada, BMP-2 ile modifiye edilmemis ipek iskeleler lizerinde iireyen hiicrelerin
farklilasma kapasitesinin oldukga diisiik oldugu; modifiye edilen gruptaki hiicrelerin ise
yiiksek ALP aktivitesi ve kalsiyum birikimi gosterdigi, ayrica yiiksek miktarlarda kollajen

tip 1, kemik sialoproteini, osteokalsin ve osteopontin eksprese ettikleri belirlenmistir.

Gortildiigi tizere, ipek filmler, yapilan calismalarda ¢esitli biyokimyasal molekiillerle
modifiye edilmis ve bu sistemlerin kemik doku miihendisligi agisindan kullanilabilirligi
incelenmistir. Ancak, literatiirde ipek-bazli malzemelerin melatoninle modifikasyonuna ait
herhangi bir ¢calismaya rastlanmamistir. Bu amagla, sunulan tez ¢alismasinda melatoninin
hMSClerin proliferasyonu ve osteojenik farklilagsmasi lizerindeki etkilerini incelemek icin
farkli konsantrasyonlardaki (0-2,000 pM) melatonin ¢dzeltisi ipek filmlere emdirme

yontemiyle yiiklenmis ve bdylece ipek filmlerin yiizeyi melatonin ile modifiye edilmistir.

4.9.3. Melatoninin hMSClerin proliferasyonuna etkisinin incelenmesi

Kemik rejenerasyonu sirasinda hiicresel toksisite ve hiicre canlilig1 olduk¢a 6nemlidir. Bu
nedenle oncelikle farkli konsantrasyonlarda (0-2,000 uM) melatonin yiiklii ipek filmler
tretilmis ve bu konsantrasyonlardaki melatoninin ipek filmler iizerinde kiiltiire edilen
hMSClerin proliferasyonu tizerindeki etkileri 7 giin siiren in vitro hiicre kiiltiir ¢aligmalari
ile incelenmistir. Hiicrelerin metabolik aktiviteleri Alamar Mavisi analizi ile belirlenmis ve

elde edilen sonuglar Sekil 4.68’de gosterilmistir.
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Sekil 4.68. Melatonin ile modifiye edilmis ipek filmler {izerinde kiiltiire edilen hMSClerin
mitokondriyal aktiviteleri. (Istatistiksel olarak anlam farklilig1, 0 uM kontrol grubu iken, *
p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001).

Alamar Mavisi sonuglarina gore farkli melatonin konsantrasyonlarinin ipek filmler tizerinde
kiiltiire edilen hMSCler iizerinde 7 giin siiren ¢aligmalar boyunca belirgin bir toksik etki
yaratmadigr ve hiicrelerin kiiltiiriin ilerleyen giinlerinde ¢ogalmaya devam ettikleri
belirlenmistir (Sekil 4.68). Ancak, 62.5 uM ve 125 uM melatonin konsantrasyonlarmin
kiiltiiriin ilk giiniinde hiicrelerin proliferasyonunu azalttig1 (p<0.01 ve p<0.001) ve kiiltiiriin
ilerleyen giinlerinde de bu degerlere ait floresan siddetlerinin kontrole gore istatistiksel
olarak anlamli derecede diisiik oldugu goriilmiistiir. Kiiltiirtin 5. ve 7. gilinlerinde ise 2,000
uM melatonin konsantrasyonu, hiicre proliferasyonunu onemli derecede azaltmistir
(p<0.001). Melatoninin 250 uM, 500 pM ve 1,000 pM konsantrasyonlarinin ise kiiltiiriin
tiim giinlerinde hMSClerin mitokondriyal aktiviteleri iizerinde olumsuz bir etkisi olmadig:
belirlenmis (p>0.05) ve bu nedenle ¢alismanin ilerleyen kisimlarinda bu ii¢ konsantrasyonun

kullanilmasina karar verilmistir.

4.9.4. In vitro melatonin sahm calismalar
In vitro salim ¢alismalar1 “metanol ile tavlanmis” ve “su ile tavlanmis” ipek filmler

kullanilarak 4 paralel 6rnek ile gerceklestirilmistir. Salinan melatonin konsantrasyonunun

158



belirlenmesi icin kullanilan kalibrasyon grafigi Sekil 4.69°da sunulmustur. Bes giin siiren

salim ¢alismalar1 sonucunda kiimiilatif melatonin salim kinetigi Sekil 4.70’de verilmistir.
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Sekil 4.69. Salinan melatonin konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in kullanilan kalibrasyon
grafigi.
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Sekil 4.70. (a) Metanol ile tavlanmis, (b) su ile tavlanmis ipek filmlerden kiimiilatif yiizde
melatonin salimi.

Hem metanol ile tavlanmis hem de su ile tavlanmis ipek filmlerden melatonin saliminin

biiyiik bir kismi ilk 24 saatte ani patlama etkisi ile ger¢eklesmis ve sonrasinda 5 giin boyunca

kontrollii bir sekilde devam etmistir (Sekil 4.70). Ipek filmlerin p-tabaka miktarlarmi

arttirmak i¢in uygulanan tavlama yontemlerinin melatonin salimi iizerinde belirgin bir

etkisinin olmadig1 goriilmiistiir. Farkli konsantrasyonlarda melatonin igeren ipek filmlerden
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saliman kiimiilatif melatonin miktarlar1 incelendiginde, 250 uM, 500 uM ve 1,000 uM
melatonin konsantrasyonlarina ait melatonin salim degerleri 5 giiniin sonunda sirasiyla,
yaklasik 17 pg, 35 pg ve 70 pg olarak belirlenmistir. Bu grafikten yararlanilarak belirli
zamanlarda ipek filmlerden salinan kiimiilatif melatonin miktarlar1 Cizelge 4.7°de

sunulmustur.

Cizelge 4.7. Ipek filmlerden salinan kiimiilatif melatonin miktarlari.

Metanol ile Tavlama Salinan Melatonin Miktar1 (ug/300 pL. PBS)
Melatonin konsantrasyonu (uM) |Osa| 2sa | 4sa | 24sa | 72sa | 96sa | 120 sa
1000 0.00/50.69| 61.19 | 68.21 | 71.34 | 72.73 | 74.11
500 0.00/23.37] 29.41 | 33.60 | 34.84 | 35.60 | 36.21
250 0.00|11.83| 14.21 | 16.33 | 16.70 | 16.71 | 16.81

Su ile Tavlama Salinan Melatonin Miktar:1 (ug/300 pLL PBS)
Melatonin konsantrasyonu (uM) |Osa| 2sa | 4sa | 24sa | 72sa | 96sa | 120 sa
1000 0.00|50.10| 59.00 | 66.28 | 70.59 | 73.47 | 74.44
500 0.00|24.59| 29.00 | 34.51 | 36.05 | 36.95 | 37.19
250 0.00|13.43| 1495 | 16.92 | 17.07 | 17.15 | 17.24

Melatoninin ipek filmlerden salim davranisinda belirgin bir fark olmamasindan dolayi, ¢cok
daha kisa siiren bir yontem oldugundan calismanin bundan sonraki asamalarinda ipek
filmlerin B-tabaka igeriginin arttirilmasi i¢in metanol ile tavlanmasina karar verilmistir.

4.9.5. Ipek filmler iizerinde Kiiltiire edilen hMSClerin osteojenik farklilasmasinin

incelenmesi

Melatoninin ii¢ farkli konsantrasyonunun (250, uM, 500 uM ve 1,000 uM) metanol ile
tavlanmis ipek filmlerde kiiltiire edilen hMSClerin osteojenik farklilagmasi iizerindeki
etkisinin incelenmesi amaciyla 21 giin siiren in vifro hiicre kiiltiir c¢aligmalar
gerceklestirilmistir. Ayrica, se¢ilen melatonin konsantrasyonlarinin, osteojenik farklilasma
faktorlerinin bulunmadigi durumda hiicrelerin farklilagmasi {izerinde etkisinin olup

olmadiginin incelenmesi amaciyla sadece biiyiime ortami ile de ¢alismalar siirdiiriilmiistiir.

4.9.5.1. Hiicre canhiliginin belirlenmesi

Melatonin yiklii ipek filmler {izerinde kiiltiire edilen hiicrelerin metabolik aktiviteleri
Alamar Mavisi analizi ile 21 gilin boyunca incelenmistir. Biiylime ortam1 ve farklilagsma
ortaminda kiiltiire edilen hiicrelere ait grafikler, sirasiyla, Sekil 4.71-a ve Sekil 4.71-b’de

sunulmustur.
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Sekil 4.71. Ipek filmler iizerinde kiiltiire edilen hiicrelerin mitokondriyal aktiviteleri: (a)
biiyiime ortami, (b) farklilasma ortamu. (Istatistiksel olarak anlam farklihig, 0 uM kontrol
grubu iken, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001).

Melatonin ile modifiye edilmis ipek filmler {izerinde kiiltiire edilen hMSClerin biiylime
ortamindaki mitokondriyal aktiviteleri ilk 7 giin boyunca tiim melatonin konsantrasyonlari
icin benzerdir ve sadece kiiltiiriin ilk giiniinde 1,000 uM melatonin konsantrasyonu haricinde
(p<0.05) kontrolle arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir (p>0.05).
Ancak, kiiltiiriin 14. giintinde, 500 puM (p<0.05) ve 1,000 pM (p<0.01) melatonin
konsantrasyonlarinin hiicrelerin mitokondriyal aktivitelerini 6nemli derecede arttirdig:
gorilmistir (Sekil 4.71-a). Melatoninin hiicre {iiremesi {iizerindeki etkisi farklilagsma
ortaminda kiiltiire edilen hiicrelerde ¢cok daha belirgin bir sekilde gozlenmistir (Sekil 4.71-
b). Kiiltiiriin 7. gilinlinden itibaren, tlim melatonin konsantrasyonlarmin hiicrelerin
mitokondriyal aktivitelerini kontrole gore istatistiksel olarak belirgin bir sekilde arttirdigi
gorilmiistiir.

Literatiirde biiyiime ortaminda gerceklestirilen bir calismada, mikromolar mertebedeki (50
uM, 100 uM ve 150 uM) melatonin konsantrasyonlarinin kemik iligi kdkenli hMSClerin
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proliferasyonunu konsantrasyon bagimli olarak arttirdigi belirtilmistir [177]. Bunun yant
sira, yapilan bir calismada serbest haldeki farkli melatonin konsantrasyonlariin (0.01 uM,
I uM ve 100 uM) hMSClerin proliferasyonu iizerinde belirgin bir etkisinin olmadigi
gorilmistir [205]. Bir diger ¢alismada ise, melatonin yiikli PLGA mikropartikiiller
tiretilmis ve mikropartikiillerden salinan melatoninin farklilagma ortaminda kiiltiire edilen

hMSClerin proliferasyonu tizerinde belirgin bir etkisinin olmadig1 gorilmistiir [61].

Tez  kapsaminda  gerceklestirilen  ¢alismada  ise, melatoninin  mikromolar
konsantrasyonlarinin (250 uM, 500 uM ve 1,000 uM) ipek filmler iizerinde kiiltiire edilen
hMSClerin proliferasyonunu biiyiime ortaminda pek etkilemedigi, ancak farklilagsma

ortaminda 6zellikle kiiltiiriin ilerleyen giinlerinde arttirdig1 sonucuna varilmistir.

4.9.5.2. Hiicre morfolojisinin incelenmesi

Melatonin ile modifiye edilmis ipek filmler {izerinde biiylime ve farklilagma ortami
igerisinde kiiltiire edilen hMSClerin morfolojilerini incelemek amaciyla kiiltiiriin 7. glinlinde
F-aktin/DAPI boyamasi gergeklestirilmis ve hiicrelerin floresan mikroskop goriintiileri Sekil

4.72’de verilmistir.

Biiyiime Ortam Farkhlasma Ortami

1000 uM 500 uM 1000 pM 500 pM
; : : -

Sekil 4.72. Ipek filmler iizerinde biiyiime ve farklilasma ortaminda kiiltiire edilen hiicrelerin
kiiltiiriin 7. giiniine ait floresan mikroskop goriintiileri (mavi renk: hiicre ¢ekirdegini; kirmiz
renk: aktin filamentlerini gostermektedir, 10 X biiyiitme, 6lgek cubuklari 100 uM’yi temsil
etmektedir).

Mezenkimal kok hiicreler, kendini siirekli yenileyebilme kapasitesine sahip olan, kemik,
kikirdak, yag, kas ve sinir hiicresi gibi bir¢ok dokuya ait hiicreye doniisebilme yetenegi olan

hiicrelerdir. Hiicre yapismasi, biiyiimesi ve sinyalizasyon gibi ¢esitli hiicre davraniglarinda
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mezenkimal kok hiicrelerin hiicre iskeletlerinde meydana gelen degisimler olduk¢a 6nemli
bir rol oynamaktadir. Boylece, hiicreler go¢ etmekte, boliinmekte ve farklilasma sirasinda
sekillerini korumaktadirlar [206, 207]. Sunulan ¢alismada, biiyiime ve farklilagsma ortaminda
kiltiire edilen hiicrelerin morfolojilerinde ¢ok belirgin bir degisim olmamakla birlikte,
detayli incelendiginde biliylime ortamindaki hiicrelerin aktin filamentlerinin daha uzun ve
birbirine paralel oldugu, osteojenik ortamdakilerin ise daha yogun ve karmasik bir yapida
olduklar1 belirlenmistir. Bu da literatiirde de belirtildigi gibi hiicrelerin osteojenik

farklilasmaya bagladiginin bir gostergesidir [207].

4.9.5.3. ALP aktivitesinin tayini

Yiizeyi melatonin ile modifiye edilmis ipek filmler iizerinde hem biiylime ortami1 hem de
farklilasma ortamu igerisinde kiiltiire edilen hMSClerin ALP aktiviteleri, kiiltiiriin 7. ve 14.
giinlerinde ALP boyamasi ile tayin edilmistir. ALP boyamalarinin floresan siddeti
spektrofotometrik olarak belirlenmis ve her grup icin DNA miktarina gore normalize
edilmistir. Hiicrelerin ALP aktivitelerini gosteren grafikler ve kiiltiiriin 7. giiniine ait ALP

boyamalar1 Sekil 4.73’te verilmistir.
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Sekil 4.73. Ipek filmler iizerinde kiiltiire edilen hMSClerin ALP aktiviteleri: (a) bilyiime
ortamu, (b) farklilasma ortam. (Istatistiksel olarak anlam farklilig1, 0 uM kontrol grubu iken,
* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001); (c) biiyiime ortaminda ve (d) farklilagma ortaminda
kiiltiire edilen hMSClerin kiiltiiriin 7. giiniindeki ALP boyama goriintiileri (4 X).

163



Daha onceden de bahsedildigi gibi ALP, erken donem osteojenik farklilasmanin bir
gostergesidir. Kiiltlirlin 7. giiniinde, biiylime ortaminda kiiltiire edilen hiicrelerin ALP
aktivitelerinde 250 uM ve 500 uM melatonin konsantrasyonlarinda bir miktar artis olurken
(p<0.05), 1,000 uM melatonin konsantrasyonunda ¢ok daha fazla bir artis meydana gelmistir
(p<0.01). Kiiltiiriin 14. giliniinde ise gruplar arasinda belirgin bir fark goriillmemistir (Sekil
4.73-a). Buna karsin, melatoninin tiim konsantrasyonlari, osteojenik ortamda kiiltiire edilen
hiicrelerin ALP aktivitesini kiiltiirlin 7. giinlinde istatistiksel olarak Onemli derecede
arttirmistir (p<0.001). Kiiltiiriin 14. giinlinde ise, 500 uM melatonin konsantrasyonuna ait
ALP aktivitesi kontrole gore bir miktar diisikkken (p<0.05), diger gruplar arasinda fark
goriilmemistir. ALP aktivitesinin  kiiltiirtin  14. giinlinde 500 puM melatonin
konsantrasyonunda diger gruplara gore diisiik olmasi, bu grubun maksimum ALP degerine
digerler gruplardan daha 6nce ulastig1 ve sonrasinda diger gruplardaki ALP aktiviteleri hala
artig gosterirken, bu grupta diismeye baslamasi ile agiklanabilir. Ayrica, melatonin
icermeyen ipek filmlerde hem biiylime hem de osteojenik ortamda kiiltiire edilen hiicrelerin
ALP aktiviteleri kiiltiiriin 7. giinlinden 14. giiniine bir artis gostermistir. Dolayisiyla ipek
filmlerin yilizeyinin melatonin ile modifikasyonu, hiicrelerin kontrole gore daha erken
farklilagsmasin1 saglamistir. Sonug¢ olarak 250 uM, 500 uM ve 1,000 uM melatonin
konsantrasyonlar1 hem biiyiime hem de osteojenik ortamda kiiltiire edilen hiicrelerin erken
donem osteojenik farklilagmasini indiiklemistir. Ancak, osteojenik ortamdaki B-gliserol
fosfat, askorbik asit ve dekzametazon gibi farklilagma faktorlerinin varliginda melatoninin

etkisi cok daha belirgindir.

Literatiirde, melatoninin farkli konsantrasyonlarinin osteojenik farklilasma faktorlerinin
varliginda ve yoklugunda hMSClerin farklilagsmasi iizerindeki etkilerini ayn1 anda inceleyen
bir ¢aligma bulunmamaktadir. Calvo-Guirado ve ark., 50 uM melatonin konsantrasyonunun
biiyiime ortaminda kiiltiire edilen kemik iligi kokenli h(MSClerin ALP aktivitesini arttirdigini
belirtmislerdir [Calvo-Guirado et al., 2015]. Zhang ve ark. [Zhang et al., 1013] ise, PLGA
mikropartikiillerden kontrollii bir sekilde salinan mikromolar konsantrasyondaki
melatoninin osteojenik farklilagsma ortaminda kiiliire edilen kemik iligi kokenli hMSClerin
ALP aktivitesini arttirdigin1 vurgulamislardir. Sonug olarak, ALP aktivitesinin tayini sonucu

elde edilen sonuglarin literatiir ile de uyumlu oldugu goriilmiistiir.

4.9.5.4. immiin boyama ¢alismalar
Melatoninin, hMSClerin ve preosteoblastlarin olgun osteoblastlara doniismesindeki etki

mekanizmasinin  ERK  1/2 ve Wnt/B-katenin sinyal yollar1 iizerinden gerceklestigi
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bilinmektedir. Bu sinyal yollarinda melatonin ile aktive olan melatonin reseptorleri MAPK
aktivitesinin artmasina yol agmakta ve bu da sitoplazma igerisinde ALP aktivitesini
arttirmaktadir. MAPKIlarin aktivasyonu ile ayni zamanda RUNX2 ekspresyonunda artis
gozlenmekte ve sonrasinda da OCN ekspresyonu tetiklenmektedir [46, 208]. Bu nedenle,
ipek filmler {izerinde kiiltiire edilen hMSClerin biiyiime ve farklilagsma ortamlarindaki
osteojenik farklilasma kapasiteleri, sirasiyla erken ve ge¢ donem osteojenik farklilagma
belirtegleri olan RUNX2 ve OCN proteinlerinin ekspresyon seviyelerinin immiin
boyamalarla belirlenmesi ile incelenmistir. Kiiltliriin 7. ve 14. gliniine ait floresan mikroskop

goriintiileri, sirastyla, Sekil 4.74 ve Sekil 4.75’te verilmistir.
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Sekil 4.74. Biiylime ve farklilagma ortaminda yiizeyi melatonin ile modifiye edilmis ipek
filmler iizerinde kiiltiire edilen hMSClerin kiiltiiriin 7. gliniine ait RUNX2 ve OCN immiin
boyama goriintiileri (mavi renk: hiicre ¢ekirdegini; yesil renk: RUNX2 ve OCN
ekspresyonlarin1  gostermektedir, 10 X biliyiitme, Olcek cubuklart 100 pM’yi temsil
etmektedir).

RUNX2 proteini, osteojenik farklilasma i¢in temel farklilasma faktorlerindendir ve

olgunlagsmamis osteoblastlarda ekspresyonu artarken, olgun osteoblastlarda azalmaktadir

[209]. Kiiltiiriin 7. gliniine ait floresan mikroskop goriintiileri incelendiginde (Sekil 4.74),
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bliyiime ortaminda melatonin olmadigi kosulda, neredeyse hi¢ RUNX2 ekspresyonu
gbzlenmemistir. Ancak, 250 uM, 500 uM ve 1,000 uM melatonin konsantrasyonlarinda
kontrole géore RUNX2 ekspresyonunda belirgin bir artis meydana gelmistir. Farklilasma
ortaminda ise tiim gruplarda biiylime ortamina gore RUNX2 ekspresyon siddetinde artis
meydana gelmistir. Bu beklenen bir sonuctur ¢iinkii farklilasma ortaminda bulunan -
gliserol fosfat, askorbik asit ve dekzametazon gibi faktorler osteojenik farklilagmay1
indiiklemistir. Bununla birlikte, farklilasma ortaminda kiiltiire edilen hiicreler melatonin
varliginda daha fazla RUNX2 proteini eksprese etmislerdir ve en yiiksek ekspresyon seviyesi

250 uM melatonin konsantrasyonunda goriilmiistiir.

OCN ise sadece kemik dokusuna 6zgii bir hiicre dig1 matris proteinidir ve farklilasmanin geg
donemlerinde farklilasmis osteoblastlar ve olgun osteositler tarafindan sentezlenirken,
osteoprojenitor hiicreler veya mezenkimal kok hiicreler tarafindan sentezlenmezler [210].
Ipek filmler {izerinde hem biiyiime hem de farklilasma ortaminda kiiltiire edilen hiicrelerin
kiiltiiriin 7. glinline ait OCN ekspresyon seviyeleri 250 uM, 500 uM ve 1,000 uM melatonin
konsantrasyonlari ile etkilesen hiicrelerde melatonin icermeyen gruplara gére daha fazladir.
OCN her ne kadar ge¢ donem osteojenik farklilagma belirteci olsa da, kiiltiiriin 7. gilinlinde
melatonin igeren gruplarda OCN ekspresyonunun goriilmesi, melatoninin hMSClerin

farklilasmasini indiikledigini kanitlamaktadir.
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Sekil 4.75. Biiylime ve farklilagma ortaminda yiizeyi melatonin ile modifiye edilmis ipek
filmler lizerinde kiiltiire edilen hMSClerin kiiltiiriin 14. giiniine ait RUNX2 ve OCN immiin
boyama goriintiileri (mavi renk: hiicre c¢ekirdegini; yesil renk: RUNX2 ve OCN
ekspresyonlarin1  gostermektedir, 10 X biliyilitme, Olcek cubuklar1 100 pM’yi temsil
etmektedir).

Kiiltiirtin 14. giiniinde de RUNX2 ve OCN ekspresyonlar1 incelenmis ve elde edilen immiin
boyama goriintiileri Sekil 4.75’te sunulmustur. Bu goriintiilerde de 7. giin ile benzer sonuglar
elde edilmistir. Ancak, hiicreler bazi1 bdlgelerde iyice ¢ogalip ipek filmlerin yiizeyinden
boyama ve yikama islemleri sirasinda kalktiklarindan, 7. glindeki kadar belirgin goriintiiler

elde edilememistir.

Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada, melatoninin kemik iligi kdkenli mezenkimal kok
hiicrelerin adipogenezini inhibe ederken, osteogenezi indiikledigi belirlenmistir [205]. Bu
da, kemik rejenerasyonunda kemik iligi kokenli kok hiicrelerinin kullanilmasinin énemini

vurgulamaktadir.
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4.9.5.5. Matris mineralizasyonu

Kemik farklilasmasinin ge¢ donemlerinde kalsiyum birikimi olduk¢a Onemlidir. Tez
calismasinda, melatonin ile modifiye edilmis ipek filmler lizerinde biiylime ve farklilasma
ortamlarinda kiiltiire edilen hMSCler tarafindan salgilanan kalsiyum birikimi Von Kossa

boyamasi ile kiiltiiriin 21. giiniinde incelenmis ve elde edilen goriintiiler Sekil 4.76’da

verilmistir.

Biiyiime Ortam Farkhlasma Ortam
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Sekil 4.76. ipek filmler iizerinde kiiltiire edilen hMSClerin kiiltiiriin 21. giiniindeki Von
Kossa boyama goriintiileri (4 X biiyiitme, 6l¢ek ¢ubuklar1 100 uM’yi temsil etmektedir).

Biiylime ortaminda kiiltiire edilen hiicrelerde melatoninin tiim konsantrasyonlarinda (250
uM, 500 uM ve 1,000 uM) kontrole gore belirgin derecede kalsiyum birikimi gézlenmistir.
Ayrica, farklilagma ortamindaki hiicrelerde daha koyu boyanmalar olmus ve yine kontrolle
kiyaslandiginda, melatoninin tiim konsantrasyonlarina ait gruplarda daha fazla boyanma
meydana gelmistir. Sonu¢ olarak, 250 pM, 500 puM ve 1,000 puM melatonin
konsantrasyonlar1 ipek filmler tizerinde hem biiylime hem de farklilagma ortaminda kiiltiire

edilen hiicrelerin kalsiyum salgisini arttirmigtir.

Gergeklestirilen tiim hiicre kiiltiir c¢alismalar1 sonucunda, melatoninin mikromolar
konsantrasyonlarinin ipek filmler {izerinde hem biiylime hem de farklilagma ortaminda
kiiltire edilen hMSClerin osteojenik farklilagmasi {izerinde oldukg¢a etkili oldugu
belirlenmistir. Her ne kadar ipek filmlerden melatoninin salimi 5 giin gibi kisa bir siirede
gerceklesse de, hiicrelerin farklilagmasi tizerindeki etkileri 3 hafta boyunca devam etmistir.
Melatonin ile modifikasyon sonucu ipek filmlerin osteoindiiktivitesi arttirilmis ve ilerde

yapilacak caligmalarda, ¢esitli ipek malzemeler iizerine melatonin adsorpsiyonu veya ipek
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fibroin ¢ozeltisi ile proses sirasinda melatoninin karistirilmasi ile tiretilecek doku iskeleleri,
mezenkimal kok hiicrelerin kemik doku miihendisligi uygulamalarinda gelecek vaat

etmektedir.
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5. GENEL SONUCLAR

Sunulan tez calismasi kapsaminda, melatoninin hem kemik doku miihendisligi hem de
osteosarkom tiizerindeki ikili etkisi incelenmistir. Melatoninin kemik doku miihendisligi
tizerindeki etkisinin incelenmesi amaciyla, Oncelikle melatonin yiiklii PLGA
nano/mikropartikiilleri {iretilmis ve ardindan bu partikiillerin kitosan/HAp yapisina katilmasi
ile doku iskeleleri hazirlanmistir. Kitosan/HAp-bazli doku iskelelerinden kontrollii ve uzun
donemde saliman melatoninin preosteoblastik MC3T3-E1 hiicrelerinin  osteojenik
farklilagsmasi {izerindeki etkileri in vitro hiicre kiiltiir caligsmalari ile incelenmistir.
Melatoninin osteosarkom iizerindeki etkisinin incelenmesi amaciyla, kitosan/HAp-bazli
doku iskelelerine melatonin-siklodekstrin inkliizyon kompleksi yiiklenerek bu sistemden
melatoninin yiiksek miktarda ve hizli salimi ile insan osteosarkom MG-63 hiicrelerinin
inhibisyonu saglanmistir. Calismanin son kisminda, melatonin ile modifiye edilmis ipek
filmler tizerinde kiiltiire edilen hMSClerin osteojenik farklilasma davraniglart biiylime ve
farklilasma ortamlarinda incelenmistir. Tez calismasi kapsaminda elde edilen O6nemli

sonuclar asagida 6zetlenmistir.

e PLGA nanopartikiillerin iiretiminin optimizasyonu i¢in homojenizasyon hizinin ve
stiresinin  partikiil {iretim verimine olan etkileri incelenmis ve en uygun
homojenizasyon hiz1 ve siiresi, sirastyla 15,000 rpm ve 7 dk olarak belirlenmistir.

e PLGA mikropartikiillerin emiilsiyon olusturma/¢oziicii buharlagtirma yontemi ile
iretiminde, organik ¢oziicii olarak DCM’in, stabilizér olarak da PVA’nin
kullaniminin partikiil boyutu ve enkapsiilasyon verimi iizerinde oldukga belirleyici
oldugu goriilmiistiir.

¢ PLGA nano/mikropartikiillerin iiretimi sirasinda melatoninin amfifilik yapisindan
dolayr sulu faza difiizlenme egilimi olmus, bu nedenle de enkapsiilasyon verim
degerleri diisiik ¢cikmistir. Bunu 6nlemek amaciyla sulu faza melatonin eklenerek
enkapsiilasyon verimi arttirilmistir.

e PLGA nano-10, PLGA nano-20, PLGA mikro-10 ve PLGA mikro-20 partikiillerinin
melatonin enkapsiilasyon verimleri, sirasiyla %14.2 £ 3.1, %10.3 + 4.4, %27.2 £ 2.8
ve %17.3 £+ 3.4 olarak belirlenmistir.

e [n vitro salim ¢alismalar1 sonucunda melatoninin PLGA nano/mikropartikiillerden
uzun donemde ve kontrollii bir sekilde salindigi belirlenmistir. Ayrica salim

davranisinin matematiksel olarak incelenmesi sonucunda, melatonin saliminin
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Higuchi modeline uydugu ve dolayisiyla melatoninin partikiillerden difiizyon
mekanizmasiyla salindig1 goriilmistiir.

MG-63 insan osteosarkom hiicrelerinin karakterizasyonu sonucunda hiicrelerin
ozgiil iireme hiz1 0.026 sa!, ikilenme siiresi ise 27 sa olarak hesaplanmistr.
Melatoninin farkli konsantrasyonlarinin (0-8 mM) hem MC3T3-E1 hiicreleri hem de
MG-63 hiicreleri iizerindeki etkileri incelenmis ve melatoninin bu hiicrelerin
proliferasyonunu sirasiyla, 2 mM ve 4 mM’dan itibaren inhibe ettigi belirlenmistir.
Dolayisiyla, kanser hiicrelerinin yiiksek melatonin konsantrasyonuna karst normal
hiicrelere gore daha dayanikli oldugu sonucuna varilmstir.

PLGA nanopartikiillerin MC3T3-E1 ve MG-63 hiicreleri ile etkilesimi sonucunda
boyutlarindan dolayr hiicre igerisine alinarak hiicreler iizerinde toksik etki
gosterdikleri ve kanser hiicreleri tarafindan alinan partikiill miktarinin normal
hiicrelere gore daha fazla oldugu belirlenmistir.

Kitosan doku iskeleleri dondurarak-kurutma yontemi ile basariyla tiretilmistir. Doku
iskelelerinin ndtralizasyonu hem etanol ile hem de sodyum karbonat ile
gerceklestirilmis  ve  yapilan ¢alismalar sonucunda sodyum  karbonat
noétralizasyonunun iskelenin stabilizasyonu agisindan daha basarili oldugu
gorilmiistiir.

Kitosan doku iskeleleri ve MC3T3-E1 hiicreleri ile gerceklestirilen in vitro onciil
hiicre kiiltiir ¢aligmalar1 sonucunda kitosanin hiicre yapigsmasi ve {iremesini
desteklemedigi sonucuna varilmis ve bu nedenle kitosan doku iskelelerinin HAp ile
modifiye edilmesine karar verilmistir.

Toz ve boncuk formundaki HAp partikiiller kitosan yapisina iiretim agamasinda
katilarak dondurarak-kurutma yontemi ile hazirlanmis ve MC3T3-E1 hiicreleri ile
gerceklestirilen in vitro hiicre kiiltiir ¢aligmalar1 sonucunda boncuk formunda HAp
partikiillerin eklenmesi ile iiretilen doku iskelelerinin hiicre proliferasyonu ve
farklilasmasi agisindan daha olumlu sonuglar verdigi belirlenmistir.

PLGA nano/mikropartikiilleri, kitosan/HAp doku iskelelerine hem iskele iiretimi
sirasinda dogrudan yapiya katilarak hem iiretim sonrasinda iskeleye emdirilerek
basarili bir sekilde yiiklenmistir.

Kitosan/HAp doku iskelelerine yiiklenecek PLGA nano/mikropartikiillerin

miktarinin  belirlenmesi amaciyla SEM analizinden yararlanilmistir. Iskele

171



gozenekliligine zarar vermediginden, partikiillerin iskele basma 0.5 mg olacak
sekilde yiiklenmesine karar verilmistir.

In vitro salim ¢alismalar1 sonucunda, hazirlanan PLGA nano/mikropartikiil yiiklii
kitosan/HAp doku iskelelerinden salinan melatoninin mikromolar konsantrasyonda
oldugu ve Higuchi salim modeline uydugu belirlenmistir.

Hazirlanan kitosan/HAp-bazli doku iskeleleri ve MC3T3-El hiicreleri ile in vitro
hiicre kiiltiir calismalar1 gergeklestirilmis ve PLGA mikropartikiil yiiklii kitosan/HAp
doku iskelelerinin, hiicrelerin osteojenik farklilasmasini destekledigi belirlenmistir.
Bu gruplar arasindan en iyi sonucu veren doku iskelesi ise kitosan/HAp+Mp olarak
secilmistir.

Kitosan/HAp+Mp doku iskelelerinden salinan melatoninin hMSClerin osteojenik
farklilasmasi {izerindeki etkilerini incelemek amaciyla in vitro hiicre kiiltiir
calismalar1 gergeklestirilmis ancak bu iskelelerin hMSClerin yapismasi ve liremesini
desteklemedigi gorilmiistiir.

Melatoninin hem sudaki ¢oziiniirligliniin arttirilarak yliksek miktarda doku
iskelelerine ytiklenebilmesi, hem de iskelelerden hizli bir sekilde salinmasi1 amactyla
melatonin-siklodekstrin inkliizyon kompleksi mikrodalga teknolojisi kullanilarak
tiretilmis ve kitosan/HAp doku iskelelerine basaril bir sekilde yiiklenmistir.
Melatonin-siklodekstrin  inkliizyon kompleksi  yiiklii  kitosan/HAp  doku
iskelelerinden melatoninin 5 giin gibi oldukg¢a kisa biz zamanda salindig1 ve salinan
melatoninin milimolar konsantrasyonda oldugu belirlenmistir.

Gelistirilen melatonin-siklodekstrin inkliizyon kompleksi yiiklii kitosan/HAp doku
iskelelerinin dolayli olarak MG-63 hiicreleri ile etkilestirilmesi sonucunda hiicrelerin
hiicre dongiisiiniin Go/G fazinda inhibe oldugu belirlenmistir.

Ipek filmlerin yapisindaki B-tabakalarmn miktarmin arttirilmas: igin “metanol ile
tavlama” ve “su ile tavlama” yontemleri kullanilmistir. Melatonin saliminda belirgin
bir fark olmadigindan ve ¢ok daha kolay bir yontem oldugundan “metanol ile
tavlama” yonteminin daha avantajli oldugu sonucuna varilmaistir.

Ipek filmlerin yiizeyi farkli konsantrasyonlarda (250 pM, 500 uM ve 1000 uM)
melatonin ile modifiye edilmis ve in vitro salim ¢alismalar1 sonucunda melatoninin
ipek filmlerden 5 giin gibi kisa bir slirede tamamen salindig1 belirlenmistir.

Yiizeyi melatonin ile modifiye edilmis ipek filmler ve hMSCler ile hem biiylime hem

de farklilasma ortaminda gergeklestirilen in vitro hiicre kiiltiir ¢alismalar1 sonucunda,
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melatonin varliinin hMSClerin osteojenik farklilagmasini belirgin derecede

destekledigi sonucuna varilmistir.

Tez kapsaminda elde edilen tiim bu bulgular 1s181nda, melatoninin hem kemik rejenerasyonu
hem de osteosarkom iizerinde etkisinin incelenebildigi doku iskelesi-temelli bir tasiyici
sistem gelistirilmis ve bu sistemin osteosarkom tedavisinde lokal olarak kullanilabilecek bir

in vitro model olabilecegi yorumu yapilmistir.

173



[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

KAYNAKLAR

Stevens, M.M., Biomaterials for bone tissue engineering, Materials Today, 11, 18-
25,2008.

Liu, X., Ma, P.X., Polymeric scaffolds for bone tissue engineering, Annals of
Biomedical Engineering, 32, 477-486, 2004.

Dass, C.R., Choong, P.F., Zoledronic acid inhibits osteosarcoma growth in an
orthotopic model, Molecular Cancer Therapeutics, 6, 3263-3270, 2007.

Janeway, K.A., Walkley, C.R., Modeling human osteosarcoma in the mouse: From
bedside to bench, Bone, 47, 859-865, 2010.

Salgado, A.J., Coutinho, O.P., Reis, R.L., Bone tissue engineering: state of the art
and future trends, Macromolecular Bioscience, 4, 743-765, 2004.

Wei, G., Ma, P.X., Structure and properties of nano-hydroxyapatite/polymer
composite scaffolds for bone tissue engineering, Biomaterials, 25, 4749-4757,
2004.

Giirsoy, A.Z., Kontrollii Salim Sistemleri, Kontrollii Salim Sistemleri Dernegi,
Istanbul, 2002.

Cardinali, D.P., Ladizesky, M.G., Boggio, V., Cutrera, R.A., Mautalen, C.,
Melatonin effects on bone: experimental facts and clinical perspectives, Journal of
Pineal Research, 34, 81-87, 2003.

Liu, J., Huang, F., He, H.-W., Melatonin effects on hard tissues: Bone and tooth,
International Journal of Molecular Sciences, 14, 10063-10074, 2013.

Satomura, K., Tobiume, S., Tokuyama, R., Yamasaki, Y., Kudoh, K., Maeda, E.,
Nagayama, M., Melatonin at pharmacological doses enhances human osteoblastic
differentiation in vitro and promotes mouse cortical bone formation in vivo, Journal
of Pineal Research, 42,231-239, 2007.

Lissoni, P., Is there a role for melatonin in supportive care?, Supportive Care in
Cancer, 10, 110-6, 2002.

Srinivasan, V., Spence, D.W., Pandi-Perumal, S.R., Trakht, 1., Cardinali, D.P.,
Therapeutic actions of melatonin in cancer: possible mechanisms, Integrative
Cancer Therapies, 7, 189-203, 2008.

Gong, T., Xie, J., Liao, J., Zhang, T., Lin, S., Lin, Y., Nanomaterials and bone
regeneration, Bone Research, 3, 1-7, 2015.

Sommerfeldt, D.W., Rubin, C.T., Biology of bone and how it orchestrates the form
and function of the skeleton, European Spine Journal, 10, 86-95, 2001.

Kapinas, K., Delany, A.M., MicroRNA biogenesis and regulation of bone
remodeling, Arthritis Research & Therapy, 13, 1-11, 2011.

Amini, A.R., Laurencin, C.T., Nukavarapu, S.P., Bone tissue engineering: Recent
advances and challenges, Critical Reviews in Biomedical Engineering, 40, 363-408,
2012.

Henkel, J., Woodruff, M.A., Epari, D.R., Steck, R., Glatt, V., Dickinson, 1.C.,
Choong, P.F.M., Schuetz, M.A., Hutmacher, D.W., Bone regeneration based on

174



[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

tissue engineering conceptions- A 2 1st century perspective, Bone Research, 3, 216-
248, 2013.

Drosse, 1., Volkmer, E., Capanna, R., De Biase, P., Mutschler, W., Schieker, M.,
Tissue engineering for bone defect healing: an update on a multi-component
approach, Injury, 39(2), 9-20, 2008.

Albrektsson, T., Johansson, C., Osteoinduction, osteoconduction and
osseointegration, European Spine Journal, 10 Suppl 2, 96-101, 2001.

Burg, K.J.L., Porter, S., Kellam, J.F., Biomaterial developments for bone tissue
engineering, Biomaterials, 21, 2347-2359, 2000.

Ishaug, S.L., Crane, G.M., Miller, M.J., Yasko, A.W., Yaszemski, M.J., Mikos,
A.G., Bone formation by three-dimensional stromal osteoblast culture in
biodegradable polymer scaffolds, Journal of Biomedical Materials Research, 36,
17-28, 1997.

Ma, P.X., Zhang, R., Xiao, G., Franceschi, R., Engineering new bone tissue in vitro
on highly porous poly(a-hydroxyl acids)/hydroxyapatite composite scaffolds,
Journal of Biomedical Materials Research, 54, 284-293, 2001.

Webster, T.J., Ergun, C., Doremus, R.H., Siegel, R.-W., Bizios, R., Specific proteins
mediate enhanced osteoblast adhesion on nanophase ceramics, Journal of
Biomedical Materials Research, 51, 475-483, 2000.

Park, K.H., Kang, JJW., Lee, E.M., Kim, J.S., Rhee, Y.H., Kim, M., Jeong, S.J.,
Park, Y.G., Kim, S.H., Melatonin promotes osteoblastic differentiation through the
BMP/ERK/Wnt signaling pathways, Journal of Pineal Research, 51, 187-194,
2011.

Yonei, Y., Hattori, A., Tsutsui, K., Okawa, M., Ishizuka, B., Effects of melatonin:
basics studies and clinical applications, Anti-Aging Medicine, 7, 85-91, 2010.

Claustrat, B., Brun, J., Chazot, G., The basic physiology and pathophysiology of
melatonin, Sleep Medicine Reviews, 9, 11-24, 2005.

Bongiorno, D., Ceraulo, L., Mele, A., Panzeri, W., Selva, A., Turco Liveri, V.,
Structural and physicochemical characterization of the inclusion complexes of
cyclomaltooligosaccharides (cyclodextrins) with melatonin, Carbohydrate
Research, 337, 743-754, 2002.

Lerner, A.B., Case, J.D., Takahashi, Y., Lee, T.H., Mori, W., Isolation of melatonin,
the pineal gland factor that lightens melanocytes, Journal of the American Chemical
Society, 80, 2587-2587, 1958.

Koch, B.C., Nagtegaal, J.E., Kerkhof, G.A., ter Wee, P.M., Circadian sleep-wake
rhythm disturbances in end-stage renal disease, Nature Reviews Nephrology 5, 407-
416, 2009.

Ozcelik, F., Erdem, M., Bolu, A., Giilsiin, M., Melatonin: Genel 6zellikleri ve
psikiyatrik bozukluklardaki rolii, Psikivatride Giincel Yaklasimlar, 5, 179-203,
2013.

Sener, G., Karanligin hormonu: Melatonin, Marmara Eczacilik Dergisi, 14, 112-
20, 2010.

175



[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

Waldhauser, F., Dietzel, M., Daily and annual rhythms in human melatonin
secretion: role in puberty control, Annals of the New York Academy of Sciences,
453,205-214, 1985.

Cetin, E., Melatonin ve bagisiklik sistemi, Erciyes Universitesi Veterinerlik
Fakiiltesi Dergisi, 2, 119-123, 2005.

Glimiisderelioglu, M., Cetin Altindal, D., Melatonin: Drakula hormonu, Tiibitak
Yaywnlari: Bilim ve Teknik Ozel Eki, 24-7, 2014.

Reiter, R.J., Melatonin: clinical relevance, Best Practice & Research Clinical
Endocrinology & Metabolism, 17, 273-285, 2003.

Topal, T., Oter, S., Korkmaz, A., Melatonin ve kansetle iliskisi, Genel Tip Dergisi,
19, 137-143, 2009.

Hardeland, R., Pandi-Perumal, S.R., Cardinali, D.P., Melatonin, The international
Journal of Biochemistry & Cell Biology, 38, 313-316, 2006.

Ishii, H., Tanaka, N., Kobayashi, M., Kato, M., Sakuma, Y., Gene structures,
biochemical characterization and distribution of rat melatonin receptors, The
Journal of Physiological Sciences, 59, 37-47, 2009.

Carlberg, C., Gene regulation by melatonin, Annals of the New York Academy
Sciences, 917, 387-396, 2000.

Ekmekcioglu, C., Melatonin receptors in humans: biological role and clinical
relevance, Biomedicine & Pharmacotherapy, 60, 97-108, 2006.

Inoh, H., Kawakami, N., Matsuyama, Y., Aoki, T., Kanemura, T., Natsume, N.,
Iwata, H., Correlation between the age of pinealectomy and the development of
scoliosis in chickens, Spine, 26, 1014-1021, 2001.

Machida, M., Miyashita, Y., Murai, 1., Dubousset, J., Yamada, T., Kimura, J., Role
of serotonin for scoliotic deformity in pinealectomized chicken, Spine, 22, 1297-
1301, 1997.

Conti, A., Conconi, S., Hertens, E., Skwarlo-Sonta, K., Markowska, M., Maestroni,
J.M., Evidence for melatonin synthesis in mouse and human bone marrow cells,
Journal of Pineal Research, 28, 193-202, 2000.

Tan, D.X., Manchester, L.C., Reiter, R.J., Q1, W.B., Zhang, M., Weintraub, S.T.,
Cabrera, J., Sainz, R.M., Mayo, J.C., Identification of highly elevated levels of
melatonin in bone marrow: its origin and significance, Biochimica et Biophysica
Acta, 1472, 206-214, 1999.

Hakanson, D.O., Bergstrom, W.H., Phototherapy-induced hypocalcemia in
newborn rats: prevention by melatonin, Science, 214, 807-809, 1981.

Maria, S., Witt-Enderby, P.A., Melatonin effects on bone: potential use for the
prevention and treatment for osteopenia, osteoporosis, and periodontal disease and
for use in bone-grafting procedures, Journal of Pineal Research, 56, 115-25, 2014.

Ramirez-Fernandez, M., Calvo-Guirado, J., de-Val, J., Delgado-Ruiz, R., Negri, B.,
Pardo-Zamora, G., Pefiarrocha, D., Barona, C., Granero, J., Alcaraz-Bafios, M.,
Melatonin promotes angiogenesis during repair of bone defects: a radiological and
histomorphometric study in rabbit tibiae, Clinical Oral Investigations, 17, 147-158,
2013.

176



[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

[53]

[54]

[55]

[56]

[57]

[58]

[59]

[60]

Munoz, F., Lopez-Pena, M., Mino, N., Gomez-Moreno, G., Guardia, J., Cutando,
A., Topical application of melatonin and growth hormone accelerates bone healing

around dental implants in dogs, Clinical Implant Dentistry and Related Research,
14, 226-235, 2012.

Takechi, M., Tatehara, S., Satomura, K., Fujisawa, K., Nagayama, M., Effect of
FGF-2 and melatonin on implant bone healing: a histomorphometric study, Journal
of Materials Science: Materials in Medicine, 19, 2949-2452, 2008.

Ostrowska, Z., Kos-Kudla, B., Swietochowska, E., Marek, B., Kajdaniuk, D.,
Ciesielska-Kopacz, N., Influence of pinealectomy and long-term melatonin

administration on GH-IGF-I axis function in male rats, Neuroendocrinology
Letters, 22, 255-262, 2001.

Koyama, H., Nakade, O., Takada, Y., Kaku, T., Lau, K.H., Melatonin at
pharmacologic doses increases bone mass by suppressing resorption through down-

regulation of the RANKL-mediated osteoclast formation and activation, Journal of
Bone and Mineral Research, 17, 1219-1229, 2002.

Collin-Osdoby, P., Li, L., Rothe, L., Anderson, F., Kirsch, D., Oursler, M.J.,
Osdoby, P., Inhibition of avian osteoclast bone resorption by monoclonal antibody

121F: a mechanism involving the osteoclast free radical system, Journal of Bone
and Mineral Research, 13, 67-78, 1998.

Forsling, M.L., Wheeler, M.J., Williams, A.J., The effect of melatonin
administration on pituitary hormone secretion in man, Clinical Endocrinology, 51,
637-642, 1999.

Luchetti, F., Canonico, B., Bartolini, D., Arcangeletti, M., Ciffolilli, S., Murdolo,
G., Piroddi, M., Papa, S., Reiter, R.J., Galli, F., Melatonin regulates mesenchymal
stem cell differentiation: a review, Journal of Pineal Research, 56, 382-397, 2014.

Vriend, J., Reiter, R.J., Melatonin, bone regulation and the ubiquitin-proteasome
connection: A review, Life Sciences, 145, 152-160, 2016.

Roth, J.A., Kim, B.G., Lin, W.L., Cho, M.I.,, Melatonin promotes osteoblast
differentiation and bone formation, Journal of Biological Chemistry, 274, 22041-
22047, 1999.

Son, J.H., Cho, Y.C., Sung, LY., Kim, LLR., Park, B.S., Kim, Y.D., Melatonin
promotes osteoblast differentiation and mineralization of MC3T3-E1 cells under

hypoxic conditions through activation of PKD/p38 pathways, Journal of Pineal
Research, 57, 385-392, 2014.

Rahman, M.Z., Shigeishi, H., Sasaki, K., Ota, A., Ohta, K., Takechi, M., Combined
effects of melatonin and FGF-2 on mouse preosteoblast behavior within
interconnected porous hydroxyapatite ceramics - in vitro analysis, Journal of
Applied Oral Science, 24, 153-161, 2016.

Nakade, O., Koyama, H., Ariji, H., Yajima, A., Kaku, T., Melatonin stimulates
proliferation and type I collagen synthesis in human bone cells in vitro, Journal of
Pineal Research, 27, 106-110, 1999.

Radio, N.M., Doctor, J.S., Witt-Enderby, P.A., Melatonin enhances alkaline
phosphatase activity in differentiating human adult mesenchymal stem cells grown
in osteogenic medium via MT2 melatonin receptors and the MEK/ERK (1/2)
signaling cascade, Journal of Pineal Research, 40, 332-342, 2006.

177



[61]

[62]

[63]

[64]

[65]

[66]
[67]

[68]

[69]

[70]

[71]

[72]

[73]

[74]

[75]

Zhang, L., Zhang, J., Ling, Y., Chen, C., Liang, A., Peng, Y., Chang, H., Su, P.,
Huang, D., Sustained release of melatonin from poly (lactic-co-glycolic acid)
(PLGA) microspheres to induce osteogenesis of human mesenchymal stem cells in
vitro, Journal of Pineal Research, 54, 24-32, 2013.

Alibek, K., Mektepbayeva, D., Irving, S., Atinbayeva, N., Mussurova, S.,
Mussakhan, S., Anticancer effects and uses of melatonin: A review, Austin Journal
of Cancer and Clinical Research, 2, 1-9, 2015.

Jung, B., Ahmad, N., Melatonin in cancer management: progress and promise,
Cancer Research, 66, 9789-9793, 2006.

Hotchkiss, A.K., Nelson, R.J., Melatonin and immune function: hype or
hypothesis?, Critical Reviews in Immunology, 22, 351-371, 2002.

Esquifino, A.I., Pandi-Perumal, S.R., Cardinali, D.P., Circadian organization of the

immune response: A role for melatonin, Clinical and Applied Immunology Reviews,
4,423-433, 2004.

Palaoglu, O.S., Beskonakli, E., Pineal bez ve yaslanma, Geriatri, 1, 13-18, 1998.

Miller, S.C., Pandi-Perumal, S.R., Esquifino, A.IL., Cardinali, D.P., Maestroni, G.J.,
The role of melatonin in immuno-enhancement: potential application in cancer,
International Journal of Experimental Pathology, 87, 81-87, 2006.

Garcia-Maurino, S., Gonzalez-Haba, M.G., Calvo, J.R., Rafii-El-Idrissi, M.,
Sanchez-Margalet, V., Goberna, R., Guerrero, J.M., Melatonin enhances 1L-2, IL-
6, and IFN-gamma production by human circulating CD4+ cells: a possible nuclear
receptor-mediated mechanism involving T helper type 1 lymphocytes and
monocytes, The Journal of Immunology, 159, 574-581, 1997.

Morrey, K.M., McLachlan, J.A., Serkin, C.D., Bakouche, O., Activation of human
monocytes by the pineal hormone melatonin, The Journal of Immunology, 153,
2671-2680, 1994.

Hill, S.M., Frasch, T., Shulin, X., Lin, Y., Duplessis, T., Lulu, M., Molecular
mechanisms of melatonin anticancer effects, Integrative Cancer Therapies, 8, 337-
346, 2009.

Lissoni, P., Barni, S., Ardizzoia, A., Tancini, G., Conti, A., Maestroni, G., A
randomized study with the pineal hormone melatonin versus supportive care alone

in patients with brain metastases due to solid neoplasms, Cancer, 73, 699-701,
1994,

Turjanski, A.G., Leonik, F., Estrin, D.A., Rosenstein, R.E., Doctorovich, F.,
Scavenging of NO by Melatonin, Journal of the American Chemical Society, 122,
10468-10469, 2000.

Korkmaz, A., Reiter, R.J., Topal, T., Manchester, L.C., Oter, S., Tan, D.X.,
Melatonin: an established antioxidant worthy of use in clinical trials, Molecular
Medicine, 15, 43-50, 2009.

Bonnefont-Rousselot, D., Collin, F., Melatonin: action as antioxidant and potential
applications in human disease and aging, Toxicology, 278, 55-67, 2010.

Reiter, R.J., Mechanisms of cancer inhibition by melatonin, Journal of Pineal
Research, 37, 213-214, 2004.

178



[76]

[77]

[78]

[79]

[80]

[81]

[82]

[83]

[84]

[85]

[86]

[87]

[88]

[89]

[90]

[91]

Mills, E., Wu, P., Seely, D., Guyatt, G., Melatonin in the treatment of cancer: a
systematic review of randomized controlled trials and meta-analysis, Journal of
Pineal Research, 39, 360-366, 2005.

Reiter, R.J., Tan, D.X., Sainz, R.M., Mayo, J.C., Lopez-Burillo, S., Melatonin:
reducing the toxicity and increasing the efficacy of drugs, The Journal of Pharmacy
and Pharmacology, 54, 1299-1321, 2002.

Cos, S., Mediavilla, M.D., Fernandez, R., Gonzalez-Lamuno, D., Sanchez-Barcelo,
E.J., Does melatonin induce apoptosis in MCF-7 human breast cancer cells in
vitro?, Journal of Pineal Research, 32, 90-96, 2002.

Sanchez-Hidalgo, M., Lee, M., de la Lastra, C.A., Guerrero, J.M., Packham, G.,
Melatonin inhibits cell proliferation and induces caspase activation and apoptosis

in human malignant lymphoid cell lines, Journal of Pineal Research, 53, 366-373,
2012.

Petranka, J., Baldwin, W., Biermann, J., Jayadev, S., Barrett, J.C., Murphy, E., The
oncostatic action of melatonin in an ovarian carcinoma cell line, Journal of Pineal
Research, 26, 129-136, 1999.

Kanishi, Y., Kobayashi, Y., Noda, S., Ishizuka, B., Saito, K., Differential growth
inhibitory effect of melatonin on two endometrial cancer cell lines, Journal of
Pineal Research, 28, 227-233, 2000.

Watanabe, M., Kobayashi, Y., Takahashi, N., Kiguchi, K., Ishizuka, B., Expression
of melatonin receptor (MT1) and interaction between melatonin and estrogen in

endometrial cancer cell line, Journal of Obstetrics and Gynaecology Research, 34,
567-573, 2008.

Gilad, E., Laufer, M., Matzkin, H., Zisapel, N., Melatonin receptors in PC3 human
prostate tumor cells, Journal of Pineal Research, 26,211-220, 1999.

Subramanian, P., Mirunalini, S., Dakshayani, K.B., Pandi-Perumal, S.R., Trakht, I.,
Cardinali, D.P., Prevention by melatonin of hepatocarcinogenesis in rats injected
with N-nitrosodiethylamine, Journal of Pineal Research, 43, 305-312, 2007.

Hansen, J., Light at night, shiftwork, and breast cancer risk, Journal of The National
Cancer Institute, 93, 1513-1515, 2001.

Wilson, S.T., Blask, D.E., Lemus-Wilson, A.M., Melatonin augments the
sensitivity of MCF-7 human breast cancer cells to tamoxifen in vitro, The Journal
of Clinical Endocrinology & Metabolism, 75, 669-670, 1992.

Cabadak, H., Hiicre siklusu ve kanser, Adnan Menderes Universitesi Ti ip Fakiiltesi
Dergisi, 9, 51-61, 2008.

Pucci, B., Kasten, M., Giordano, A., Cell Cycle and apoptosis, Neoplasia 2, 291-
299, 2000.

Tabbl, A., Ismail, H., The use of flow cytometric DNA ploidy analysis of liver
biopsies in liver cirrhosis and hepatocellular carcinoma, Liver Biopsy, Chapter 7,
87-108, 2011.

Di Bella, G., Mascia, F., Gualano, L., Di Bella, L., Melatonin anticancer effects:
review, International Journal of Molecular Sciences, 14, 2410-2430, 2013.

Liu, L., Xu, Y., Reiter, R.J., Melatonin inhibits the proliferation of human
osteosarcoma cell line MG-63, Bone, 55, 432-438, 2013.

179



[92]

[93]
[94]

[95]

[96]

[97]

[98]

[99]

[100]

[101]

[102]

[103]

[104]

[105]

[106]

[107]

Heare, T., Hensley, M.A., Dell'Orfano, S., Bone tumors: osteosarcoma and Ewing's
sarcoma, Current Opinion in Pediatrics, 21, 365-372, 2009.

Kantar, M., Osteosarkom, Klinik Gelisim Dergisi, 20, 120-4, 2007.

Mirabello, L., Troisi, R.J., Savage, S.A., International osteosarcoma incidence
patterns in children and adolescents, middle ages and elderly persons, International
Journal of Cancer, 125, 229-234, 2009.

Han, X.R., Sun, Y., Bai, X.Z., The anti-tumor role and mechanism of integrated and
truncated PDCDS proteins in osteosarcoma cells, Cellular Signalling, 24, 1713-
1721, 2012.

Panzer, A., Melatonin in osteosarcoma: an effective drug?, Medical Hypotheses,
48, 523-525,1997.

Cheng, Y., Cai, L., Jiang, P., Wang, J., Gao, C., Feng, H., Wang, C., Pan, H., Yang,
Y., SIRT1 inhibition by melatonin exerts antitumor activity in human osteosarcoma
cells, European Journal of Pharmacology, 715, 219-229, 2013.

Baker, S.B., Kontrollii /lag¢ Salim Hidrojel Sistemleri ve Uygulama Calismalart,
Yiiksek Lisans Tezi, Eskisehir Osmangazi Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii,
Eskisehir, 2012.

Fonseca, A.C., Ferreira, P., Cordeiro, R.A., Mendonga, P.V., Géis, J.R., Gil, M.H.,
Coelho, J.F.J. Drug Delivery Systems for Predictive Medicine: Polymers as Tools
for Advanced Applications. Springer Netherlands; 399-455, 2013.

Singhvi, G., Singh, M., Review: in-vitro drug release characterization models,
International Journal of Pharmaceutical Studies and Research, 2, 77-84, 2011.

Shoaib, M.H., Tazeen, J., Merchant, H.A., Yousuf, R.I., Evaluation of drug release
kinetics from ibuprofen matrix tablets using HPMC, Pakistan journal of
Pharmaceutical Sciences, 19, 119-124, 2006.

Bozkir, A., Karatas, A., Has¢icek, C., Canefe, K., Kilicarslan, M., Tirimc1, N.,
Yiiksel, N., Goniil, N., Ozdemir, N., Baykara, T., Kilig-Sen, T., Comoglu, T.,
Farmasétik Teknoloji Deneysel Uygulamalar Kitabi, Ankara Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi, 2012.

Higuchi, T., Mechanism of sustained-action medication. Theoretical analysis of rate
of release of solid drugs dispersed in solid matrices, Journal of Pharmaceutical
Sciences, 52, 1145-1149, 1963.

Hixson, A.W., Crowell, J.H., Dependence of reaction velocity upon surface and
agitation, Industrial & Engineering Chemistry, 23, 923-931, 1931.

Korsmeyer, R.W., Peppas, N.A., Macromolecular and modeling aspects of
swelling-controlled systems, Controlled Release Delivery Systems, 4, 77-90, 1983.

Mohanraj, V.J., Chen, Y., Nanoparticles: A review, Tropical Journal of
Pharmaceutical Research, 5, 561-573, 2006.

Silva, G.A., Coutinho, O.P., Ducheyne, P., Reis, R.L., Materials in particulate form
for tissue engineering. 2. Applications in bone, Journal of Tissue Engineering and
Regenerative Medicine, 1, 97-109, 2007.

180



[108]

[109]

[110]

[111]

[112]

[113]

[114]

[115]

[116]
[117]

[118]

[119]

[120]

[121]

[122]

[123]

Nagavarma, B.V.N., Hemant, K.S.Y., Ayaz, A., Vasudha, L.S., Shivakumar, H.G.,
Different techniques for preparation of polymeric nanoparticles-a review, Asian
Journal of Pharmaceutical and Clinical Research, 5, 16-23, 2012.

Christoforidis, J.B., Chang, S., Jiang, A., Wang, J., Cebulla, C.M., Intravitreal
devices for the treatment of vitreous inflammation, Mediators of Inflammation,
2012, 1-8, 2012.

Kumari, A., Yadav, S.K., Yadav, S.C., Biodegradable polymeric nanoparticles
based drug delivery systems, Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 75, 1-18,
2010.

Lassalle, V., Ferreira, M.L., PLA nano- and microparticles for drug delivery: an
overview of the methods of preparation, Macromolecular Bioscience, 7, 767-783,
2007.

Rao, J.P., Geckeler, K.E., Polymer nanoparticles: Preparation techniques and size-
control parameters, Progress in Polymer Science, 36, 887-913, 2011.

Akagi, T., Baba, M., Akashi, M. Biodegradable nanoparticles as vaccine adjuvants
and delivery systems: Regulation of immune responses by nanoparticle-based

vaccine. Polymers in Nanomedicine. Berlin, Heidelberg: Springer Berlin
Heidelberg, 31-64, 2012.

Derman, S., Kizilbey, K., Akdeste, Z.M., Polimerik nanopartikiiller, Miihendislik
ve Fen Bilimleri Dergisi, 31, 107-120, 2013.

Salata, O., Applications of nanoparticles in biology and medicine, Journal of
Nanobiotechnology, 2, 1-6, 2004.

Giimiisderelioglu, M., Biyomalzemeler, Bilim ve Teknik Ozel Eki, 1-23, 2002.

Steichen, S.D., Caldorera-Moore, M., Peppas, N.A., A review of current
nanoparticle and targeting moieties for the delivery of cancer therapeutics,
European Journal of Pharmaceutical Sciences, 48, 416-427, 2013.

Mody, V.V., Cox, A., Shah, S.; Singh, A., Bevins, W., Parihar, H., Magnetic
nanoparticle drug delivery systems for targeting tumor, Applied Nanoscience, 4,
385-392, 2014.

Mohanty, C., Das, M., Kanwar, J.R., Sahoo, S.K., Receptor mediated tumor

targeting: an emerging approach for cancer therapy, Current Drug Delivery, 8, 45-
58, 2011.

Misiuk, W., Zalewska, M., Investigation of inclusion complex of trazodone
hydrochloride with hydroxypropyl-B-cyclodextrin, Carbohydrate Polymers, 77,
482-488, 2009.

Singh, R., Bharti, N., Madan, J., Hiremath, S.N., Characterization of cyclodextrin
inclusion complexes-a review, Journal of Pharmaceutical Science and Technology,
2,171-183, 2010.

Zhou, J., Ritter, H., Cyclodextrin functionalized polymers as drug delivery systems,
Polymer Chemistry, 1, 1552-1559, 2010.

Astray, G., Gonzalez-Barreiro, C., Mejuto, J.C., Rial-Otero, R., Simal-Gandara, J.,
A review on the use of cyclodextrins in foods, Food Hydrocolloids, 23, 1631-1640,
2009.

181



[124]

[125]

[126]

[127]

[128]

[129]

[130]

[131]

[132]

[133]

[134]

[135]

[136]

[137]

Del Valle, E.M.M., Cyclodextrins and their uses: a review, Process Biochemistry,
39, 1033-1046, 2004.

Granero, G.E., Maitre, M.M., Garnero, C., Longhi, M.R., Synthesis,
characterization and in vitro release studies of a new acetazolamide-HP-B-CD—
TEA inclusion complex, European Journal of Medicinal Chemistry, 43, 464-470,
2008.

Saha, S., Ray, T., Basak, S., Roy, M.N., NMR, surface tension and conductivity
studies to determine the inclusion mechanism: thermodynamics of host-guest

inclusion complexes of natural amino acids in aqueous cyclodextrins, New Journal
of Chemistry, 40, 651-661, 2016.

Sambasevam, K.P., Mohamad, S., Sarih, N.M., Ismail, N.A., Synthesis and
Characterization of the Inclusion Complex of beta-cyclodextrin and Azomethine,
International Journal of Molecular Sciences, 14, 3671-3682, 2013.

Bongiorno, D., Ceraulo, L., Ferrugia, M., Filizzola, F., Ruggirello, A., Liveri, V.T.,
Inclusion complexes of cyclomaltooligosaccharides (cyclodextrins) with melatonin
in solid phase, Archive for Organic Chemistry, 2005, 118-130, 2005.

Babu, R.J., Dayal, P., Singh, M., Effect of cyclodextrins on the complexation and
nasal permeation of melatonin, Drug Delivery, 15, 381-388, 2008.

Maeda, H., Ogawa, Y., Nakayama, H., Inclusion complexes of melatonin with
modified cyclodextrins, Journal of Inclusion Phenomena and Macrocyclic
Chemistry, 78, 217-224, 2014.

Peng, P., She, D., Isolation, structural characterization, and potential applications
of hemicelluloses from bamboo: A review, Carbohydrate Polymers, 112, 701-720,
2014.

Zhao, D., Liao, K., Ma, X., Yan, X., Study of the Supramolecular Inclusion of (-
Cyclodextrin with Andrographolide, Journal of Inclusion Phenomena and
Macrocyclic Chemistry, 43, 259-264, 2002.

Topal, B., Cetin Altindal, D., Gumusderelioglu, M., Melatonin/HPbetaCD
complex: Microwave synthesis, integration with chitosan scaffolds and inhibitory
effects on MG-63CELLS, International Journal of Pharmaceutics, 496, 801-811,
2015.

Hu, X., Shmelev, K., Sun, L., Gil, E.S., Park, S.H., Cebe, P., Kaplan, D.L.,
Regulation of silk material structure by temperature-controlled water vapor
annealing, Biomacromolecules, 12, 1686-1696, 2011.

Uhrich, K.E., Cannizzaro, S.M., Langer, R.S., Shakesheff, K.M., Polymeric
Systems for Controlled Drug Release, Chemical Reviews, 99, 3181-3198, 1999.

Hoffmeister, C.R., Durli, T.L., Schaffazick, S.R., Raffin, R.P., Bender, E.A., Beck,
R.C., Pohlmann, A.R., Guterres, S.S., Hydrogels containing redispersible spray-
dried melatonin-loaded nanocapsules: a formulation for transdermal-controlled
delivery, Nanoscale Research Letters, 7,251-264, 2012.

Danbhier, F., Ansorena, E., Silva, J. M., Coco, R., Le Breton, A., Preat, V., PLGA-
based nanoparticles: an overview of biomedical applications, Journal of Controlled
Release, 161, 505-522, 2012.

182



[138]

[139]

[140]

[141]

[142]

[143]

[144]

[145]

[146]

[147]

[148]

[149]

[150]

Makadia, H.K., Siegel, S.J., Poly lactic-co-glycolic acid (PLGA) as biodegradable
controlled drug delivery carrier, Polymers, 3, 1377-1397, 2011.

Cetin Altindal, D., Gumusderelioglu, M., Melatonin releasing PLGA
micro/nanoparticles and their effect on osteosarcoma cells, Journal of
Microencapsulation, 33, 53-63, 2016.

Anarjan, N., Jafarizadeh-Malmiri, H., Nehdi, I.A., Sbihi, H.M., Al-Resayes, S.I.,
Tan, C.P., Effects of homogenization process parameters on physicochemical
properties of astaxanthin nanodispersions prepared using a solvent-diffusion
technique, International Journal of Nanomedicine, 10, 1109-1118, 2015.

Lee, S.-J., Jeong, J.-R., Shin, S.-C., Kim, J.-C., Chang, Y.-H., Chang, Y.-M., Kim,
J.-D., Nanoparticles of magnetic ferric oxides encapsulated with poly(D,L latide-
co-glycolide) and their applications to magnetic resonance imaging contrast agent,
Journal of Magnetism and Magnetic Materials, 272-276, 2432-2433, 2004.

Kwon, H.-Y., Lee, J.-Y., Choi, S.-W., Jang, Y., Kim, J.-H., Preparation of PLGA
nanoparticles containing estrogen by emulsification—diffusion method, Colloids
and Surfaces A: Physicochemical and Engineering Aspects, 182, 123-130, 2001.

Sahana, D.K., Mittal, G., Bhardwaj, V., Kumar, M.N., PLGA nanoparticles for oral
delivery of hydrophobic drugs: influence of organic solvent on nanoparticle

formation and release behavior in vitro and in vivo using estradiol as a model drug,
Journal of Pharmaceutical Sciences, 97, 1530-1542, 2008.

Tan, D.X., Hardeland, R., Manchester, L.C., Korkmaz, A., Ma, S., Rosales-Corral,
S., Reiter, R.J., Functional roles of melatonin in plants, and perspectives in

nutritional and agricultural science, Journal of Experimental Botany, 63, 577-597,
2012.

Musumeci, T., Bucolo, C., Carbone, C., Pignatello, R., Drago, F., Puglisi, G.,
Polymeric nanoparticles augment the ocular hypotensive effect of melatonin in
rabbits, International Journal of Pharmaceutics, 440, 135-140, 2013.

Mittal, G., Sahana, D.K., Bhardwaj, V., Ravi Kumar, M.N.V., Estradiol loaded
PLGA nanoparticles for oral administration: Effect of polymer molecular weight
and copolymer composition on release behavior in vitro and in vivo, Journal of
Controlled Release, 119, 77-85, 2007.

Cooper, D.L., Harirforoosh, S., Design and optimization of PLGA-based diclofenac
loaded nanoparticles, Plos One, 9, €87326-e87335, 2014.

Marques, D.R., Santos, L.A., Schopf, L.F., Fraga, J., Analysis of poly(lactic-co-
glycolic acid)/poly(isoprene) polymeric blend for application as biomaterial,
Polimeros, 23, 579-584, 2013.

Testereci, H.N., Akin-Oktem, G., Oktem, Z., Electrochemical polymerization of 4-
allyl-1,2-dimethoxybenzene, Reactive and Functional Polymers, 61, 183-189,
2004.

Mansur, H.S., Sadahira, C.M., Souza, A.N., Mansur, A.A.P., FTIR spectroscopy
characterization of poly (vinyl alcohol) hydrogel with different hydrolysis degree
and chemically crosslinked with glutaraldehyde, Materials Science and
Engineering: C, 28, 539-548, 2008.

183



[151]

[152]

[153]

[154]

[155]

[156]

[157]

[158]

[159]

[160]

[161]

[162]

[163]

[164]

Budhian, A., Siegel, S.J., Winey, K.I., Controlling the in vitro release profiles for a
system of haloperidol-loaded PLGA nanoparticles, International Journal of
Pharmaceutics, 346, 151-159, 2008.

Avgoustakis, K., Beletsi, A., Panagi, Z., Klepetsanis, P., Karydas, A.G., Ithakissios,
D.S., PLGA-mPEG nanoparticles of cisplatin: in vitro nanoparticle degradation, in

vitro drug release and in vivo drug residence in blood properties, Journal of
Controlled Release, 79, 123-135, 2002.

Ruan, G., Feng, S.S., Preparation and characterization of poly(lactic acid)-
poly(ethylene glycol)-poly(lactic acid) (PLA-PEG-PLA) microspheres for
controlled release of paclitaxel, Biomaterials, 24, 5037-5044, 2003.

Hua, X., Tan, S., Bandara, H.M.H.N., Fu, Y., Liu, S., Smyth, H.D.C., Externally
controlled triggered-release of drug from PLGA micro and nanoparticles, Plos One,
9,1-17, 2014.

Ardakani, J.V., Walker, J., Qujeq, D., Serum factors induced the nuclear location
of annexin V in the human osteosarcoma cell line (MG-63), Iranian Biomedical

Journal, 4, 117-122, 2000.

Billiau, A., Edy, V.G., Heremans, H., Van Damme, J., Desmyter, J., Georgiades,
J.A., De Somer, P., Human interferon: mass production in a newly established cell
line, MG-63, Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 12, 11-15, 1977.

Aday, S., Biyomimetik Apatit Kapli ve Heparin Fonksiyonaliesine Sahip Kitosan
Doku Iskelelerinde Kondrosit ve Osteoblast Aktivitelerinin Incelenmesi, Yiiksek
Lisans Tezi, Hacettepe Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Ankara, 2008.

Liu, L., Zhu, Y., Xu, Y., Reiter, R.J., Melatonin delays cell proliferation by
inducing G1 and G2 /M phase arrest in a human osteoblastic cell line hFOB 1.19,
Journal of Pineal Research, 50, 222-231, 2011.

De Jong, W.H., Borm, P.J.A., Drug delivery and nanoparticles: Applications and
hazards, International Journal of Nanomedicine, 3, 133-149, 2008.

Kreuter, J., Ramge, P., Petrov, V., Hamm, S., Gelperina, S.E., Engelhardt, B.,
Alyautdin, R., von Briesen, H., Begley, D.J., Direct evidence that polysorbate-80-
coated poly(butylcyanoacrylate) nanoparticles deliver drugs to the CNS via specific
mechanisms requiring prior binding of drug to the nanoparticles, Pharmaceutical
Research, 20, 409-416, 2003.

Olivier, J.C., Fenart, L., Chauvet, R., Pariat, C., Cecchelli, R., Couet, W., Indirect
evidence that drug brain targeting wusing polysorbate  80-coated

polybutylcyanoacrylate nanoparticles is related to toxicity, Pharmaceutical
Research, 16, 1836-1842, 1999.

Zhao, W., Lu, X., Yuan, Y., Liu, C., Yang, B., Hong, H., Wang, G., Zeng, F., Effect
of size and processing method on the cytotoxicity of realgar nanoparticles in cancer
cell lines, International Journal of Nanomedicine, 6, 1569-1577, 2011.

Dam, D.H., Lee, J.H., Sisco, P.N., Co, D.T., Zhang, M., Wasielewski, M.R., Odom,
T.W., Direct observation of nanoparticle-cancer cell nucleus interactions, 4CS
Nano, 6,3318-3326, 2012.

Chitkara, D., Kumar, N., BSA-PLGA-based core-shell nanoparticles as carrier
system for water-soluble drugs, Pharmaceutical Research, 30, 2396-2409, 2013.

184



[165]

[166]

[167]

[168]

[169]

[170]

[171]

[172]

[173]

[174]

[175]

[176]

[177]

[178]

Tigli, R.S., Karakecili, A., Gumusderelioglu, M., In vitro characterization of
chitosan scaffolds: influence of composition and deacetylation degree, Journal of
Materials Science: Materials in Medicine, 18, 1665-1674, 2007.

He, Q., Ao, Q., Gong, Y., Zhang, X., Preparation of chitosan films using different
neutralizing solutions to improve endothelial cell compatibility, Journal of
Materials Science: Materials in Medicine, 22, 2791-2802, 2011.

Choi, J.S., Kim, Y., Kang, J., Jeong, S.Y., Yoo, H.S., Electrospun chitosan
microspheres for complete encapsulation of anionic proteins: controlling particle
size and encapsulation efficiency, AAPS PharmSciTech, 14, 794-801, 2013.

Bhat, A.H., Bhat, 1., Abdul Khalil, H.P.S., Development and material properties of
chitosan and phosphomolybdic acid-based composites, Journal of Composite
Materials, 45, 39-49, 2011.

Pawlak, A., Mucha, M., Thermogravimetric and FTIR studies of chitosan blends,
Thermochimica Acta, 396, 153-166, 2003.

Zakaria, Z., Izzah, Z., Jawaid, M., Hassan, A., Effect of degree of deacetylation of
chitosan on thermal stability and compatibility of chitosan-polyamide blend,
BioResources, 7, 5568-5580, 2012.

Noriega, S.E., Subramanian, A., Consequences of neutralization on the
proliferation and cytoskeletal organization of chondrocytes on chitosan-based
matrices, International Journal of Carbohydrate Chemistry, 2011, 1-13, 2011.

Wang, F., Li, M.-S., Lu, Y.-P., Qi, Y.-X., Liu, Y.-X., Synthesis and microstructure
of hydroxyapatite nanofibers synthesized at 37 °C, Materials Chemistry and
Physics, 95, 145-149, 2006.

O'Brien, F.J., Biomaterials & scaffolds for tissue engineering, Materials Today, 14,
88-95, 2011.

Peniche, C., Argiielles-Monal, W., Davidenko, N., Sastre, R., Gallardo, A., San
Roman, J., Self-curing membranes of chitosan/PAA IPNs obtained by radical
polymerization: preparation, characterization and interpolymer complexation,
Biomaterials, 20, 1869-1878, 1999.

Sun, H., Mou, J., Tang, Y., Zhang, F., Wu, G., Hydroxyapatite coating on a
polyamide implant, Journal of Materials Science Letters, 21, 901-902, 2002.

Loh, Q.L., Choong, C., Three-dimensional scaffolds for tissue engineering

applications: Role of porosity and pore size, Tissue Engineering Part B, Reviews,
19, 485-502, 2013.

Cal vo-Guirado, J.L., Perez-Albacete, C., Perez-Sanchez, C., Boquete-Castro, A.,
Mate-Sanchez De Val, J.E., Delgado Pena, J.E., Ramirez Fernandez, M.P., Garces,
M., Meseguer-Olmo, L., Gomez-Moreno, G., Effects of melatonin on adult human
mesenchymal stem cells in osteoblastic differentiation. An experimental in vitro
study, Journal of Osseointegration, 7, 23-32, 2015.

Zwirska-Korczala, K., Jochem, J., Adamczyk-Sowa, M., Sowa, P., Polaniak, R.,
Birkner, E., Latocha, M., Pilc, K., Suchanek, R., Influence of melatonin on cell
proliferation, antioxidative enzyme activities and lipid peroxidation in 3T3-L1
preadipocytes--an in vitro study, Journal of physiology and pharmacology : an
official journal of the Polish Physiological Society, 56 Suppl 6, 91-99, 2005.

185



[179]

[180]

[181]

[182]

[183]

[184]

[185]

[186]

[187]

[188]

[189]

[190]

[191]

[192]

Dhandayuthapani, B., Yoshida, Y., Maekawa, T., Kumar, S., Polymeric Scaffolds
in Tissue Engineering Application: A Review, International Journal of Polymer
Science, 1-19, 2011.

Wu, J., Hong, Y., Enhancing cell infiltration of electrospun fibrous scaffolds in
tissue regeneration, Bioactive Materials, 1, 56-64, 2016.

Manjubala, 1., Woesz, A., Pilz, C., Rumpler, M., Fratzl-Zelman, N., Roschger, P.,
Stampfl, J., Fratzl, P., Biomimetic mineral-organic composite scaffolds with

controlled internal architecture, Journal of Materials Science: Materials in
Medicine, 16, 1111-1119, 2005.

zur Nieden, N.I., Kempka, G., Ahr, H.J., In vitro differentiation of embryonic stem
cells into mineralized osteoblasts, Differentiation;, Research in Biological
Diversity, 71, 18-27, 2003.

Sila-Asna, M., Bunyaratvej, A., Maeda, S., Kitaguchi, H., Bunyaratavej, N.,
Osteoblast differentiation and bone formation gene expression in strontium-
inducing bone marrow mesenchymal stem cell, The Kobe Journal of Medical
Sciences, 53, 25-35, 2007.

Stein, G.S,, Lian, JB,, Molecular mechanisms mediating
proliferation/differentiation interrelationships during progressive development of
the osteoblast phenotype, Endocrine Reviews, 14, 424-442,1993.

Komori, T., Regulation of osteoblast differentiation by Runx2, Advances in
Experimental Medicine and Biology, 658, 43-49, 2010.

Komori, T., Yagi, H., Nomura, S., Yamaguchi, A., Sasaki, K., Deguchi, K.,
Shimizu, Y., Bronson, R.T., Gao, Y.H., Inada, M., Sato, M., Okamoto, R.,
Kitamura, Y., Yoshiki, S., Kishimoto, T., Targeted disruption of Cbfal results in a
complete lack of bone formation owing to maturational arrest of osteoblasts, Cell,
89, 755-764, 1997.

Nakashima, K., Zhou, X., Kunkel, G., Zhang, Z., Deng, J.M., Behringer, R.R., de
Crombrugghe, B., The novel zinc finger-containing transcription factor osterix is
required for osteoblast differentiation and bone formation, Cell, 108, 17-29, 2002.

Hass, R., Kasper, C., Bohm, S., Jacobs, R., Different populations and sources of
human mesenchymal stem cells (MSC): A comparison of adult and neonatal tissue-
derived MSC, Cell Communication and Signaling, 9, 9-12, 2011.

Hermann, A., Gastl, R., Liebau, S., Popa, M.O., Fiedler, J., Boehm, B.O., Maisel,
M., Lerche, H., Schwarz, J., Brenner, R., Storch, A., Efficient generation of neural

stem cell-like cells from adult human bone marrow stromal cells, Journal of Cell
Science, 117, 4411-4422, 2004.

Cheng, N.C., Wang, S., Young, T.H., The influence of spheroid formation of human
adipose-derived stem cells on chitosan films on stemness and differentiation
capabilities, Biomaterials, 33, 1748-1758, 2012.

Yeh, H.Y., Liu, B.H., Sieber, M., Hsu, S.H., Substrate-dependent gene regulation
of self-assembled human MSC spheroids on chitosan membranes, BMC Genomics,
15, 1-14, 2014.

Corciova, A., Cioroiu, B., Mircea, C., Tuchilus, C., Ciobanu, C., Dimitriu, C.,
Ivanesvu, B., Influence of hydroxypropyl-beta-cyclodextrin on the

186



[193]

[194]

[195]

[196]

[197]

[198]

[199]

[200]

[201]

[202]

[203]

[204]

[205]

[206]

physicochemical and biological characteristics of a flavone with important
pharmacological properties, Environmental Engineering and Management Journal,
14,311-319, 2015.

George, S.J., Vasudevan, D.T., Studies on the preparation, characterization, and
solubility of 2-HP-B-cyclodextrin-meclizine HCI inclusion complexes, Journal of
Young Pharmacists, 4, 220-227, 2012.

Altman, G.H., Diaz, F., Jakuba, C., Calabro, T., Horan, R.L., Chen, J., Lu, H.,
Richmond, J., Kaplan, D.L., Silk-based biomaterials, Biomaterials, 24, 401-416,
2003.

Kim, U.-J., Park, J., Joo Kim, H., Wada, M., Kaplan, D.L., Three-dimensional
aqueous-derived biomaterial scaffolds from silk fibroin, Biomaterials, 26, 2775-
2785, 2005.

Rockwood, D.N., Preda, R.C., Yucel, T., Wang, X., Lovett, M.L., Kaplan, D.L.,
Materials fabrication from Bombyx mori silk fibroin, Nature Protocols, 6, 1612-
1631, 2011.

Arai, T., Freddi, G., Innocenti, R., Tsukada, M., Biodegradation of Bombyx mori
silk fibroin fibers and films, Journal of Applied Polymer Science, 91, 2383-2390,
2004.

Lawrence, B.D., Cronin-Golomb, M., Georgakoudi, 1., Kaplan, D.L., Omenetto,
F.G., Bioactive silk protein biomaterial systems for optical devices,
Biomacromolecules, 9, 1214-1220, 2008.

Panilaitis, B., Altman, G.H., Chen, J., Jin, H.J., Karageorgiou, V., Kaplan, D.L.,
Macrophage responses to silk, Biomaterials, 24, 3079-3085, 2003.

Vepari, C., Kaplan, D.L., Silk as a Biomaterial, Progress in Polymer Science, 32,
991-1007, 2007.

Hofmann, S., Wong Po Foo, C.T., Rossetti, F., Textor, M., Vunjak-Novakovic, G.,
Kaplan, D.L., Merkle, H.P., Meinel, L., Silk fibroin as an organic polymer for
controlled drug delivery, Journal of Controlled Release, 111, 219-227, 2006.

Lawrence, B.D., Marchant, J.K., Pindrus, M.A., Omenetto, F.G., Kaplan, D.L., Silk
film biomaterials for cornea tissue engineering, Biomaterials, 30, 1299-1308, 2009.

Sofia, S., McCarthy, M.B., Gronowicz, G., Kaplan, D.L., Functionalized silk-based
biomaterials for bone formation, Journal of Biomedical Materials Research, 54,
139-148, 2001.

Karageorgiou, V., Meinel, L., Hofmann, S., Malhotra, A., Volloch, V., Kaplan, D.,
Bone morphogenetic protein-2 decorated silk fibroin films induce osteogenic
differentiation of human bone marrow stromal cells, Journal of Biomedical
Materials Research Part A, 71, 528-537, 2004.

Zhang, L., Su, P., Xu, C., Chen, C., Liang, A., Du, K., Peng, Y., Huang, D.,
Melatonin inhibits adipogenesis and enhances osteogenesis of human mesenchymal

stem cells by suppressing PPARgamma expression and enhancing Runx2
expression, Journal of Pineal Research, 49, 364-372, 2010.

Alhadlaq, A., Mao, J.J., Mesenchymal stem cells: isolation and therapeutics, Stem
Cells and Development, 13, 436-448, 2004.

187



[207]

[208]

[209]

[210]

Yourek, G., Hussain, M.A., Mao, J.J., Cytoskeletal changes of mesenchymal stem
cells during differentiation, ASAIO journal (American Society for Artificial Internal
Organs), 53, 219-228, 2007.

Sethi, S., Radio, N.M., Kotlarczyk, M.P., Chen, C.T., Wei, Y.H., Jockers, R., Witt-
Enderby, P.A., Determination of the minimal melatonin exposure required to
induce osteoblast differentiation from human mesenchymal stem cells and these

effects on downstream signaling pathways, Journal of Pineal Research, 49, 222-
238, 2010.

Jonason, J.H., Xiao, G., Zhang, M., Xing, L., Chen, D., Post-translational regulation
of runx2 in bone and cartilage, Journal of Dental Research, 88, 693-703, 2009.

Cao, T., Heng, B.C., Ye, C.P., Liu, H., Toh, W.S., Robson, P., Li, P., Hong, Y.H.,
Stanton, L.W., Osteogenic differentiation within intact human embryoid bodies
result in a marked increase in osteocalcin secretion after 12 days of in vitro culture,

and formation of morphologically distinct nodule-like structures, Tissue & Cell, 37,
325-334, 2005.

188



EK 1

MELATONININ IN VITRO SALIMINDA KULLANILAN KALIBRASYON
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EK 2

KOLLAJEN ANALIZINDE KULLANILAN HiDROKSIiPIROLIN KALIBRASYON
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MELATONIN/HPBCD INKLUZYON KOMPLEKSININ VERIM HESABINDA
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