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OZET

BIFOSFONAT GRUBU ILACLARIN UZUN DONEM
KULLANIMINA BAGLI YAN ETKILERIN GIDERILMESINDE
HYALURONIK ASIT YUOKLU KITOSAN NANOPARCACIKLARIN
IN VITRO YARA MODELI

OZDEMIR, Giilistan
Yiiksek Lisans Tezi, Biyomedikal Teknolojiler Anabilim Dali
Tez Danismani: Dog. Dr. Emin Ilker Medine
2. Tez Danigsmant: Prof. Dr. Sema CINAR BECERIK
Eyliil 2022, 79 sayfa

Bifosfonat kullanimina bagli ¢ene kemigi osteonekrozu son yillarda
Ozellikle kanser hastalar1 i¢in ciddi bir sorun halini almaktadir. Tedavide
kullanilan bifosfonat grubu ilaglarin nitrojen iceren formlar1 oldukca giigliidiir ve
bunlar da akabinde yan etkileri getirmektedir. Onceden travmaya ugrayan ¢ene
bolgesinde, ilaglarin uzun siireli kullanimda birikim gostermesi nekrozlara ve
yaralara neden olmaktadir bu da kanser tedavisi goren hastalarin sadece fizyolojik
degil psikolojik olarak da etkilenmelerini saglamaktadir. Yan etkileri onleyici bir
tedavinin olmamasi aragtirmacilari yara iyilesme prosesini hizlandirici ¢aligmalara
yoneltmistir.  Yara 1iyilestirmede kullanilan  malzemelerin ~ bolge ile
penetrasyonunun yetersiz olmasi ve bdlgeye ulasana kadar degredasyona
ugramasindan dolayr nanopartikiill sistemleri tastyici olarak kullanilmaya
baslanmistir. Bu ¢alismada, nitrojen iceren bifosfonatt grubu ilaglardan zoledronik
asit, yara iyilestirmede aktif olarak kullanilan ve ortamin nemliligini saglayarak
lyilegsme prosesini hizlandiran hyaluronik asit ve antibakteriyel 6zelliklere sahip
nanotastyict olarak kitosan kullanilmistir. Hyaluronik asitin suda hizh
¢Ozlinmesini 6nlemek ve kitosanin hassas yapisim1 daha stabil hale getirmek
amaciyla sentez kosullar1 optimize edilmis ve kitosan-hyaluronik asit
nanopartikiillerinin zeta potansiyeli +32,3 mV olarak bulunmus, %61,63 oraninda
da yiiklenme verimi elde edilmistir. Olusturulan nanotasiyict sistemin ve

zoledronik asitin HGF-1, Saos-2, HaCAT hiicreleri lizerindeki in vitro etkisini



incelemek amaciyla sitotoksisite, apoptozis ve yara modeli ¢aligmalar

gerceklestirilmistir.

Anahtar kelimeler: Bifosfonat, Kitosan Nanoparcacik, Hyaluronik Asit,

Osteonekroz.
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ABSTRACT

IN VITRO WOUND HEALING POTENTIAL OF HYALURONIC
ACID LOADED CHITOSAN NANOPARTICLES IN REMOVING LONG
TERM USE SIDE EFFECTS OF BIPHOSPHONATES

OZDEMIR, Giilistan
Master Thesis in Biomedical Technologies Department
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Emin Ilker Medine
2. Supervisor: Prof. Dr. Sema CINAR BECERIK
September 2022, 79 pages

Bisphosphonate related osteonecrosis of the jaw (BRONJ) has become
serious problem especially for cancer patients in recent years. The nitrogen-
containing bisphosphonates are the most potent and widely-used form of these
compounds. Even though benefits of therapy, long term use of bisphosphanates
(BP) may have side effects. In the previously traumatized oral cavity, the
accumulation of BPs in long-term use may cause non-healing wounds and
exposure of necrotic bone which causes cancer patients to be affected not only
physiologically but also psychologically. While there is no specific treatment for
BRONJ, promoting the wound healing process and relieving inflammation may
help reduce side effects. Nanoparticle systems designed as nanocarriers can be
modified in wound healing for preventing degredation and increasing efficiency
of pharmaceutical molecule. In this study we aim to produce nanoparticle system
made from chitosan (CS) and hyaluronic acid (HA) for relieving side effects of
zoledronic acid (ZOL) in wound healing. The synthesis conditions were
optimized, the zeta potential of chitosan-hyaluronic acid nanoparticles was found
to be +32.3 mV and, the loading efficiency was determined to be %61,63. In order
to investigate in vitro effects of ZOL and CH-HA NPs on HGF-1, Saos-2, HaCAT

cells, cytotoxicity, apoptosis and wound healing model studies were carried out.
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Keywords: Bisphosphonate, Chitosan Nanoparticule, Hyaluronic Acid,

Osteonecrosis.
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1. GIRIS

(Cene kemigi osteonekrozu, son zamanlarda, bifosfonatlar1 tedavi amagli uzun
stireli kullanan hastalarda ciddi bir sorun halini almistir (Acil et al., 2012). Hastalik
patolojik olarak dental ve bilimsel literatiirde 100 yildan fazladir yer almaktadir ve
tibbi miidahale akabinde veya kendiliginden olusabilmektedir (Tipton et al., 2011).
Ilag tedavisi sonucu ortaya ¢iktig1 sekli, en yaygin olarak bifosfonat kullaniminda
gorlilmiistiir (Akdeniz et al., 2018). Hastaligin temel belirtisi, ¢gene veya c¢ene
kemigi bolgesinde, iyilesmeye direng gdsteren yaralar ve agik nekroz kemiklerin
ortaya ¢ikmasidir. Bu hastalik, 6zellikle kanser nedeniyle tedavi gérmekte olan
hastalarin yasam kalitesini negatif yonde etkilemektedir (Zafar et al., 2014).
Nekroz, nitrojen igeren bifosfonat tiirlerinin kullaniminda yan etki olarak ortaya
cikmaktadir ve son zamanlarda hastaligin goriilme oraniin %8'den %12'ye ¢iktig1
rapor edilmistir (Anitua et al., 2016). Nitrojen igeren tiirleri igermeyen tiirlerine
gore daha kuvvetlidir ve hidroksiapatite olan yiiksek afinitesi mineralize dokular
tarafindan adezyonunu arttirmaktadir (Bassa et al., 2013). NBP’ ler hidroksiapatite
giiclii bir sekilde baglanmakta ve kullanildik¢a bolgede birikmektedirler (Tanaka et
al., 2013). 8 haftadan uzun siiren ila¢ kullaniminda dis eti agilmakta ve ¢ene kemigi
ortaya ¢ikmaktadir. Kemik acildik¢a, dokudan gelen bir kan akisi olmadigi i¢in
kemik oliimii ger¢eklesmeye baglamaktadir (Borsani et al., 2018).

Bifosfonatlar, pirofosfat benzerleridir ve osteoklast aktivitesini inhibe ederek
kemik erimesini Onleme Ozellikleriyle bilinirler (Komatsu et al., 2016).
Bifosfonatlar osteoporoz, kemik, tiimorii, metastaz, Paget hastaligi, coklu miyelom
gibi kemik hastaliklarinin tedavisinde kullanilmaktadir (Komatsu et al., 2016,
Pansani et al., 2014). 19. yiizyildan beri sentezlenmektedir ve ilk olarak endiistriyel
amaclarla kullanilmaya baslanmistir. Temel c¢alisma mekanizmalari, kemik
erimesini ve mineralizasyonu engellemektedir. Bu mekanizma bifosfonat yapisinda
nitrojen yan zincirinin varhigina baghdir (Mcleod et al., 2014). Osteoklast ve
osteoblast lizerindeki etkilerinin yani sira, 6zellikle yliksek miktarda nitrojen igeren
tiirleri,  fibroblast  proliferasyonunu  Onleyebilmektedir ve  apoptozu
arttirabilmektedir (Hu et al., 2013). Metastatik kanser hastaliginin tedavisinde

kullanilan nitrojen igeren tiirlerinin yol ag¢ti§i bu yan etkilerin ortaya g¢ikma



mekanizmasi, birgok ¢alisma yapilmasina ragmen hala net olarak anlasilamamistir

(Acgil et al., 2018).

Bifosfonat ile tedavi goren hastalarda yara gecikmesinin oldugu
bilinmektedir (Basso et al., 2013). Yaranin epitel hiicreleri ve dis eti fibroblastlar
ile kapanmasi sadece basarili bir yara iyilesmesinin gerceklesmesi agisindan degil,
dis kokiinde dis ekstraksiyonu sonucu olusabilecek bakteri enfeksiyonunu 6nlemesi
nedeniyle de dnemlidir. Clinkii bakteri enfeksiyonu, nekrozun sigara, protezin yol
acacagl travmalar vb. diger risk faktorleriyle de is birligi i¢inde olmasinda neden
olabilir (Komatsu et al., 2016). Fibroblastlar ve endotel hiicreleri doku onarim
prosesinde oOnemli bir rol oynamaktadirlar ve bu hiicrelerin spesifik
fonksiyonlarmin aktiflestirilmesi yaranin kapanma siirecini  gelistirebilir

(Prosdocimi & Bevilacqua, 2012).

Hyaluronik asit, 1934 yilinda kesfedildiginden beri {izerinde calisilan, deri
igerisinde iiretilen dogal bir polimerdir. Medikal alanda, ortopedide ve estetik
operasyonlarda ¢okca yer almistir. Tedavi amach olarak kullanimi ilerlediginden
beri doku miihendisligi ile ilgili yapilan ¢aligmalarda oncelikli olarak yer

almaktadir (Price et al., 2007).

Endojen HA plazma membraninda iiretilmektedir ve ekstraseliiler dokularda
da farkli konsantrasyonlarda yer alabilmektedir. Doku yapisinda kayganlastirma,
nemlendirme ve onarim 6zellikleriyle yer almaktadir (Roehrs et al., 2016). Doku
onariminda ve yara iyilesmesinde, fibrinlerle birlikte, fibroblast ve endotel
hiicrelerin yaralanmis bolgede organize olmasini saglamaktadir. Hyaluronik asitin
hidrofilik 6zelligi pihtinin yumusamasina neden oldugundan, hiicrelerin bolgede

kolonilesmesini kolaylastirir (Longinotti, 2014).

Dogal bir hemostatik polimer olan kitosan, kesfedildigi giinden bu yana,
biyouyumlu, biyobozunur, non-toksik, antimikrobiyal 6zellikleriyle birlikte yara
iyilesme siirecini de tetikledigi i¢in, pansuman malzemesi olarak yayginca
kullanilmigtir (Dai et al., 2011). Hassas bir yapiya sahip olmasi ise, yara iyilestirme
alaninda yetersiz kalmasina sebep olacagindan, diger polimerlerle birlikte

kullanilmasinin, sorunu giderebilecegi disiliniilmiis ve bu alanda caligmalar



yuriitiilmiistiir  (Sanad&Abdel-Bar, 2017). Hyaluronik asitin de viicutta
absorbsiyonu ¢ok hizli oldugu i¢in modifikasyonu kaginilmaz bir hal almaktadir
(Gokila et al., 2018). Bu dezavantajlar1 ortadan kaldirmak ve avantajlarindan
faydalanmak i¢in, iki maddenin beraber kullanilmasi diigiiniilmiis ve yara

tyilestirme, ilag taginimi gibi bir¢ok calismada konjugasyonlar1 yer almistir.

Bu caligmada yara iyilestirme o6zelligi bulunan antimikrobiyal kitosan
nanoparcaciklart ve hyaluronik asit konjugasyonunun, bifosfonatlarin dis eti
fibroblastlar1 iizerinde yarattig1 etkilerini azaltmak i¢in, in vitro kosullarda yara

modeli olusturularak etkinliginin incelenmesi hedeflenmektedir.



2. GENEL BILGIiLER

2.1 Bifosfonatlar

2.1.1 Tarihgesi

Bifosfonatlar kimyasal olarak ilk 1800’14 yillarda sentezlenmistir fakat
kalsiyum metabolizmasiyla ilgili hastaliklarda tedavi amagli kullanimi1 son 50 yildir
literatiirde yerini almaktadir. Insanlarda ilk kullamilan bifosfonat tiirii olan
etidronatin sentezlenmesi bile yiizyili agskin bir siire 6nce gerceklesmistir (Russell
et al.,, 2011). Ilk adlar1 difosfonat olarak literatiirde yerini, klinik ¢aligmalarda
etidronatin Paget hastalig1 tedavisinde kullanilmasiyla almistir (Smith et al., 1971).
Oncelikli olarak endiistrideki proseslerde kullanimi ve sadece bu alanla smirh
kalmasi, klinikle ilisigi ve sahip oldugu potansiyelin lizerinde durulmamasi, yapilan

calismalarin gecikmesinin nedenlerini olusturmustur (Coleman, R., 2020).

Ilk bifosfonatlarin sentezi 19. yiizyllda Menschutkin, Von Baeyer ve
Hofmann tarafindan gergeklestirilmis ve sanayide kire¢ ¢oziicii ve korozyon
Onleyici ajanlar olarak, ¢amasir deterjanlar1 ve yikama sularindaki ayrica yag
liretimi sonucu ortaya ¢ikan salamura sularindaki kalsiyum karbonatin ¢okelti

olusturmasini onlemek amaciyla kullanilmaya baslanmistir (Watts, N. B., 1998).

Prifosfonatlarin kalsiyum fosfatin in vitro olusumunu ve ¢oziiniirliglini
onledigi bilinmektedir, in vivo olarak da idrar ve plasmada bulunarak, anomali bir
sekilde kiregclenme olusumunu Onlemektedir lakin minerilizasyona ve kemik
erimesine etki etmemektedir, hizli bir sekilde hidrolize ugramasi tedavi amagl
kullaniminin 6niinde bir engel teskil etmistir. Bu durum da arastirmacilari
prifosfonatlarla ayni fizikokimyasal 6zellikteki lakin enzimatik hidrolize direncli

analog yapilar1 bulmaya itmistir (Fleisch et al., 2002).

Bifosfonatlar, dogada bulunan inorganik prifosfonatlarin analoglaridir,
iizerinde yapilan ¢alismalar, kalsiyum fosfatin in vitro ¢okelmesini, in vivo da
kireglenmeyi inhibe ettigini gdstermistir (Rogers et al., 1997). In vivo yapilan

deneylerde oral olarak alindiginda da ayni etkiyi gostermesi, prifosfonatlarin aksine



kimyasal ve enzimatik reaksiyonlara karsi daha direngli oldugunu gostermistir
(Fleisch et al., 1970). 1k basta kire¢ ¢oziicii olarak Alman bilim adamlar1 tarafindan
tiretilen bifosfonatlarin biyolojik etkilerinin ortaya ¢ikmasinin ve yayinlanmasinin
akabinde gecen 50 yilda, diinyada en ¢ok kullanilan ve en etkili ilaglar arasindaki
yerini, bircok kemik hastaliginin tedavisinde kullanilarak almistir (Cremers et al.,

2019).

Sentetik olarak {iretilen bifosfonatlarin, prifosfonatlarin analogu oldugu ve
kemik erimesini Onlediginin kesfinden sonra, yeni bifosfonat tiirleri iiretilmeye
baslamis ve in vivo kemik erimesinde 100 kat daha etkili potansiyele sahip tiirevleri

sentezlenmistir (Rogers e al., 2000).

2.1.2 Kimyasal yapilari

Bifosfonatlar, prifosfonat benzeri yapilardir, adenozin trifosfatin (ATP)

metabolizma {iriinii olan prifosfonatlar hizli enzimatik degradasyona maruz kalmasi
nedeniyle hicbir biyolojik aktiviteye katilmadan pargalanirlar (Dima et al., 2013),

yapilarinda bulunan ve bir¢ok varyasyona izin veren P-O-P yapisinin oksijen atomu
yerine karbon atomu konumlandirilmig hali de bifosfonatlari olusturur (H. Fleisch,
2004). P-C-P seklinde basit bag yapisindaki bifosfonatlar 1siya ve bir¢cok kimyasal

reaktife kars1t dayaniklidir ayni zamanda enzimatik hidrolize de direng
gostermektedir (Anke et al., 2008). Biitiin bifosfonatlar bu temel bag yapisini igerir

ama farkli R gruplar da karbon atomuna baglanmaktadir (Sekil 2.1), bunlardan en
belirgin olan R1, regetelenen ilag formlarinin hepsinde bulunan hidroksil grubudur,
R2 ise bilesimi bifosfonatin potansiyelini etkileyen gruptur ve bu etki nitrojen
atomunun varligina ve bag yerlesimine baghdir. Nitrojen iceren bifosfonatlar;
alendronat, risedronat, pamidronat, ibandronat ve zoledronat, nitrojen igermeyen
bifosfonatlar veya basitge bifosfonatlar; klodronat, etidronat ve tiludronat olarak
adlandirilmistir (Partha et al., 2019). R1 pozisyonunda hidroksil grubunun
bulunmasi kemik mineraline olan afiniteyi arttirmaktadir, bu bifosfonatlarin
kalsiyum iyonunu selatlamasi {iglii yapisinda ikili yapisina gore daha etkilidir

(Russell et al., 1999).
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Sekil 2.1 Prifosfonat ve bifosfonatin kimyasal yapilar

Bifosfonatlar sentetik yapilardir dogal olarak insan veya hayvan viicudunda
iretilen bilesikler degildir, P-C-P bagin1 acabilecek herhangi bir enzim heniiz

kesfedilmemistir (Papapoulos, S. E., 1995).

Geminal bifosfonatlarda bulunan ve asil atomlarin yerini alan R1 ve R2
gruplarinin modifiye edilmesiyle birgok farkli bifosfonat tiirii sentezlenebilir
(Shinoda et al., 1983). Analoglar1 olan prifosfonatlar gibi bifosfonatlarin da kemik
mineraline olan afiniteleri yiiksektir ¢linkii hidroksiapatit kristallerine baglanirlar,
bu yiizden kemige tutunumlar1 hidroksiapatite baglanan kismin mevcudiyetine

baglhidir (Drake et al., 2008).

Biitiin bifosfonatlar, fosfonat gruplarini hidroksiapatite baglayarak faaliyete
gegerler. P-C-P formundaki bifosfonatlarda C karbon atomunu, P de fosfonat
grubunu temsil eder. 2 fosfonat grubunun molekiildeki varliginin nedeni, kemik
kancas1 formuyla asil gérevi olan kemigi hedef alip kendi molekiiler mekanizmasini

harekete gecirmektir (Russell, R. G. G., 2007).

Nitrojen igeren bifosfonatlarda, R2 zincirindeki en ufak degisimin bile kemik
erimesini in vivo ve in vitro dnlemedeki potansiyelini etkiledigi uzun zamandir
bilinmektedir ve bu etkinin farmakolojik amaci henliz tam anlamiyla

aciklanamamustir (Dunford et al., 2001).



Birincil nesil bifosfonatlar 1960’larin sonlarinda sentezlenmistir ve kisa
alkillerden veya halejoniir yan zincirlerinden olusur ve bu sinifin en bilinenleri 1-
hydroxyethane-1,1-bifosfonat  (etidronat)  ve  dikloromethanbifosfonattir
(klodronat). Ikincil nesil bifosfonatlar amino terminal grup tarafindan karakterize
edilirler ve bunlar1 3-amino-1-hidroksipropan-1,1-bifosfonat (pamidronat) ve 4-
amino-1-hidroksibiitan-1,1-bifosfonat olusturur. Ugiincii nesil bifosfonatlar1 ise
dairesel zincirler (Sietsama et al., 1989) ve nitrojen igeren giiclii ilaglar olan

zoledronat, ibandronat olusturur (Broom et al., 2009).

Biitliin bifosfonatlar benzer fizikokimyasal yapilara sahip olmasina kargin
etkinlikleri birbirlerinden farklidir (Lin, J. H., 1996). Bifosfonatlar temel olarak
nitrojen iceren ve icermeyen olarak iki gruba ayrilirlar ve etkinlikleri de buna gore
degismektedir, bagirsaktan emilim alendronat, ibandronat, and risedronat igin
%1°den daha diisiik, etidronat i¢in %3 ve %7 araligindadir, kullanim talimatina
uygun bir sekilde alinmadiginda bu degerler daha da diismektedir. Bir kere
emildiginde kemik tarafindan hizl bir sekilde, hidroksiapatite olan yiiksek afinitesi
nedeniyle tutunmaktadir ve yarilanma omiirleri 10 y1li asmaktadir (Toussaint et al.,

2008).

2.1.3 Klinik uygulamalari

Bifosfonatlar kemik hastaliklarini kontrol altina almak i¢in yaygin bir sekilde
kullanilmaktadirlar. Bu hastaliklara osteoporoz, Paget hastalig1 ve tlimore bagl
hiperkalsemi 6rnek verilebilir. Bifosfonatlar kemik yikimina neden olan osteoklast
hiicrelerini, tiimdr hiicrelerinin proliferasyonunu ve anjiyogenezi inhibe etmektedir.
Bifosfonatlarin bu 6zellikleri, onlar1 kemik metastazini kontrol etmede kullanish
bir hale getirmistir. Yapilan klinik denemelerin ¢ogunlugunda, prostat, meme
kanseri ve miyelom hastalifina sahip hastalarda, iskeletsel tiimoriin yiikiini
hafiflettigi goriilmiistiir bu da metastatik hastaliklarla yapilan c¢alismalarda
bifosfonat kullaniminin arttiritlmasina Onciilikk etmistir (Melo et al., 2005).
Bifosfonatin etkinitesi i¢in yapilan ilk klinik ¢alismalarda, miyeloma hastaligina
sahip hastalarda klodranatin iskeletteki kalsiyum miktarinin asir1 bir sekilde
mobilizasyonunu bastirmasini belirlemek olmus ve akabinde tiimor hastalariyla

yapilan ¢aligmalar takip etmistir (Van Acker et al., 2016).



Osteoporozun tedavisinde temel sinif ilaglar sinifinda yer alan bifosfonatlar,
osteoklasta bagli kemik yikimini ve kemik turnover markerlarin1 azaltarak, kemik
mineral yogunlugunu arttirmaktadir. Yapilan genis ¢apli klinik caligmalarda
osteoporotik kiriklarin riskini azalttigi da belirlenmistir. Bifosfonatlarin kemik
mineraline olan yiliksek afinitesi, baglandiktan sonra da iskelette yerlesimini
saglamakta ve ila¢ alim1 durmasina ragmen, etkinligini ve iskeleti koruma gorevini

uzun yillar boyunca yerine getirmektedir (Shane, E., 2010).

Damar yoluyla alinan bifosfonatlarin osteoporoz tedavisinde kullanildig1 ve
hastalar i¢in 1iyi bir alternatif oldugu bilinmektedir. Birinci jenerasyon
bifosfonatlarin akut bobrek yetmezlIigi ile ilisigi oldugu ortaya ¢iktiktan sonra yeni
jenerasyon bifosfonatlarin kullanimi daha giivenli bulunulmugstur (Strampel et al.,

2007).

2.1.4 Etki mekanizmasi

Kemik doku osteoblast, osteoklast ve osteositler olmak tizere 3 cesit hiicre
icermektedir. Kemik doku siirekli olarak bu hiicrelerin birlikte hareket etmesiyle
sekillenir, bu hareketler osteoklastta kemik yikimi, osteoblastta kemik yapimi ve
osteositlerde mekanosensor ve sekil alma siirecinin planlayicisi olarak yerini alir.
Tekrar tekrar yeniden yapilanma siireci lokal ve sistemik faktorler tarafindan kemik
homeostasinin saglanmasi i¢in kontrol altindadir, bunlara biliylime faktorleri ve
kalsitonin 6rnek verilebillir. Kemik yikimi ve yapimai siireciinde ortaya ¢ikabilecek
herhangi bir dengesizlik kemik rahatsizliklarina yol agabilir (Florencio-Silva et al.,

2015).

In vivo ve in vitro galismalar gostermistir ki bifosfonatlarin temel gorevi

kemik yikimini inhibe etmektir.

Bifosfonatlarin P-C-P yapisinin, Ca?* gibi iki degerlikli metal iyonlarina
baglanmasini sagladig1 bilinmektedir bu etki de viicut igerisindeki sirkiilasyondan
ayrilmasini saglamaktadir ¢iinkii hizlica kemik minerallerinin yiizeyine, 6zellikle
osteoklastik yikima maruz kalan alanlarda, baglanmaktadir (Roelofs et al., 2006).

Yiizeye baglanma yetenegi, bifosfonatlarin segici bir sekilde kemik mineraline



dogru yonelimini saglamakta bu da osteoklastlar nedeniyle gerceklesen kemik

yikimini inhibe eden giiclii ilaglar sinifina girmesini saglamaktadir.

Nitrojen icermeyen bifosfonatlarin ¢alisma mekanizmasi, metabolizmada
ATP’nin hidrolize olmayan analoglarinda birlesimiyle gergeklesir bu da
mitokondrial ADP/ATP translokazini inhibe etmesine ve osteoklastlarin

apoptozuna yol agar (Clézardin, P., 2011).

Yapisinda nitrojen igcermeyen bifosfonatlarin kemik yikimini 6nleme
potansiyelleri diisiiktiir, osteoklastin fonksiyonelligini, intraselliiler metabolizma
yardimiyla ATP metabolitlerine toksik etki gostererek inhibe ederler. Nitrojen
igeren Dbifosfonatlar osteoklastik kemik yikimini Onlemede daha giicli
inhibitdrlerdir, mevalonat yolag: i¢in anahtar rol oynayan FPPS enzimini inhibe
ederek, osteoklastlarin apoptozuna kadar neden olan olaylar zincirine yol agar (Van

Beek, 2003).

Bifosfonatlar etkili bir bicimde osteoklast nedeniyle olusan kemik yikimini
inhibe etmektedir bu da osteoporozda iskeletsel korumay1 saglamasi amaciyla
kullanimin1 mantikli kilmaktadir, ayn1 zamanda ¢esitli evrelerdeki tiimdr tiplerinde
de kullanilmaktadir. Bifosfonatlarin kimyasal yapisindaki ¢esitlilik fizikokimyasal
ve biyolojik 6zelliklerinin hatta potansiyellerinin degiskenligine de yansimaktadir.
Yeni nesil nitrojen igeren bifosfonatlar nitrojen icermeyenlerine gore kat be kat
daha giiclii etkinlige sahiptirler. Nitrojen icermeyen bifosfonatlar ATP igeren
bilesenler i¢ine yerleserek hiicre fonksiyonelligini inhibe ederken, nitrojen igeren
bifosfonatlar hiicre sinyalizasyonuna miidahale ederek hiicre fonksiyonelligi ve
canliligi i¢in gerekli olan kiiciik sinyal molekiillerinin prenilizasyonunu
onlemektedirler. Onceki calismalar nitrojen igeren tiirlerin ana hedefinin farnesil
prifosfat sentezi oldugunu gosterse de son ¢aligmalar mevalonat yolundaki GGOH

proteini oldugunu gostermistir (Aapro et al., 2008.)

2.2 Bifosfonat Kullanimina Bagh Cene Kemigi Osteonekrozu

Cene kemigi osteonekrozu, tedavi silirecinde bifosfonat kullanan kanser

hastalarinda ortaya c¢ikmaya baslamistir. Vakalara ve yayinlara bakildiginda,
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hastalarin biiyiik cogunlugunun antineoplastik tedavi (kemoterapi, stereoid tedavisi
veya boyun ve bas bolgesine radyoterapi) siirecindeyken, bifosfonat ilaclarinin da
kanser tedavisi igin verilmesiyle beraber, c¢ene kemigi osteonekrozu

semptomlarinin goriildiigii rapor edilmistir (Bagan et al., 2007).

I1k ortaya ¢ikis1 2003 yilinda olan ¢ene kemigi osteonekrozunun, osteoporoz
hastalarinda goriiliis siklig1 oldukea diistiktiir, 100.000 hastada 1-90 hasta araliginda
goriilmektedir. Vakalarin %90 min, yiliksek dozda damar yoluyla bifosfonat veya

deri alt1 yoluyla denosumab ilaglarini alan kanser hastalarinda goriildiigli rapor

edilmigtir (Khan et al., 2016).

Calisma mekanizmasi, osteoklast aktiviteyi baskilayarak kemik yikimin
inhibe etmek ve osteoKlast apoptozunu tetiklemek olan, oldukca tesirli oldugu
yapilan bir¢ok calismada ve de tedavide kanitlanmis olan bifosfonatlarin, yan
etkileri de bulunmaktadir ve bunlardan baglicas1 bifosfonat tedavisi goren
hastalarda kullanima bagli ortaya ¢ikan ¢ene kemigi osteonekrozudur (Fliefel et al.,

2015).

Bifosfonatlarin kemik metastazin1 azaltmanin yaninda, patalojik kiriklari
Onleme, agriy1 azaltma ve hayat kalitesini arttirma gibi yararlar1 da bulunmaktadir
lakin bu tedavi seklinin avaskiiler nekrozla olan iligkisi rapor edilmistir.
Osteonekroza bagli lezyonlar protez, dis ¢ekimi veya oral bolgeye cerrahi
miidahaleler gibi kemigi bakterilerin kolonizasyonuna maruz birakmayacak olaylar
gerceklesmedigi siirece ortaya ¢ikmayabilir (Agrillo et al., 2012). Bu lezyonlar
semptomatik olmaya, bolge eger ikincil etkenlerden dolay1 enfekte olmugsa veya
saglikli dokunun yakininda ve/veya karsisinda, agiga c¢ikmis olan kemikten
kaynaklanan diizensiz yiizeyin yarattigi travma bulunursa, baslamaktadir. Cene
kemigi osteonekrozunun belirtileri; bolgesel agri, yumusak dokularin gismesi ve
iltihaplanmasi, iltithabin akitilmasi, saglikli dis kaybi, agiga c¢ikan dis olarak
belirtilmektedir. Bu semptomlar ¢cogunlukla 6nceden ¢ekilmis olan digin bulundugu
bolgede veya diger cerrahi islemlerin yarattigi etkilerle ortaya ¢ikmaktadir lakin

spontan bir sekilde de gerceklesebilmektedir (Silverman et al., 2009).
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Damar yoluyla alinan bifosfonatlarin oral yolla alinanlara gore ¢ene kemigi
osteonekrozuna neden olma sikligr daha yiiksektir. BRONJ’un damar yoluyla
bifosfonat alan kanser hastalarinda goriilme oran1 kabaca %1-3 araliginda oldugu

bilinmektedir (Bagan et al., 2009).

Cene kemigi osteonekrozunun patofizyolojisi hala tam olarak netlige
kavugmamustir, nekrozun 6nceden mi yoksa enfeksiyonla beraber mi olustugu
bilinmemektedir lakin enfeksiyon ve iltihaplanmanin nekrozun gelisiminde 6nemli
bir rol oynadig1 acik¢a ortadadir. Bifosfonatlar lokal enfeksiyon olusum riskini
arttirabilecegi ve oral mukozanin iyilesme siirecini bozdugu ayrica makrofaj ve
monositlerin ~ fonksiyonelligini  etkiledikleri de disiiniilmektedir, kemik
yenilenmesini baskilamasi da nekroz olusumunu gelistirebilmektedir (Khan et al.,
2017). Bilinen vakalarda nekroz, a¢ikta kalan ¢ene kemiginin iyilesme siirecinin 6-
8 hafta boyunca gerceklesmemesi tlizerine saglik ¢alisanlart tarafindan
tanimlanmaktadir (Aragon-Ching et al., 2009). Nekrozun tanimlanmas1 agisindan
varilan ortak kararlar neticesinde gereken sartlar; oral boslukta siirekli bulunan
acikta bir kemik, 8 haftalik uygun bir tedaviye karsin hala varliginin devam etmesi,
timore dair bolgede herhangi bir kanit olmamasi ve Onceden bolgenin
radyoterapiye maruz birakilmamasi olarak yer almistir (Van den Wyngaert et al.,

2009).

2.2.1 Tedavi yontemleri

BRONJ'un kontrol altina alinmasi, semptomlarin elimine edilmesi ve
azaltilmasina yonelik ilerleme {izerine kurulmustur, hastaligin ilerlemesini
yavaglatma veya Onleme, hastalikli kemigi ortadan kaldirmaya yonelik tedavi
yontemleri olusturulmaktadir ¢linkii heniiz cerrahi veya cerrahi olmayan higbir
yontemin nekrozun tedavisinde basariya ulastigi onaylanmamistir bu yiizden tedavi

onleme ve korumaya yoneliktir.

Tedavi stratejileri antibiyotiklerin, antibakterial agiz c¢alkalayicilarinin
kullanimini, miimkiinse bifosfonat kullaniminin durdurulmasini, agriyr kontrol
altina almay1, uzun siireli olarak agriy1 ve enfeksiyonu hafifletmek i¢in hasarli

dokuya ait tiim bolgenin tamamen alinmasi veya kesilmesini, nekroza ugramis
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kemigin alinmasini, ¢cene kemiginin kaval kemigiyle yeniden olusturulmasini ve

acikta kalan bolgenin de dokularla kapatilmasini icermektedir (Fliefel et al., 2015).

Bu stratejilerin yanisira, bifosfonatlarin karmagik ¢alisma mekanizmasina
yonelik bazi 6nleme stratejileri de diisiiniilmiistiir. Bunlardan biri de hiperbarik
oksijen kullanimidir, bifosfonatlarin osteoklast aktiviteyi inhibe etmesinin yanisira
apoptozunu da tetikledigi bilinmektedir, osteoklast apoptozu da osteoklastojenik
sitokinler (timor nekroz faktorii, makrofaj koloni uyarict faktorii ve RANKL)
tarafindan baskilanabilir ve bu sinyallerin oksijene karst duyarli oldugu
bilinmektedir (Freiberger et al., 2007) ayrica bifosfonatlarin yara iyilesmesini
geciktirdigi de bilinmektedir, basingla dokulardaki oksijen diflizyonunun
arttirrmiyla bu soruna da ¢6ziim getirmek amaglanmistir (Freiberger, J. J., 2009).
Fakat bu da kesin bir ¢6ziim olmamakla birlikte orta kulak, i¢ kulak, disler, siniisler
ve cigerlerde barotravmatik bozukluklara, merkezi sinir sistemi ve cigerlerde
oksijen toksisitesine, anksiyete ve géz bozukluklarina neden olacak yan etkilere

sahiptir (Plafki et al., 2000).

Erbium: YAG lazer terapi, su ve hidroksiapatit tarafindan emilimi nedeniyle
kemik doku i¢in iyi bir tedavi olarak gosterilmektedir, Er: YAG lazer terapi ve
disiik seviye lazer terapiyle dokulara yapilan uyarinin mukozal iyilesmeyi
tetikleyecegi, mikrobiyal yiikii azaltacagi ve birlesik yontemlerin kullanilmasinin
hastanin gosterdigi semptomlar1 azaltip hayat kalitesini arttiracag: diistiniilmistiir

(Weber et al., 2016).

Ozon terapi yapilan bir ¢alismada doku yenileyici faktor olarak BRONJ
tedavisinde kullanilarak hastalarin %90’minda etkinlii gozlenmistir, endojen
antioksidanlarin uyarimini saglayarak dokular tizerinde pozitif etkisi oldugu bilinen
ozon, dokudaki kirmizi kan hiicreleri ve hemoglobinin konsantrasyonunu da
arttirmaktadir. Ozon terapisi hiicre proliferasyonunu tetikleyerek yumusak doku
iyilesmesini saglamaktadir, bu 6zelligi de diger tedavi yontemleriyle birlikte
kullanildiginda BRONJ’un semptomlarinin bagarili bir sekilde azalmasini ve

hastanin yasam kalitesinin artmasini saglamaktadir (Goker et al., 2020).
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2.3 Nanoteknoloji

Nanoteknoloji diinya genelinde aragtirma ve gelistirme alaninda en dikkat
ceken konulardan biri olmus ve biitiin fiziksel materyallerin yeni yollarla yeniden
yaratimini, kontroliinii saglamayi, dizayn edilen ve yapilan nerdeyse her seyi
degistirme firsat1 saglamis ve 2000’ 1i yillarla birlikte hiikiimetlerin ytliksek mevlada
fonlarin1 bu alana ydnlendirmesine ve birgok biiylik sirketin yatirimlarini

nanoteknolojiyle ilgili aragtirmalara harcamalarina yol agmustir (Zhu et al., 2004).

Nanoteknolojinin ag¢ilimi, bdlgeden bolgeye degismesine ragmen, genel
olarak ortak paydada nanometre boyutundaki materyalleri (100 nm altindaki)
kavramak, kontrol edebilmek ve yeniden yapilandirmak bu sayede de temelden yeni
Ozelliklere ve fonksiyonellige sahip maddelerin yaratimmi saglamak olarak
tanimlanmistir (Sanchez et al 2010). Nano kelimesi Yunanca kdékenlidir ve ciice
anlamindadir, nanometre 10° metreye tekabiil etmektedir. Bir nanometre insan
sagindan cap olarak 60.000 kez daha kiicliktiir ve nanopartikiiller i¢in genellikle
100 nanometrenin alt1 essiz 6zelliklerini gosterme acisindan kabul edilmektedir
(Sekhon, B. S., 2010). Dogadaki tek bir atomun veya molekiiliin davranislariyla,
farkli atom ve molekiil birlesimlerinin toplaminin davranislar1 arasindaki degisimin
dogada bulunan ornekleri, nanoteknolojiye bu dogal gecisten yararlanma firsati
vermistir (Raco, M. C., 2011). Biyolojik sistemlerin asir1 derecede kiigiik
olabilmesi, ozellikle hiicrelerin ¢ok kiiciik olmasimma ragmen c¢ok aktif olmasi,
iiretimde olmalari, bilgi depolamalar1 gibi 6zellikleri bilim diinyasinda da kiiciik
Olcekte istediklerimizi yapabilecek ve iiretecek materyallere sahip olma istegini
uyandirmistir ve nanoteknoloji de essiz fiziksel ve kimyasal ozelliklere sahip
nanomateryallerin toplum yararia istenilen uygulamalarda kullanilmak iizere

iiretiminin yolunu agmistir (Bhushan, B., 2017).

Nanodlgekteki yapilar insan hiicrelerinden ve organellerinden daha kiigiik
olmastyla birlikte enzim ve reseptorler gibi biyolojik makromolekiillerle yakin
Olciilerdedir, 6rnegin hemoglobin yaklasik olarak 5 nm, hiicreleri ¢evreleyen 2
katmanli lipid yap1 6 nm cap kalinligina sahiptir ve 20 nm’den daha kiiclik olan
nanopartikiiller damar duvarindan gegebilirler (McNeil, S. E., 2005). Nano
boyuttaki partikiillerin biyomolekiillerle konjuge olup hedefe yonelik ilag
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tasiimini saglama ve olasi yan etkileri minimalize etme, benzer boyuttaki reseptor
benzeri  biyomolekiillere = baglanma,  optik  Ozellikleri  neticesinde
biyogoriintilemede kullanilma avantajlar1 bulunmaktadir (Shwetha, K., &

Deveswaran, R., 2019).

Biyolojik hedefe yonelik olmasi i¢in, biyolojik ya da molekiiler kaplamanin
veya biyoinorganik arayiiz islevi gérecek bir katmanin nanopartikiile eklenmesi
gerekmektedir. Kaplamalar antikoru veya kolajen gibi biyopolimerleri ya da
nanopartikiilii biyouyumlu hala getirecek kii¢iilk molekiillerden olusan tek
katmanlar1 igerebilmektedir. Nanopartikiiller genellikle ¢ekirdekte nano-
biyomateryal olacak sekilde, molekiiler formlar i¢in uygun bir yiizey, inorganik ve
polimerik materyallerin birlesimi olarak ya da vezikiil seklinde membran veya
katmanla kapl1 halde kullanilmaktadirlar. Cekirdek madde genellikle i¢ materyaller
veya bir¢ok tek katmanla korunmaktadir (Salata, O. V. (2004).

Nanopartikiiller basit molekiiller degillerdir ve genel olarak ii¢ katmandan
olugmaktadir; birincisi ylizeyde kiigiik molekiillerle, metal iyonlariyla,
stirfaktanlarla, polimerlerle fonksiyonel hale getirilmis tabaka, ikincisi kabuk
kisminda merkez kismindan kimyasal olarak tamamen farkli materyalden olusan
tabaka ve ticilincii olarak merkezde nanopartikiin kendisi bulunmaktadir (Khan, I.,

Saeed, K., & Khan, I., 2019).

2.3.1 Nanoteknolojide yara iyilestirme uygulamalar

Yaralar, normal anatomik epital doku bariyerlerinin incinmesi, dokunun
kesilmesi veya yanmasi gibi sebeplerden olusan bozulmalar sonucu meydana
gelmektedir. Bazi1 yaralar zamaninda iyilesme gostermeyerek kronik hala
gelebilmektedir, bunun nedeni diyabet, c¢evresel damar hastaligt veya
enfeksiyonlardan kaynaklanabilmektedir. En iyi tedavi yontemi yarali bolgeye yeni
dokunun nakledilmesidir fakat bu da donér yoniinden sikintili olabilmektedir, bu
sartlarda doku yerine gegecek tasarlanmig dokular alternatif olabilmektedir lakin
her haliikarda doku iyilesmesi i¢in tedavi strajelerinin gelistirilmesi gerekmektedir

(Naderi et al., 2018).
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Yara iyilesmesi karmasik bir siirectir ve iltihaplasma, proliferasyon ve
yeniden yapilanma fazlarindan olusmaktadir, fazlar arasi ilerleme ise biiylime
faktorleri, sitokinler ve hiicresel elementlerle saglanmaktadir (Blecher et al., 2012).
Iyilesmenin karmasik siirecinin arasmna ise geciktirmek icin bir¢ok faktor dahil
olabilmektedir bu da hastalik oranini ve 6liimii arttirabilmekte, goriiniis agisindan
da hastalardaki stresi beraberinde getirmektedir. Daha biiylik bir pencereden
baktigimizda ise iyilesme; yara boyutu, derinligi, bolgesi, hastanin yasi, bolgesel
veya sistemsel hastaligin varlig1 gibi cesitli faktorlere de baghdir. Diger faktorler
ise; beslenme sekli, bagisiklik sisteminin seviyesi, sigara kullanimi, diyabet,
obezite, hipertansiyon olabilmektedir, yasl ciltlerde ise mikrosirkiilasyonun diisiik
olmasi iltihaplagmaya verilen tepkiyi geciktirebilmektedir (Paladini, F., & Pollini,
M., 2019).

Etkili ve kontrollii yara iyilesme siirecinde ¢ok sayida hiicre sinyal olaymin
gerceklesmesi gerekmektedir, hasar sonrasi verilen tepkiyi baglatma, destekleme ve
diizenlemede sitokinler cok 6nemli bir yere sahiptir, sitokin IL-6’nin da fibroblast
profilerasyonunu destekledigi bilinmektedir, T lenfositleri tarafindan iiretilen
interferonlar da yara bolgesinin yeniden yapilanmasinda onemli bir rol

oynamaktadir (Tian et al., 2007).

Nanoteknolojinin malzeme alaninda kullanimiyla birlikte biyolojik
uygulamalarda kullanim1 da oldukga yaygin bir hal almistir. Essiz ylizey, optik ve
elektronik 6zellikleri nedeniyle biyomedikal alanlar i¢in gen transferinde ve ilag
tasiniminda kullanilan altin nanopargaciklarin deri lipitleriyle olan nano-biyo
etkilesimi sayesinde deri bariyerleriyle penetrasyonu da son zamanlarda
kanitlanmistir bu da antioksidanlarla birlestirilerek bolgesel uygulamalarda
absorbsiyonu arttirmasina yonelik ¢alismalarda kullanilmasina yol agmistir (Leu et

al., 2012).

Biiyiime faktorlerinin yaralarda lokal uygulanmasi, sizintilar ve kisa
yarilanma Omiirleri nedeniyle verimli olamamakta bu da arastirmacilari terapotik
ajanlar1 tasiyan ve kontrollii salinimlarini saglayarak matriksteki enzimatik
degradasyondan ve inaktivasyondan koruyan nanopartikiill sistemlerine

yonlendirmistir. Kontrollii salimin bazen miimkiin olamamasi veya salimin heniiz
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ilk asamada patlayarak gerceklesmesi nedeniyle biiyiime faktorleri yiliklenmis
nanopartikiillerin fibrin bazli polimerik iskele iizerine inkorporasyonuyla yapilan
calismada da polimerik nanopartikiillerin biyoaktif biiylime faktorlerini korumada

giiclii bir arag olabilecegi sonucuna ulasilmistir (Losi et al., 2013).

Yaranin, mikrobiyal biiylime ortamina yol agmasi, antimikrobiyal ajanlarin
kullanimina yol a¢gmis lakin bu ajanlarin toksik etkileri, eksik antimikrobiyal
icerigi, yara ile yetersiz penetrasyonu ve gittikce biiyiiyen bakteri direnciyle
karsilagilmasi nedeniyle faydali olamamalari1 da nanopartikiillerle enkapsiilasyonu
ve etkili bir sekilde tasmimlarini saglayarak elimine edilmeye calisiimstir.
Nanopartikiillerin kiigiik boyutlar1 ve yiiksek yiizey-hacim oranlar1 hiicre
bariyerlerini ge¢cmesini ve bolgesel ilag tasinimini kolaylastirmaktadir. (Krausz et

al., 2015).

2.4 Kitosan

Kitosanin tarihgesine baktigimizda deasetile formu karsimiza 1859 yilinda
cikmakta ve dogada bulunan kaynaklardan elde edilen bu polimerle yapilan
uygulamalar bir¢ok yayinda yer almaktadir. Son yillarda ise farmasotik ve ilag
salimi alanindaki uygulamalari, absorpsiyonu arttirmasi, kontrollii salim ve
biyoadezyon 6zellikleri nedeniyle dikkat ¢cekmektedir (Dodane, V., & Vilivalam,
V. D, 1998).

Kitin ve kitosan dogada bolca bulunan ve yenilenebilen polimerlerdir,
biyobozunur, biyouyumlu, non-toksik, adsorbe etme vb. Ozelliklere sahiptirler.
Kitin ve kitosan bir¢cok canli organizmay1 destekleyen polisakkaritlerdir, kitin
yengeg, 1stakoz, karides gibi omurgasiz hayvanlarin iskelet maddesidir ve bunlarin
kabuklarindan elde edilir, su {iriinleri, tekstil, gida ve ekoloji sektorleri agisindan

yenilenebilir ve atik sikintis1t olmayan bir kaynaktir (Kumar et al., 2004).
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Sekil 2.2 Kitin ve kitosanin prosesi

Kitinin yapisinda bulunan hidrojen baglarmin fazlali§i, bu yar1 kristal
maddenin inat¢1 ve ¢dziilemeyen yapisini kanitlar niteliktedir Kitosan kitinin asetil
grubu elimine edilmis ve %7 daha fazla nitrojen igeren, asetilasyon derecesi
0,40’tan daha az olan formudur (Muzzarelli, R. A. A., & Muzzarelli, C., 2005).
Kitinin  deasetilasyonuyla elde edilen kitosan glukozamin ve N-
asetilglukozaminden olusan bir kopolimerdir (Sekil 2.2). Kitosanin fiziksel
Ozellikleri; molekiiler agirligi, amino ve asetomido gruplariin dizilimi, materyalin

saflik oran1 gibi parametrelere baghdir (Pillai et al., 2009).

Kitosan, poli-(B-(1,4)-2-amino-2-deoksi-B-D-glukopiranoz, kitinin {(1—4)-
linked 2-acetamido-2-deoxy-B-D-glucan} (Hirano et al., 1990) aksine bir¢ok
organik ve inorganik asitlerin sulu ¢ozeltilerinde kolaylik¢a ¢oziinebilmektedir bu
da diinya genelinde ilgi ¢ekmesine neden olmus, kimyasal ve biyokimyasal
reaksiyonlara girme egiliminin de kitinden daha fazla olmasiyla, endiistride;
antimikrobiyal, biyomedikal materyal, kozmetik {iriinii, gida katki maddesi,

seperator, ziraat malzemesi olarak kullanilmasina yol agmistir (Ogawa et al., 2004).

Kitosanin essiz polikatyonik dogasi, bir¢cok alanda kullanimini saglamaktadir,
bunlardan biri de antibakteriyel ve antifungal aktivitelere kendisinin ve tiirevlerinin
yol agmasidir. Genis araliktaki bakteri ve maya tiirlerinin popiilasyonlarinin
biliylimesi ve yayilimini inhibe etmekte ve diger dezenfektanlara gore yiiksek

bakteri aktivitesini baskilamasi, yiiksek Oliim oranmni saglamasi ve memeli
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hiicrelerinde diisiis toksisisite gostermesi avantaj saglamaktadir (Fei Liu et al.,

2001).

Nanopartikiillerin kii¢iik boyutta ulastiklart essiz 6zelliklerinin kitosanin
nanopartikiil formunda aktivitelerini genisletebilecegi diisliniilmiis ve c¢esitli

caligmalarda kullanilmustir (Qi et al., 2004).

Kitosan nanopartikiillerin sentezi asagidan yukariya ve yukaridan asagiya
teknikler olmak tizere iki gruba ayrilmistir; asagidan yukariya olan teknik molekiil
veya atomlarin bilylik nano Olgekteki bilesimlerin iginde kendi kendilerine
baglanmasina, yukaridan agagiya olan teknik ise biiylik bilesimlerin dig kaynakli
fiziksel veya kimyasal kuvvetle daha kiiciik Olgekteki bilesimlere ayrilmasina
dayanir. Kitosan nanopartikiillerin giincel olarak sentezlenmesinde en ¢ok
kullanilan teknik asagidan yukartya olan, anyonik c¢apraz baglayic1 olan
tripolifosfat (TPP) ile kitosanin kendi iclerinde bag olusturarak, kitosan

nanopartikiillerine doniistiiriilmesine dayanmaktadir (Sullivan et al., 2018).

Kitosanin katyonik aminogruplari, metal anyonlariyla veya siilfat, sitrat ve
fosfat gibi coklu yiiklenmis kiiciik anyonik molekiillerle birlesebilmektedir.
Partikiiliin bu formu iyonik jellesme yonteminin kullanimina elverisli olmaktadir,
bu prosesin basit olmasi, organik solventlerin ve yiiksek sicakliklarin
kullanimindan kag¢inilmasi da protein gibi hassas maddelerin enkapsiilasyonunu

olanakli hale getirmektedir (Rampino et al., 2013).

Nanopartikiillerin biyomedikal uygulamalarda sagladig1 avantajlar ilaglarin
hedeflenen bdlgedeki etkisini arttirmasiyla bilinmektedir, essiz fizikokimyasal
ozelliklere sahip olan kitosan nanopartikiillerine bu avantaji1 kii¢iik partikiil boyutu,
yogun yapist ve genis ylizey alani saglamaktadir. Kitosan nanopartikiillerinin
sentezlenme yontemlerine baktigimizda, iyonik jelatlama yontemi, yapilisinin
kolaylig1 ve partikiil boyutunun optimize edilip epital membrana penetrasyonuna
olanak saglamasiyla bilinen, polimer bazli nanopartikiillerin polimer zincirlerinin
kovalent baglarlarla ¢apraz baglayici sayesinde baglanmasi islemidir (Anand et al.,

2018).
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2.4.1 Kitosan nanoparcaciklarinin karakterizasyon yontemleri

2.4.1.1 Dinamik 1s1k sacilimi

Dinamik 11k sagilim (DLS) metodu partikiil boyutunu, soliisyon i¢indeki
partikiiliin Brownian difiizyonu ile tahmin etmesine dayanmaktadir. Az miktarda
Ornegin yeterli olmasi, 6rnegin cihaz tarafindan analizinin kisa siirede olmasi, 10
um den baslayan dinamik araligi kapsamasi, cesitli solventlerle teknigin uyumlu
olmast DLS’yi rutinde kullanimda hizli bir 6l¢iim karakterizasyon ydntemi

yapmaktadir (Modena et al., 2019).

Nanopartikiiliin karakterizasyonunda boyut ve yiizey yiikiiniin tanimlanmasi
kacinilmazdir. Zeta potansiyeli (ZP) elektrik alan altinda hareket eden kolloid
partikiiliin kayan yiizeyindeki elektrokinetik potansiyel olarak da bilenen potansiyel
tiirtidiir. ZP’nin en yaygin kullanim1 kolloid partikiiliin stabilitesini 6grenmemizi
saglamasi tizerinedir. Nanopartikiiliin ZP 6l¢iimiinde alinan sonuglarin stabilitesi
smiflandirilmistir; £ 0-10 mV araligr stabil degildir, £ 1020 mV stabiliteye
yakindir, + 20-30 mV aralig: stabildir, > £ 30 mV aralig1 oldukca stabildir. Bu
potansiyel, elektroforez ile mobil halde olan nanopartikiiliin elektrik ¢ift
tabakasiyla, onu cevreleyen dispersantin tabakasi arasinda kayan yiizeydeki

potansiyel farkiyla olugsmaktadir (Bhattacharjee, S., 2016).

Foton korelasyon spektrometresi olarak da bilinen DLS, solvent
molekiillerinin bombardimiyla ortaya ¢ikan soliisyon i¢indeki makromolekiillerin
Brownian hareketinin Slgiilmesi teknigidir ve bu hareket partikiiliin boyutuyla
iligkilidir, makromolekiiliin bu hareketi boyutuna, sicakliga ve solvent viskozitesine
baglidir, dogru sicaklik DLS 6l¢iimlerinde 6nemlidir ¢iinkii solventin viskozitesi de
sicakliga baghdir. Partikiilin hareketine bagli olarak monitdre yansitilarak,

partikiiliin boyut bilgisi elde edilebilmektedir (Stetefeld et al., 2016).

DLS o6l¢iimii sirasinda siispansiyon i¢indeki nanopartikiil 151k demetlerine
(elektromanyetik dalga) maruz birakilmakta ve 15181n nanopartikiile carpma olay1
gerceklestiginde 151k demetlerinin yonii ve yogunlugu degiserek sacilim dedigimiz

olay ger¢eklesmektedir (Sekil 2.3), nanopartikiiliin kinetik enerjisinden kaynakli



20

olarak siirekli rastgele hareketi ve yogunlugunun zamanla degisimi, bu rastgele
hareketin bize verdigi bilgiyle partikiiliin diflizyon katsayisinin 6l¢iimii miimkiin
olmaktadir. Stokes FEinstein denklemiyle, kiire seklindeki partikiillerin
hidrodinamik ¢api, difiizyon katsayisiyla bulunabilmektedir.

Laser Source Slit

Sekil 2.3 DLS ¢alisma mekanizmast

Stokes Einstein denklemi;

Df=kBT/ 6mRH ,

kB : Boltzman sabiti

T : Siispansiyonun sicakligi

n : Viskozite

DLS ile ol¢giim yoOnteminin basit olmast ve otomatik bir gsekilde
gerceklesmesi, koyulan Ornegin tekrardan baska amaclar i¢in kullanilabiliyor

olmas1 avantaj saglamaktadir (Lim et al., 2013).

2.4.1.2 Fourier doniisiimlii Kizilotesi spektrofotometresi

Molekiiler tiirlerin tanimlanmasi ve 6rnek igerisindeki konsantrasyonlarinin
belirlenmesi kizilozetesi spektroskopi analizlerinin esas kismuidir. Kizilotesi (IR)

151k bandinin kiigiik absorbsiyon katsayisina sahip olmasi, teknigin hassasiyetinin
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genel olarak yiliksek olmamasina ve sonuglanan deteksiyon limitinin oldukca

yliksek olmasina neden olmaktadir.

IR’nin diger tekniklere gore en biiyiilk avantaji homoniikleer diatomik
molekiillerin (N2, Oz, H2, vb.) hepsinin IR absorbsiyonu gostermesi ve analiz
edilebilmesidir, ayrica IR temassiz, yikici olmayan karakterizasyon teknigidir,

uzaktan ve yakindan deteksiyon olanagi da miimkiindiir (Bacsik et al.,2004).

‘6‘ — Interferometer
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Sekil 2.4 FTIR g¢alisma mekanizmasi

Bilesigin absorbsiyon spektrumunu tanimlayan karakterizasyon cihazlarina
spektrofotometre denir, fourier doniisiimli kizilotesi spektrofotometresi (FTIR)
geleneksel spektrofotometreler ile kiyaslandiginda daha hizlhidir. Sekil 2.4 te
goriildiigl tizere cihazin iirettigi IR 1sinlarindan olusan demet spektral kodlamanin
yer aldig1 interferometrenin i¢cinden geger ve igeride yol adiklar1 farkli uzunluklarin
rekombinasyonu, yapict ve yikici interferanslar yaratarak interferogramlari
olusturur, daha sonra Ornege yonlendirilir ve 6rnek bu demetlerden spesifik
frekanstaki enerjiyi absorbe eder, bu frekans 6rnegin karakterine 6zgudiir, detektor
biitiin frekanslari, enerji ve zaman karsithgina gore spesifik interferogram
sinyallerini baz alarak Olger. Bu sirada cihaz islemleri icin 1smn demetleri
birlestirilerek background olusturulur. Sonug¢ olarak istenen spektrum,
backgroundun spektrumu 6rnegin spektrumundan Fourier donilistimlii bilgisayar

yazilimi sayesinde ¢ikartilarak, elde edilir (Mohamed et al., 2017).
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2.4.1.3 Taramah elektron mikroskobu (SEM)

Taramal1 elektron mikroskobu (SEM), mikro yapilarin morfolojisini ve
kimyasal bilesimlerinin karakterizasyonunu analiz ve tetkik etmede en yaygin

kullanilan ¢ok amacl cihazlardan biridir (Zhou, W., & Wang, Z. L. (Eds.)., 2007).

Elektron kaynaginda olusturulan elektron demetleri pozitif elektrik
potansiyeli kullanilarak ornege dogru ivmelendirilerek gonderilir, O6rnegin
atomlariyla etkilesime gecen elektronlar sinyal olusturur (Sekil 2.5) ve bu sinyaller
ornegin ylizey topogrofisi, bilesimi ve diger elektriksel 6zellikleri hakkinda bilgiler

igerir, tespit edilen bilgiler goriintiiye doniistiiriiliir (Kannan, M., 2018).
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Sekil 2.5 SEM ¢alisma mekanizmasi

Birincil elektronlarin 6rnekle etkilesiminden ortaya ¢ikan sinyalden en ¢ok
kullanilani, ikincil elektron emisyon sinyalidir, birincil elektron 6rnek ylizeyine
carpip Ornegin atomlarinin iyonize olmasina yol acarken, gevsek bir sekilde sagilan
elektronlar yayilarak ikincil elektronlar1 olusturur, diisiik enerjiye sahip olduklari
icin Ornek yiizeyinin i¢inden sadece birka¢ nanometre uzaga kacabilir, bu sayede
elektron demetlerinin pozisyonunun belirlenmesinde ve iyi ¢6ziiniirliikte topografik
bilgi vermede kullanilir ve goriintii detektore ulasan ikincil elektronun miktarina

baglidir (Zhou et al.,2006).
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2.5 Hyaluronik Asit

Hyaluronik asit (HA) ilk olarak goziin retina ile ¢evrili olan boslugunu
dolduran pelte koyulugundaki saydam ve renksiz sivi igerisinde 1934’te
kesfedilmis, sonrasinda in vitro olarak 1964 yilinda sentezlenmeye baslamistir.
Hyaluronik asit temelde iki seker bileseninden olusmaktadir (Sekil 2.6), bunlar;
glukuronik asit ve N-asetilglukozamindir, bu iki yapimin olusturdugu birimin
3000000 tekrar yaparak polimerizasyonuyla daha biiylik makromolekiil haline
gelmesi, ekstraseliilar matriksin (ECM) en biiyiik bileseni olan hyaluronik asiti
olusturur (Price et al., 2007). Mukopolisakkarit olan HA intraselliiler matrikste de
gdzlenmistir ve biitlin canli organizmalarda kendiliginden tiretilmektedir, baska bir
molekiile baglanmadig1 takdirde suya baglanarak aldigi vizkoz yapiyla jole
kivamina yakin bir hale gelmektedir. Biyolojik yapilardaki fonksiyonlari, géz ve
eklemler gibi siviyla bagh dokularin elastoviskoz davranislarinin korunmasinda,
doku hidrasyonun kontroliinde ve su transportunda, ECM igerisindeki
proteoglikanlarin birlestirilmesinde, reseptor aracili sayisiz hiicre ayrilmasinda,
mitozda, migrasyonda, timor gelisimi ve metastazinda, enfeksiyonlarda rol

almaktir (Necas et al., 2008).

Polisakkarit olmasi, proteinlerin aksine non-antijenik 6zellige sahip olmasi
potensiyel kullanimlar1 agisindan 6nem kazanmaktadir, fizyolojik kosullar altinda
negatif ylikli olmas1 ve rastgele sarili bir polimer olmasi, molekiiler agirligi ve
bilesimininden beklenenden bin kat daha fazla hacme ulasabilmesini
saglayabilmektedir, yapisinda bulunan ¢ok sayida negatif yiik, su ve katyonlar
¢ekerek sulu jel formunu almasini saglayarak yapisina viskoelastik ve sok emici
Ozellikler kazandirmaktadir. HA’nin viicuttaki devinimi ¢ok hizlidir ve giinde
viiciitta bulunan HA’nin tiigte biri dongiislinii tamamlamaktadir, yari Omrii
bulundugu dokuya baglh olarak degismektedir, epidermiste bir glinden daha az,

kanda birkag¢ dakika, kikirdakta 2-3 haftadir (Ward et al.,2002).

D-glukoronik asit ve N-asetil-D-glukozaminin [-glikozidik baglarla
baglanmasiyla olusan HA, selliiler membranin i¢ yilizeyinde HA sentetaz tarafindan
sentezlenir ve ekstraseliiler bogluga dogru translokasyonu polimer zincirin

uzamasiyla gerceklesir, bu essiz sentez sekli HA’ya Ozgiidiir, intraseliiler
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membranda sentezlenen diger glukozominglukoganlarda (GAG) gozlenmez ayrica
merkez proteine baglanmayan tek GAG’dir ve sentez sonrast modifikasyona
ugramaz. Dogal halinde hyaluronik asit, yiiksek molekiiler agirlikli olarak bilinen
uzun bir polimerdir fakat belirli kosullar altinda diisiik molekiiler agirlikli olarak

bilinen daha kiigiik birimlerine ayrilabilmektedir (Litwiniuk et al.,2016).
Hyaluronic Acid (HA) Unit

coo” CH,0OH

OH HH 0\/V|-|
on

H

H OH H NHCOCH,

Glucoronic acid  N-Acetyl glucosamine

Sekil 2.6 Hyaluronik asit molekiiliiniin yapisi

Yetiskinlerde yara iyilesme prosesi fibrosis ve yara dokusunu kapsayarak
deformasyonun yikici sonuglarina yol acabilmektedir lakin fetal yara iyilesmede bu
kisimlar yoktur ve proses ekstraselliiler matris ¢cevresinde sekillenir, fetal ECM, HA
acisindan zengindir ve herhangi hiicre hareketinde veya proliferasyonunda yiiksek
konsantrasyonlarda bolgede bulundugu tespit edilmistir ayrica HA’nin postnatal
yara iyilesmesini arttirdigi ve tendon onarimindan sonra adhezyonu diislirdiigli
gozlenmistir bu da ECM’in HA acisindan zengin olmasinin yara onariminda
Ozellikle yara dokusu olugmadan c¢ok segenekli olanaklari saglayan bir g¢evre
yarattigini ve fetal yara iyilesmesinin essiz 6zelliklerinin buradan geldigi ger¢egini

benimsetmistir (Longaker et al., 1991).

Iyilesmesi geciktigi gdzlenen yaralar daha sonra akuta déniisebilmekte ve bu
istenmeyen durum yara dokusunun olusmasina yol agmaktadir. Hyaluronik asit
iyilesme prosesinin her basamaginda rol almaktadir. inflamasyon fazinda lezyon
bolgesine dogru hiicre (lenfosit, fibroblast, poliniikleer nétrofil) migrasyonunu

aktive etmektedir, proinflamatuvar sitokinleri iireterek ve anjiyogenezi uyararak da
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inflamasyonu kontrol etmektedir. Graniilasyon fazinda fibroblast, endotel
hiicrelerinin migrasyonunu ve proliferasyonunu, kolajenin sentezini saglayarak
onarim mekanizmasini hizlandirmaktadir (Voinchet, V., Vasseur, P., & Kern, J., et

al 2006).

Essiz molekiiler yapis1 nedeniyle HA cesitli molekiil agirliklar1 igerisinde
toplanabilir, liyofilize edilerek veya esterlestirilerek siinger ve membran gibi farkl
yapidaki konfigiirasyonlarin i¢inde yer alabilir ve bu yapilarin biyodegradasyonu
liyofilize veya esterlesme derecelerinin degistirilmesiyle manipiile edilebilir bu da
yeniden emilebilir transplantasyon malzemesi olarak kullanilmasina olanak

saglayabilmektedir (Pirnazar et al., 1999).

2.6 Kitosan ve Hyaluronik Asitin Bu Calismadaki Yeri

Kitosan biyobozunur ve biyouyumlu yapisiyla yara iyilesme ve kontrolii
alaninda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir, 6zellikle yapisinin diger polimerlerle
kombine olmaya elverisli olmasi kitosan bazli malzemelerin dikkat ¢ekmesini
saglamistir. Diger ozellikleri bir yana antibakteriyel 6zellige sahip olmasi kitosani
yara iyilesme modellerinde kullanmak i¢in gerekli hale getirmistir. Hyaluronik asit,
deri ECM’sinin majdr yapilarindan biridir ve su tutma kapasitesi ile nemli bir bolge
saglayarak yarali dokunun kurumasini dnleyerek iyilesmeyi destekler ayrica yaral
bolgedeki fibroblast proliferasyonunu arttirarak kolejen salgilanmasini arttirir

(Mohandas et al., 2015).

Hyaluronik asitin suda ¢6ziinebilir olmasi polimerin doku miihendisligi
alaninda gelistirilmesine engel olmaktadir, saflagtirilmis kagit HA bile en ufak
suyla temasiyla sivilagsmaktadir, bu problem nedeniyle HA’nin modifikasyonu
kagmilmazdir (Price et al., 2005). Kitosanin hassas bir yapiya sahip olmasi da diger
biyopolimerlerle konjuge edilerek kullanilmasini gerektirmektedir (Sanad&Abdel-
Bar, 2017). Kitosan ve hyaluronik asit nanopartikiillerini sentezlemeyi
hedeflememizdeki amag, iki biyopolimerin eksik yonlerini elimine etmek ve daha
stabil yapida bir nanopartikiil sistemi olusturmakti, bu sekilde antimikrobiyal ve
biyouyumlu Ozelliklerinden yararlanarak bu c¢alismadaki hipotezimizde, yara

iyilestirme prosesini olumlu yonde tetikleyecegini yaptigimiz arastirmalar
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neticesinde Ongorerek, tez c¢alisma semamiz bu materyaller ¢ergevesinde

olusturulmustur.

2.7 Hiicre Kiiltiiria

Hayvan hiicre kiiltiirii, biyokimyasal ve fizyolojik proseslerin ¢alismalarinda
gerekli olan bir laboratuvar teknigi haline gelmistir. Ayni yapidaki hiicre
popiilasyonlarinin ¢esitli jenerasyonlardan kontrollii bir sekilde temin edilebiliyor
olmasi, calismalarda hayvan dokularimin kullanimma Onemli bir alternatif

olmaktadir (Butler, 2004).

Hiicre kiiltiirli, standart hiicrelerin fizyoloji ve biyokimyasinda calismalar
yapilmasini saglayan uygun bir model olusturmaktadir, bu ¢alismalara ilaglarin ve
toksik bilesenlerin hiicreler lizerindeki etkisi 6rnek verilebilir (Antoni et al., 2015).
Bu calismada da zoledronik asit, hyaluronik asit ve kitosan-hyaluronik asit

nanopartikiillerinin hiicreler tizerindeki etkileri incelenmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Kullanilan Kimyasallar

« HGF-1 Insan gingival fibroblast (American Type Culture Collection,
Rockville, MD, ABD)

« HaCat Insan keratinosit hiicreleri (American Type Culture Collection,

Rockville, MD, ABD)

« Saos-2 Insan osteosarkoma hiicreleri (American Type Culture Collection,

Rockville, MD, ABD)
o Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) (Cegrogen Biotech)

o Dulbecco's Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F-12)
(Cegrogen Biotech)

o L-Glutamin (Cegrogen Biotech)

o Sodyum Piriivat (Cegrogen Biotech)

o Fetal Bovin Serum (FBS) (Cegrogen Biotech)

o Penisilin/Streptomisin (Cegrogen Biotech)

o Trypan Blue (Cegrogen Biotech)

o Phosphate Buffer Saline (PBS) (Cegrogen Biotech)
o Tripsin-EDTA (Cegrogen Biotech)

o Chitosan (Sigma-Aldrich)

o Zoledronic acid monohydrate, 95% (Sigma-Aldrich)
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Hyaluronic acid sodium salt from Streptococcus equi (Sigma-Aldrich)

Tripolifosfat (TPP) (Sigma-Aldrich)

Acetic acid (CH3COOH) (Sigma-Aldrich)

Sodium hydroxide (NaOH) (Sigma-Aldrich)

Cell Counting Kit-8 (WST-8) (Sigma Aldrich)

Muse Annexin V/Olii Hiicre Test Kiti (Muse Annexin V & Dead Cell Kit)
(Millipore)

3.2 Kullanilan Cihazlar

Taramali Elektron Mikroskobu (SEM, Scanning Electron Microscopy)
(Quanta 250FEG) [Izmir Yuksek Teknoloji Enstitiisti, Malzeme Arastirma
Merkezi (IYTE-MAM)]

Liyofilizatér (Ege Universitesi, Niikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer

Uygulamalar Anabilim Dal1)

Zetasizer (Malvern Nano-ZS) (Ege Universitesi, Niikleer Bilimler

Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dali)

HPLC (Shimadzu SCL-10AVP) (LC-10Atvp quaterner pompali, SPD-
10AV UV dedektorlii) (Ege Universitesi, Niikleer Bilimler Enstitiisii,
Niikleer Uygulamalar Anabilim Dali)

Multimode Mikroplaka Okuyucu (Thermo Varioscan Flash) (Ege
Universitesi, Niikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim

Dali)

Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopi Cihazi (FTIR, Fourier

Transform Infrared Spectroscopy) (Perkin-Elmer Spectrum 100 FT-IR)
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(Ege Universitesi, Niikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer Teknoloji Anabilim

Dali)

« Isik Mikroskobu (Olympus) (Ege Universitesi, Niikleer Bilimler Enstitiisii,
Niikleer Uygulamalar Anabilim Dali)

« Inverted Mikroskop (Leica) (Ege Universitesi, Niikleer Bilimler Enstitiisii,
Niikleer Uygulamalar Anabilim Dali)

« Class II Laminar flow kabin (Thermo) (Ege Universitesi, Niikleer Bilimler

Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dalr)

« CO2 Inkiibatérii (Sanyo) (Ege Universitesi, Niikleer Bilimler Enstitiisii,
Niikleer Uygulamalar Anabilim Dali)

« Sogutmali Santrifiij (Hettich) (Ege Universitesi, Niikleer Bilimler Enstitiisi,
Niikleer Uygulamalar Anabilim Dali)

« Siv1 Azot Tanki (Thermo Scientific) (Ege Universitesi, Niikleer Bilimler

Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dal1)

« Otoklav (Hirayama) (Ege Universitesi, Niikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer
Uygulamalar Anabilim Dal1)

« Su Banyosu (Memmert) (Ege Universitesi, Niikleer Bilimler Enstitiisii,

Niikleer Uygulamalar Anabilim Dali)

« Muse Hiicre Analiz Cihaz1 (Millipore) (Ege Universitesi, Niikleer Bilimler
Enstitiisti, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dalr)

3.3 Kitosan ve Kitosan-Hyaluronik Asit nanopartikiillerinin Sentezi

Kitosan nanopartikiilleri iyonik jelatlama yontemiyle tripolifosfat anyonuyla
birlikte sentezlendi. 3 mg/ml kitosan ¢ozeltisi %2’lik asetik asit ile hazirlandiktan

sonra manyetik karistiricida 2 saat 480 rpm’de karistirildi akabinde 0,1 M NaOH
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eklendi. Cozelti pH’1 ayarlandiktan sonra 0,6 mg/ml TPP ¢ozeltisi damlalar halinde
kitosan ¢ozeltisine eklendi ve 1 saat karistirildi. Karistiricidan alinarak 30 dakika
ultrasonik banyoda sonikasyona maruz birakildi. Bu islemden sonra santrifiijde
10.000 rpm’de yikanarak siipernatanti uzaklastirildi, kalan ¢okelti liyafilizatorde
kurutularak  +4°C  kosullarinda  saklandi. Kitosan-hyaluronik  asit
nanopartikiillerinin sentezlenmesinde de ayni yontem kullanildi. 1mg/ml HA
capraz baglayici TPP ile birlikte kitosan ¢ozeltisine eklenerek ayni asamalar

tekrarlandi.

3.3.1 Kitosan ve kitosan-hyaluronik asit nanopartikiillerinin

karakterizasyonu

Sentez {riinii olan kitosan ve kitosan-hyaluronik asit nanopartikiillerinin
karakterizasyonu i¢in nanopartikiiller saf su ile seyreltilerek ependorf tiiplere alindi
ve ultrasonik banyoda oda sicakliginda sonikasyona maruz birakildi. Ege
Universitesi Niikleer Bilimler Enstitiisi'nde bulunan Zetasizer cihaz1 ile
nanopartikiillerin boyutu, boyut dagilimlar1 ve zeta potansiyeli 6l¢iimleri kiivet
icinde 3 tekrarli olmak iizere gergeklestirildi. Izmir Yiiksek Teknoloji
Universitesi'nde bulunan Taramali Elektron Mikroskobu ile de partiikiillerin

morfolojisi ve boyutu analiz edildi.

3.3.2 Sentez tiriiniiniin nicel analizi

Son sentez {iriinli olan kitosan-hyaluronik asit nanoparcaciklarinda, senteze
eklenen madde ile tepkimeye giren madde arasindaki farki gérebilmemiz agisindan,
10.000 rpm’de santrifiij yapildiktan sonra siipernatant ve yikama ¢ozeltisi alindi.
HA'’ya ait kalibrasyon egrisinin olusturulmasi amaciyla 5 farkli konsantrasyonda
standart c¢ozeltiler hazirlandi. Sentez {iriinlerinin nicel analizinde Yiiksek
Performansli Sivi Kromatografisi (High Performance Liquid Chromatography,
HPLC, Shimadzu SCL-10AVP) ve C-18 kolonu kullanildi. Mobil faz A: %65
Asetonitril B: %35 Ultra Saf Su 1 mL/dakika akis hizinda 24 °C’de, 62 bar kosullari
altinda HA i¢in kalibrasyon egrisi olusturuldu, siipernatant ve yikama sularindaki

kitosan, TPP ve HA miktar1 gozlemlendi, kalibrasyon egrisinden faydalanilarak,
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reaksiyona girmeyen HA miktari, siipernatanttan kitosan ve TPP ¢ikarilarak tespit

edildi.

Tablo 3.1 HPLC analizi kosullar1

Kolon Nucleodur 100-5 RP-C18

Sicaklik 24°C

Akis Hizi 1 mL/dakika

Enjeksiyon Siiresi 10 dakika

Mobil Faz Solvent A (%65 Asetonitril)
Solvent B (%35 ultra saf su)

Enjeksiyon Hacmi 20 Ul

Dalga Boyu 230 nm

3.3.3 Yapisal analiz calismalar

Kitosan, kitosan nanopartikiilii, hyaluronik asit ve kitosan-hyaluronik asit
nanopartikiillerinin ~ yapisal analizi, Ege Universitesi Niikleer Bilimler
Enstitlisti’'nde bulunan FTIR (Fourier Transform Infrared Spektroskopisi) (Perkin-
Elmer Spectrum 100 FT-IR) cihazina oOrnekler yerlestirilerek elde edilen

spektrumlar sayesinde gergeklestirildi.

3.4 Hiicre Kiiltiirii Calismalar

Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda kullanilacak olan HaCaT ve HGF-1 hiicreleri
icin %1 oraninda L-glutamin, penisilin-streptomisin ve sodyum priivat, %10 FBS
(fetal bovin serum) iceren DMEM besiyeri, SaoS-2 hiicreleri i¢in ayni igerikteki
DMEM-F12 besiyeri hazirlandi. Besiyerlerini iceren 75 cm? flasklarda, 37°C ve
%5 CO:2 kosullarindaki inkiibatorde bekletilen hiicreler % oraninda yiizeyi
kapladiktan sonra, Thoma lamu ile hiicre sayimi yapilarak calisma i¢in gereken

hiicre miktar1 platelere ekildi.

Kalan hiicreler inkiibatore kaldirilarak diger calismalar i¢in kullanilds,

kullanilmayan ve stoklanmasi gereken hiicreler, %10 DMSO (dimetil siilfoksit)
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iceren besiyerleri icerisinde kriyo tiiplere alinarak -80°C’ye konuldu, uzun siire

koruma i¢in -196 °C s1v1 azot tanki i¢ine alindi.

3.4.1 Sitotoksisite calismasi

Hyaluronik asit ve kitosan-hyaluronik asit nanoparcaciklarinin HaCat, Saos-
2 ve HGF-1 hiicreleri iizerindeki proliferosyonunu analiz etmek ve zoledronik asitin
ICso degerini belirlemek amaciyla WST yontemi kullanildi. Proliferasyonu
belirlemek icin, kuyucuk basma 10° hiicre/mL konsantrasyonunda olacak sekilde
hiicre siispansiyonu 96 well-platelere eklendi, kontrol grubu harici kuyucuklara
caligmalarda uygulanacak olan hyaluronik asit ve kitosan-hyaluronik asit
nanoparcacik drnekleri eklendi ve her 6rnek 3 tekrarl olacak sekilde hazirlandi.
Hyluronik asit ve kitosan-hyaluronik asit nanopargaciklar icin 1, 3, 10, 30 ve 100
pg/mL konsantrasyonlar1 kullanildi. 24, 48 ve 72 saat olmak iizere plate setleri

hazirland: ve inkube edildi.

Inkiibasyon siireleri akabinde kuyucuklara 10 pL. WST soliisyonu eklendi ve
4 saat inkiibe edildi. Absorbans degerlerinin belirlenmesi icin plateler 450 ve 690
nm dalga boyunda okutuldu ve elde edilen datalarda 3 tekrarli her bir 6rnegin
ortalamasi alinarak kontrol grubuna goére proliferasyon oranmi yiizdelik olarak

hesaplandi.

Zoledronik asitin ICso degerinin hesaplanmasi i¢in ayni prosediir uygulandi,
1s18a hassas oldugu i¢in sterilizasyon amaciyla filtreden gegirilen ZA’ in 1, 3, 10,
30 ve 100 M’lik konsantrasyonlar1 hazirlandi ve 6rnekler platelere eklendi. 24, 48
ve 72 saat inkiibasyon siirelerinden sonra plateler okutuldu ve kontrol grubuna gore

sitotoksisite ylizdesi hesaplandi.

Prolifesyonda  kullanilan  6rnek  konsantrasyonlari  incelendi  ve
proliferasyonun yiiksek oldugu konsantrasyonlar belirlendi, her bir hiicre igin
belirlenen ICso degerleriyle birlikte yliksek proliferasyon gosteren konsantrasyonlar
birlikte hiicrelere uygulandi ve WST analizleri gerceklestirildi, alinan sonuglar
cer¢evesinde apoptoz ve yara modelinde kullanilacak olan 6rnek konsantrasyonlar

belirlendi.



33

3.4.2 Apoptozis calismasi

Kitosan-hyaluronik asit, hyaluronik asit ve zoledronik asit Orneklerinin
kombinasyonunun hiicreler iizerindeki apoptotik etkileri Millipore Muse Hiicre

Analiz cihazi kullanilarak analiz edildi.

Canli, erken/gec apoptotik ve 6lii hiicrelerin kantitatif analizi i¢in Millipore
Muse Hiicre Analiz cihazinda Muse Annexin V/Olii Hiicre Test Kiti (Millipore,
Darmstadt, Almanya) kullanildi.

Saos-2, HGF-1 ve HaCaT hiicreleri apoptotik etkiyi belirlemek i¢cin 6 well-
platelere 5x10*hiicre/3 mL olacak sekilde ekildi ve 24 saat inkiibe edildi. Kontrol
grubu, ZA, CHA+ZA ve ZA+HA olmak tizere 4 kuyuya 6rnekler eklendi ve 72 saat
inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda hiicreler iizerindeki besiyer kaldirildi, PBS ile
yikandi, tripsinizasyon islemi gerceklestirildi ve ylizeyden alinan her bir hiicre
siispansiyonu falkon tiiplere alinarak 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Ust faz
uzaklastirilarak geriye kalan hiicre pelleti lizerine %1 FBS igeren 100 pL besiyer
eklendi ve ependorf tiiplerine aktarildi. Muse Annexin V/Olii Hiicre Test Kiti
reaktif maddesinden her bir tiipe karanlik kosullarda 100 pL eklendi ve oda
sicakliginda 20 dakika beklemeye birakildi ve ardindan diisiik hizda vortekslenerek
cihazda analizi gerceklestirildi. Kontrol grubu baz alinarak diger gruplarin

apoptotik etkileri belirlendi.

3.4.3 Yara modeli ¢calismasi

Yara modeli ¢alismasi icin hiicreler 24 well-platelere kuyu bas1 2.5 x 103
hiicre/0.5 mL olacak sekilde eklendi ve 24 saat inkiibe edildi. Plateler 1s1k
mikroskobunda incelenerek %80 yiizeyi kapladigi emin olunduktan sonra kuyu
tabanina yatay ¢izgi ¢ekildi ardindan 6rnekler eklenerek 30 dakika inkiibe edildi.
Smart fluorescent cell analyzer cihazinda 3 tekrarli her 6rnegin 0. Saatteki fotografi
cekilerek 4, 24, 28. saatler olmak iizere kontrol grubu kapanana kadar fotograflari
cekildi. Goriintiiler Image J programina aktarilarak, fotograflar iizerine 1zgaralar

eklendi ve yaranin zaman gore kapanma oran1 hesaplandi.



34

3.4.4 istatistiksel analizler

Hiicre kiiltiirii calismalarindan elde edilen sonuglarin istatistik analizleri
GraphPad istatistik programi kullanilarak yapilmistir. Her bir parametre igin
ortalama ve standart sapma degerleri hesaplanmigtir. Her bir parametre i¢in elde
edilen degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkin olup olmadigini
belirlemek i¢in iki yonli ANOVA analizi yapilmistir. Analiz sonuglari
degerlendirilirken degerler arasinda 0,95 giiven diizeyinde anlaml1 bir farkin olup
olmadig1 P degerlerine bakilarak tespit edilmistir. P degeri 0,05’den kiiciik olanlar

anlaml1 kabul edilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Kitosan ve Kitosan-Hyaluronik Asit Nanoparcaciklarinin
Ozelliklerinin incelemesi

4.1.1 DLS analiz sonuglan

Kitosan ve kitosan-hyaluronik asit nanopargaciklarinin boyutlar1 ve zeta
potansiyeli Zetasizer cihazinda analiz edildi. Sekil 4.1’de kitosan
nanopargaciklarinin boyut dagilim gragine gore, Z-average degeri 154,1+22,18 nm,

PDI (polidispersite indeksi) degeri 0,325 olarak tespit edilmistir.

Yogunluga gore boyut dagilimi

Yogunluk (%)

0.1 1 10 100 1000 10000
Boyut (d. nm)

Sekil 4.1 Kitosan nanoparcacik boyut dagilim grafigi
Kitosan-hyaluronik asit nanopargaciklarinin Z-average degeri 224,1

nm+24,65, PDI (polidispersite indeksi) degeri 0,285 olarak tespit edilmistir (Sekil
4.2).

Yogunluga gore boyut dagilimi

Yogunluk (%)

o4
0.1 1 10 100 1000 10000
Boyut (d. nm)

Sekil 4.2 Kitosan-hyaluronik asit nanopargaciklarinin boyut dagilim grafigi
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Kitosan nanoparcaciklarinin boyut dagiliminda; ilk okumada dagilim alanm
dar iken, ikinci ve {igiincii okumalarda agililasyonun artip boyut dagilimi
artmaktadir, kitosan 1siya hassas bir biyopolimer oldugu i¢in dlgiimler +4°C’ de
alinmis olmasina ragmen stabilitesini koruyamadigi sonucuna vartyoruz. Literatiir
bilgisine gore tek basina kullanilmadigi ve diger maddelerle stabilitesinin
arttirllmas1 i¢in beraber kullanmildigin1 da biliyoruz. Kitosan-hyaluronik asit
nanoparcaciklarinin boyut dagilimini inceledigimizde 3 tekrarli okumada peak
araliklarinda biiytik farkliliklar bulunmadigini sdyleyebiliriz, burdan kitosan-
hyaluronik asit nanopargaciklarinin, kitosan nanoparcaciklarina gére daha stabil

oldugu sonucuna varabiliriz.

Kitosan nanopartikiillerinin boyutunu belirleyen faktorlerden biri kitosanin
molekiiler agirl iken digeri, iyonik jellesme yOntemiyle sentezlenen kitosan ve
capraz baglayicisinin birbirine olan kiitlesel oranidir (Rampino et al., 2013).
Literatiirde bu oran 5:1, 6:1 (CH: TPP) olarak verilmis 200+24, 193 +28 nm
boyutlarinda nanoparcaciklar elde edilmis ve daha asagi veya yukari oranlarda,
nanopar¢acik boyutunda madde elde edilemedigi, agregasyondan dolay1
okumalarin yapilamadigi bildirilmistir. Bu ¢alismada da 5:1 (CH: TPP) kiitlesel

oran kullanilmis ve 154,1 nm boyutu elde edilmistir.

DLS’nin prensibine gore PDI degeri 0.5’ten daha kiigiik olan degerler kabul
edilebilirdir (Agarwal et al., 2018), polimer bazli nanopartikiiller icin ise 0.2 ve
cevresindeki degerler daha uygun goriilmektedir, PDI kisaca boyut
popiilasyonlarinin dagilimini temsil etmektedir (Danaei et al., 2018). CS ve CS-HA
nanopartikiillerinin PDI degerlerini kiyasladigimizda, CS-HA nanopartikiillerinin
PDI degeri CS’ye gore daha iyidir, bu ¢aligmada CS nanopartikiilleri
kullanilmamigtir, ayni teknikle sentezlenen CS ve CS-HA nanopartikiilleri
arasindaki farklarin gézlemlenmesi ve elde edilebilecek en kii¢iik nanopartikiil
boyutlarina ulagsmak amaglanmistir. CS sentezinde PDI’y1 diisiirmek icin
yapilabilecek degisikler boyutu yiikseltecekti bu da CS-HA nanopartikiillerinin
boyutunu etkileyecekti. CS ultrasonikasyon islemi ile daha monodispers hale
getirebilirdi (Tang et al., 2003) lakin bu da polimer yapiya zarar verebilecegi i¢in
uygulamaktan kagmilmistir. Filtrasyon yontemi ile biiyiilk pargaciklar

uzaklagtirabilir lakin bu da madde kaybina yol acardi.
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Sekil 4.3 CS nanopartikiillerinin zeta potansiyel dagilimi grafigi

CS nanopartikiillerinin zeta potansiyel degeri 15 mV (Sekil 4.3), CS-HA
nanopartikiillerinin zeta potansiyeli (Sekil 4.4) 32,3 mV olarak tespit edilmistir.
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Sekil 4.4 CS-HA nanopartikiillerinin zeta potansiyel dagilimi grafigi

Nanopartikiillerin yiizey yiik 0Ozellikleri zeta potansiyeli {izerinden
degerlendirilmektedir, partikiiliin yiizey yiikk degeri nanosiispansiiyonun
stabilitesini belirlemektedir (Patel, V. R., & Agrawal, Y. K., 2011). Zeta potansiyeli
degeri £0—10 mV araliginda ise stabil degildir, £10-20 mV araliginda stabiliteye
kismen yakindir, + 20-30 mV aralig1 orta seviyede stabildir, >+30 mV aralig1
oldukca stabildir (Ardani et al., 2017). Bu sentez yontemine gore CS
nanopartikiilleri stabiliteye kismen yakindir, CS-HA nanopatikiilleri ise oldukga
stabildir, iki nanopartikiil ylizeyi de pozitif yliktedir. CS nanopartikiillerinin zeta
potansiyel degeri CS/TPP oranmna goére CS’nin TPP’deki aminogruplariyla
noétralizasyonu nedeniyle degismektedir fakat bu aynm1 zamanda nanopartikiil

boyutunu da etkilemektedir (Fan et al., 2012). Farkli oranlarla yapilan ¢aligmada
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CS nanopartikiillerinin zeta potansiyeli +14 mV ve +53 mV araliginda degisiklik
gostermistir (Thakur, A., & Taranjit., 2011). CS nanopartikiillerinin zeta
potansiyelini CS/TPP oram1 ile daha katyonik hale getirmek daha biiyiik
nanopartikiil sistemleri elde etmemize neden olacagi icin sentez en iyi sonuglar

alabilecegimiz oran ile optimize edilmistir ve sonug literatiir ile uyumludur.

Genellikle yiizey yiikii/zeta potansiyeli diisiik makrofaj ile yiiklenen
nanopartikiillerin de bu 6zellikleri azalmaktadir (Taghipour-Sabzevar et al., 2020)
ki bu durumda polianyon olan HA ile etkilesime giren polikatyon CS’nin zeta
potansiyelinin, CS’a gore daha diisiik olmas1 beklenirdi. Fakat bu durum da bize
CS/HA oranindan kaynakli olarak yilizeyde daha ¢ok polianyon CS molekiiliiniin
var olmasindan kaynakli CS-HA nanopartikiiliiniin zeta potansiyelinin pozitif
artisini elde ettigimizi gostermektedir (Nazeri et al., 2013). Sentezde 4:1 oraninda
CS: HA kullanildig: i¢cin CS’nin yilizeyde daha ¢ok yer almasi anlamli ve literatiir

verisi ile uyumludur.

4.1.2 SEM analiz sonuclari

CS ve CS-HA nanopartikiillerinin morfolojisi SEM cihazinda 1 ve 100 pm
Olceginde analiz edildi. CS nanopartikiillerinin SEM goriintiilerini Sekil 4.5°te
inceledigimizde kiiresel bir yapiya sahip oldugunu ve bu yapinin jelatlama ajaninin
etkisinden kaynaklandigini, bu sayede de nanopartikiill formasyonuna sahip
oldugunun onaylandigi bilgisini literatiir ¢aligmalar1 1s18inda elde edebiliyoruz

(Alarfaj, A. A., 2019).

Sekil 4.5 CS nanopartikiillerinin SEM analizi
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Sekil 4.6 CS-HA nanopartikiillerinin SEM analizi

CS-HA nanopartikiillerinin kiiresel morfolojik yapisi Sekil 4.6’da belirtilen

SEM goriintiileri aracilifiyla gézlemlenmistir.

4.1.3 Sentez iiriiniiniin nicel analiz sonuclari

Sentez iirtinii olan CS-HA nanopartikiiliinde, senteze eklenen HA nin ylizde
kagmin kitosanla tepkimeye girdigini tespit etmek i¢cin HPLC analiz yontemi
kullanilmistir. UV-VIS spektrofotometri cihaziyla da gergeklestirebilecek olan bu
analiz HA’nin dalga boyunun diigiik olmasindan ve daha saglikli sonuglar

vermesinden dolay1 HPLC cihazi ile kantitatif analiz gergeklestirilmistir.

HA’nin 5 farkli konsantrasyonu (31,25, 62,5, 125, 250 ve 500 pg/mL)
kalibrasyon egrisinin olusturulmasi amaciyla cihaza enjekte edilmis ve 1,9 ve 3,7
dakikalar1 olmak tizere 230 nm dalga boyunda 2 peak gozlenmistir. MS Excel
programinda peak alanlar1 ve konsantrasyonlar arasindaki kalibrasyon egrisi
cikarilmistir. CS-HA sentezi sirasinda santrifiij isleminden sonra geriye kalan
slipernatant, yikama sollisyonu ve ayr1 olarak tepkimeye giren CS ve TPP miktarlari
da enjekte edilerek peak alanlar1 elde edilmistir. Siipernatanttan CS ve TPP
cikarilarak tepkimeye giren HA miktar1 hesaplanmigtir. HA’nin baglanma verimi

%61,63 olarak tespit edilmistir.
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Sekil 4.7. Hyaluronik asitin kalibrasyon egrisi

Bir polianyonun pozitif yiiklii nanopartikiille olan etkilesiminin sonucu
aglomerasyon veya flokiilasyon ile sonug¢lanabilmektir, final iiriin, nanopartikiil ve
polyanyonun konsantrasyonlarina, boyutlarina ve etkilesim giicline baglidir (Nasti
et al.,, 2009). Bu calismada CS-HA nanopartikiil sentezi i¢in diisitk molekiiler
agirlikli CS ve HA kullanilmistir, pH ve karistirma hizi istenilen boyut ve stabilite
i¢in sabitlenmistir. Final iirtin olan CS-HA’daki HA oranini arttirmak i¢in bu
parametrelerin degistirilmesi gerekmektedir lakin bu sefer de {iriiniin stabilitesi
konusunda kesin bir yargiya varmak sdzkonusu degildir. Bu calismada, hiicre
kiiltiirii deneylerinde uzun siireli ve varyasyonlu denemeler yapilmasi planmis
oldugundan, final iiriiniin stabilitesi daha oncelikli oldugu i¢in %61,63’lik verim

uygun goriilmiis ve verim arttirma ¢alismalar1 yapilmamaistir.

4.1.4 Yapisal analiz sonuglar

Diisilk molekiiler agirliktaki (Imw) CH, HA (Imw), CH VE CH-HA

nanoparcaciklarinin kimyasal yap1 analizi FTIR cihaz ile gerceklestirildi ve Sekil

4.8’de FTIR spektrumlar1 gosterilmektedir.
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Sekil 4.8 FTIR spektrumlart. Kitosan nanoparcaciklari (A), kitosan (B), hyaluronik asit (C),
kitosan ve hyaluronik asit nanoparcaciklari (D).

B bandindaki 3287 cm™! peaki NH2 ve OH gruplarinin gerilim titresimlerinin
birlesiminin karsihigini belirtmektedir, banttaki 1647 cm™! peaki CONH2 grubunu
temsil etmektedir ve A bandinda bu peak yok olup 1634/cm olarak ortaya
cikmaktadir, NH> egilme titresimlerinin 1556/cm’ den 1534 cm™! olarak degiserek
keskinlesmesi deasetilasyonun gerceklestigini gostermektedir (Qi et al., 2004). A
bandinda 3287’den 3217/cm’e donlismesi ve araligin daha genislemis olmasi
hidrojen baginin arttigin1 simgelemektedir (Xu, Y., & Du, Y., 2003). Kitosan ve
kitosan nanopartikiillerinin spektrumlarin1 kiyasladigimizda ulagtigimiz bu
sonuclar, kitosanin TPP ile c¢apraz baglandigin1 gostermektedir ve sonuglar

belirtilen 6nceki ¢alismalar ile uyumludur.

Kitosan (B) ve hyaluronik asit (C) bantlarinin her ikisi de benzer karakteristik
ozellikler gostermektedir, 3217-3675/cm peakleri igerdikleri NH: ve OH
gruplarinin geriliminden kaynaklanmaktadir, 1647-1603/cm amit grubuna baglh
C=0 gerilimini, 1026-1038’cm ise C-O-C gerilimini temsil etmektedir (Anisha et
al., 2013). Bu band araliklan CH-HA nanopartikiilinde (D) daha yogun
gozlenmektedir, HA (C)’da karboksil grubu temsil eden 1377-1406/cm peak
araligi, CH-HA (D)’da 1333-1408 olarak ortaya ¢ikmistir (Iacob et al., 2018).
Buradan da CH ve HA’nin yapisal olarak birleserek CH-HA nanopartikiillerini

olusturdugu sonucuna varabiliriz.
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4.2 Hiicre Kiiltiirii Calismalan

HGF-1, Saos-2 ve HaCaT hiicreleri lizerinde CS-HA, HA ve ZA’ nin etkilerini
incelemek ve karsilastirmak amaciyla farkli  konsantrasyonlarda ve
kombinasyonlarda  sitotoksisite ~ deneyleri  yapilmis, optimize edilen

konsantrasyonlarla da apoptoz ve yara modeli caligsmalar1 yapilmistir.

4.2.1 Sitotoksisite calismasi sonuclari

Hyaluronik asit, hyaluronik asit-kitosan nanoparcaciklarinin ve zoledronik
asitin sitotoksisite c¢aligmalari1 HGF-1, Saos-2 ve HaCaT hiicreleri iizerinde
gerceklestirildi. Calisma sonucunda elde edilen veriler ile 6rneklerin 24, 48 ve 72.
saatte hiicreler tizerindeki % canlilik degerleri hesaplanmistir. Zoledronik asitin 72.

saatteki ICso degeri hesaplanmistir.

HA’nin farkli konsantrasyonlarmin (1, 3, 10, 30 ve 100 ug/mL) Saos-2
hiicreleri tlizerindeki etkisine baktiimiz zaman, her zaman limitinde Grnegin
konsantrasyonu arttik¢a % canlilik oranininda artis oldugunu goézlemlemekteyiz.
Burdan yola ¢ikarak HA’ nin belirlenen konsantrasyon araliginda Saos-2 hiicreleri
tizerinde toksik etkisinin bulunmadigini sdyleyebiliriz. Aksine zaman c¢izelgesi
lizerinden maruziyet siiresi arttikca (24-48-72. saat) proliferatif etki goriilmektedir

(Tablo 4.1) ve canlilik oranlar1 kabul edilebilir limitler dahilindedir.

Hyaluronik asitin hiicre profilerasyonunu arttirdigr bilgisi bir¢ok kaynak
tarafindan desteklenmektedir. Bazi1 kaynaklarda yiiksek molekiiler agirlik HA nin
proliferasyonu arttirdigi iddia edilirken bazilarinda inhibisyona neden oldugu
bilgisi yer almaktadir. Ayni bilgilerin diisiik molekiil agirlikli HA igin gegerli
olmadigr One siiriilmektedir. Bu c¢alismada diisiik molekil agirlikli HA
kullanilmistir ve sonuglar, HA ¢alismalarinda kabul edilebilir limit olan %72 hiicre

canliliginin iizerindedir (Boeckel, D. G., et al., 2016).

HA’nin farkli konsantrasyonlarinin (1, 3, 10, 30 ve 100 pg/mL) HaCaT
hiicreleri tlizerindeki etkisine baktiimiz zaman, her zaman limitinde O6rnegin
konsantrasyonu arttik¢a % canlilik oranininda artis oldugunu gézlemlemekteyiz.

Burdan yola ¢ikarak HA’nin belirlenen konsantrasyon araliginda HaCaT hiicreleri
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tizerinde toksik etkisinin bulunmadigini soyleyebiliriz. Aksine zaman ¢izelgesi
lizerinden maruziyet siiresi arttikca (24-48-72. saat) proliferatif etki goriilmektedir

(Tablo 4.1) ve canlilik oranlar1 kabul edilebilir limitler dahilindedir.

HA’nin farkli konsantrasyonlarinin (1, 3, 10, 30 ve 100 pg/mL) HGF-1
hiicreleri lizerindeki etkisine baktigimiz zaman, her zaman limitinde Ornegin
konsantrasyonu arttik¢a % canlilik oranininda artis oldugunu goézlemlemekteyiz.
Burdan yola ¢ikarak HA’ nin belirlenen konsantrasyon araliginda HGF-1 hiicreleri
tizerinde toksik etkisinin bulunmadigini sdyleyebiliriz. Aksine zaman ¢izelgesi
tizerinden maruziyet siiresi arttik¢a (24-48-72. Saat) proliferatif etki goriilmektedir

(Tablo 4.1) ve canlilik oranlar1 kabul edilebilir limitler dahilindedir.

HA’nin proliferatif etkisini Saos-2, HaCaT ve HGF-1 hiicreleri arasindaki
kiyaslayacak olursak (Sekil 4.9), Saos-2’de en az ve HGF-1’de en c¢ok
profilerasyona yol agtig1 sonucuna varmaktayiz. Hyaluronik asitin ECM yapisinda
bulunan bir biyopolimer ve yara iyilesmede rol alan bir yap1 oldugunu g6z 6niinde
bulundurursak endotel ve fibroblast hiicrelerinde daha ¢ok profilerasyona neden

olmasi osteoblastlara gore daha kagimilmaz bir gergektir.



Tablo 4.1 HA 6rnegi uygulanan Saos-2 ve HaCaT ve HGF-1 hiicrelerinin 24., 48. ve 72. saat %
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canlilik degerleri

Madde
HA miktari 24 48 72
(ng/mL)
1 90,02+5,37 | 92,78+5,52 | 92,65+4,08
3 90,89+4,39 | 93,12+5,36 | 95,16£5,12
Saos-2 10 94,76+6,55 | 95,41+6,30 [101,48+6,32
30 95,35£7,12 | 99,77+6,67 |105,29+7,47
100 98,23+6,89 | 103,33+7,01 | 110,37+8,36
1 94,1244,81 | 96,46+8,88 | 98,81+4,71
3 95,35£3,91 | 96,87+6,34 | 100,67+5,43
HaCaT 10 97,14+6,67 | 103,39+7,49 1110,03+8,21
30 104,41+5,89 [ 113,34+6,56 [112,15+7,41
100 108,12+7,34 | 121,98+8,69 | 132,39+9,95
1 96,19+4,45 | 96,26+£5,11 | 98,72+5,32
3 98,36+£6,64 | 99,01+£5,84 | 102,45+7,44
HGF-1 10 99,49+8,06 [108,29+7,33| 116,52+6,52
30 105,44+8,22 [ 118,66+7,11 | 125,30+9,43
100 |111,23£7,57(126,71+6,42| 137,91+8,22
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Sekil 4.9 HA 6rnegi uygulanan Saos-2 ve HaCaT ve HGF-1 hiicrelerinin 24., 48. ve 72. saat %
canlilik degerleri

CHA nanopartikiillerinin Saos-2 hiicreleri lizerindeki etkisine baktigimiz
zaman (Tablo 4.2) sitotoksik bir etki gdzlemlenmemektedir. Dogal bir polimer olan
kitosana hyaluronik asitin dahil edilmesinin hiicre ¢ogalmasimni arttirdigi
gozlemlenmektedir. Konsantrasyonlar arttikca % canlilik degerleri 3 zaman
araliginda da artis gostermektedir. Kitosanin biyouyumlu olmasi ve higbir toksik
etkiye sahip olmamasi hyaluronik asit i¢in tasiyici sistem olarak kullanilmasini

uygun hale getirmekte ve profilerasyona yardimci olmaktadir.

HaCaT ve HGF-1 hiicreleri iizerinde CHA nanopartikiillerinin etkisine
baktifimiz zaman sitotoksik etki goézlenmemektedir aksine HA uygulanan
degerlere gore daha gok proliferatif etki gozlenmektedir. Iki hiicreyi Saos-2 ye gore
kiyaslayacak olursak daha fazla artis gézlenmektedir bu da hyaluronik asitin
proliferatif etkisinin HaCaT ve HGF-1 hiicrelerinde daha fazla olmasindan

kaynaklanmaktadir.

Hiicre canlilik oranlarinin 24. saatten itibaren kontrole gore artis gdstermesi
ve %80’den fazla olmasi, nanopartikiil sisteminin biyouyumlu oldugunu ve
polimerlerin hiicreler tizerindeki proliferatif etkisini, literatiirde gectigi iizere
gostermektedir ve elde edilen veriler literatiir ile uyumludur (Chiesa, E. Et

al.,2018).
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Tablo 4.2 CHA 6rnegi uygulanan Saos-2 ve HaCaT ve HGF-1 hiicrelerinin 24., 48. ve 72. saat %
canlilik degerleri

Madde
CHA miktari 24 48 72
(ng/mL)
1 92,15+£8,33 | 94,55+7,98 | 94,72+9,33
3 92,67+£6,82 | 95,33+£5,23 | 95,60+6,15
Saos-2 10 96,89+715 | 97,20+8,29 | 103,67+4,20
30 99,81+6,85 [103,44+5,41  109,81+8,88
100 104,55+£9,11 [ 110,93+8,09 [ 116,53+7,84
1 96,18+6,41 | 99,30+7,16 | 99,89+6,44
3 96,20+5,39 [101,02+6,90]102,11+7,94
HaCaT 10 103,36+8,19 | 108,55+8,42 [ 116,74+5,62
30 108,11+5,13 | 120,21+7,81 [ 131,56+8,85
100 117,67+9,73 [ 130,43+6,18 | 141,45+7,39
1 98,36+6,52 | 99,01+7,16 | 103,12+4,10
3 99,13+7,30 [103,67+6,54 [ 108,30+6,66
HGF-1 10 105,34+4,66 | 114,57+5,77| 122,89+7,73
30 112,80+7,37 | 125,43+7,88 | 133,48+6,90
100 119,88+9,11 [ 134,01+5,98 [ 148,03+9,57
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Sekil 4.10 CHA 6rnegi uygulanan Saos-2 ve HaCaT ve HGF-1 hiicrelerinin 24., 48. ve 72. saat %
canlilik degerleri

Zoledronik asitin toksik etkisi literatiirde kanitlanmistir. Saos-2, HaCaT ve
HGF-1 {izerindeki sitotoksik etkilerine baktigimiz zaman (Tablo 4.3)
konsantrasyon arttikca ve belirlenen zaman noktalar1 dahilinde, maruziyet stiresi
arttikca toksik etkide artis gézlenmektedir. 72. Saatte canlilik oraninin %50 nin
altina diismesiyle 72. Saate gore ICso degerleri hesaplanmis ve Saos-2 igin
51,94£3,15 pg/mL, HaCaT i¢in 44,1242,87 ng/mL ve HGF-1 i¢in 74,95+4,18
pg/mL olarak bulunmustur (Tablo 4.4). Literatiir bilgisine baktigimiz zaman
ZA’nin konsantrasyonu arttikca toksik etkisi artmaktadir ve Saos-2 hiicresi
tizerindeki ayn1 konsantrasyon ve zamanlardaki toksik etkisi fibroblastlardan daha
fazladir (Dass, C. R., & Choong, P. F., 2007). Ayn1 zamanda HaCaT hiicreleri
tizerindeki toksik etkisi de insan gingival fibroblastlarina gore daha fazladir. Yine
de her 3 hiicre tipinde de anlaml1 bir canlilik azalmas1 gozlenmektedir ve HaCat ve
HGF-1’lerde ortalama %70 ve %40 araliginda canlilik azalmasi goriilmektedir
(Basso F. G. Et al, 2013). Zoledronik asite maruziyet siiresi, uygulanan
konsantrasyonlar ve zoledronik asitin 1siktan etkilenen bir madde oldugu
gergeklerini gbz Oniinde bulundurursak toksik yiizdeler degisebilmektedir fakat

ortalama diizeyde benzerlik gostermekte ve anlamli bir toksik etki goriilmektedir.



Tablo 4.3 ZA 6rnegi uygulanan Saos-2 ve HaCaT ve HGF-1 hiicrelerinin 24., 48. ve 72. saat %

48

canlilik degerleri

Madde
ZA miktari 24 48 72
(M)
1 90,38+5,03 | 85,43+3,37 | 79,91+,330
3 88,71+4,26 | 82,63+4,77 | 72,35+5,53
Saos-2 10 84,74+4,19 | 78,77+5,34 | 61,30+6,71
30 79,47+6,39 | 72,51+4,09 | 54,23+5,78
100 |74,92+4,50| 66,14+6,84 | 45,66+4,38
1 89,92+6,87 | 81,08+5,20 | 76,13+6,14
3 84,14+5,01 | 79,43+4,27 | 69,22+4,78
HaCaT 10 79,19+7,85| 72,18+4,22 | 64,27+4,31
30 73,09+4,09 | 68,06+5,95 | 51,83+3,33
100 [69,82+5,87| 61,99+4,13 | 43,28+3.,45
1 91,35+£3,57 | 85,06+4,13 | 82,49+5,45
3 86,23+4,69 | 80,22+5,68 | 74,36+3,81
HGF-1 10 81,27+3,89 [ 75,28+3,66 | 69,63+4,28
30 75,09+5,92 | 65,16+6,33 | 58,56+3,62
100 [71,394+3,49| 63,54+4,71 | 46,44+3,40
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Sekil 4.11 ZA 6rnegi uygulanan Saos-2 ve HaCaT ve HGF-1 hiicrelerinin 24., 48. ve 72. saat %
canlilik degerleri

Tablo 4.4 72. saat sonunda ZA'nin Saos-2, HaCaT ve HGF-1 hiicreleri tizerindeki IC50 degerleri

Saos-2

HaCaT

HGF-1

ZA ICs

(ng

/mL)

51,94£3,15

44,124+2,87

74,95+4,18

Tablo 4.5 ZA+HA ve ZA+CHA ornekleri uygulanan Saos-2 ve HaCaT ve HGF-1 hiicrelerinin 72.
saat % canlilik degerleri

ZA+HA

ZA+CHA

Madde
miktari

(ng/mL)

Saos-2

HaCaT

HGF-1

Saos-2

HaCaT

HGF-1

10

47,9443,95

49,77+4,06

55,73+,359

51,14+£3,97

54,37+2,06

61,51+,348

30

50,23+3,19

55,83+4,39

60,37+3,01

54,42+3,20

59,99+43,67

66,62+4,27

100

52,51+4,38

60,59+4,91

67,34+3,23

59,71+4,88

67,79+3,98

74,45+4,96
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Sekil 4.12 ZA+HA ve ZA+CHA ornekleri uygulanan Saos-2 ve HaCaT ve HGF-1 hiicrelerinin 72.
saat % canlilik sonuglari

100 uM ZA ile birlikte 3 ayr1 konsantrasyonda uygulanan HA ve CHA
orneklerinin canlilik oranlarina baktigimiz zaman (Sekil 4.12 ve Tablo 4.5),
konsantrasyonlar arttikca % canlilik degerinin arttigin1 goézlemlemekteyiz. Artis
siralamasinin  Saos-2, HaCaT ve HGF-1 seklinde olmasi, hyaluronik asitin
zoledronik asitin toksik etkisini minimanize etmeye ¢alismasiyla birlikte
sitotoksisite verilerindeki proliferasyon oraniyla uyumlu oldugu goriilmektedir.
CHA’nin da bu proliferatif etkiyi desteklemesinin goriilmesiyle nanopargacik
sisteminin ZA’nin toksik etkisini diisiirmek iizere kullanilabilmesine yonelik

caligmalar yapilabilecegini soyleyebiliriz.

4.2.2 Apoptozis calismasi sonuclari

Zoledronik asitin ve zoledronik asitin hyaluronik asit ve hyaluronik asit-
kitosan nanopargaciklar1 ile kombinasyonlarinin Saos-2, HaCaT ve HGF-1
iizerindeki apoptotik etkisine dair sonuglar Millipore Muse Hiicre Analiz cihazi

kullanilarak elde edilmistir.

Hyaluronik asit ve kitosan-hyaluronik asit nanoparcaciklarinin apoptotik

etkisi, literatiir ve elde ettigimiz sonug¢lardan vardigimiz kaniyla, bulunmadigindan,
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test edilmemistir, HA nin ve CHA’nin, ZA nin apoptotik etkisini ne derece elimine

ettigini incelemek iizere sitotoksisitede oldugu gibi kombinasyonlar kullanilmistir.

(Kontrol) (ZA)
APOPTOSIS PROFILE 4 APOPTOSIS PROFILE
Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead
10,05 % 1.75 % 11.36 % 2191 %
34 34
E ] =
_ _
= 24 = 24 ' :
] m =
=L =T
= = /
1] R
5.62 % g 21.83%
Early Apop. 0 L™ Early Apop.
0 1 2 3 4 0 1 2 3
Live AMMEXIM Y Apoptotic Live AMMEXIM Y  Apoptotic
(ZA+HA) (ZA+CHA)
APOPTOSIS PROFILE 1 APOPTOSIS PROFILE
i Dead Late &pop./Dead i Dead Late &pop./Dead
10.88 % 13.03 % 10014 % 59.20 %
= =
_ _
o 23 o
L =
= ] =
14
] 14.49 % ' 11.02 %
EI- Earby Apop. Earby Apop.
0 1 2 3 4 3 4
Live AMMEXIMN Y Apoptotic Live AMMEXIM Y Apoptotic

Sekil 4.13 ZA, ZA+HA ve ZA+CHA orneklerinin Saos-2 hiicreleri iizerinde 72. saatteki apoptozis
sonuglari

Zoledronik asitin apoptotik etkisi 3 hiicre hattinda da goriilmektedir. Anlamli

bir sekilde hiicre Olimii goézlenen hiicre hatlarini birbiriyle ve sitotoksisite

verileriyle kiyasladigimizda, apoptozisde Saos-2 ve HaCaT sonuglarinin birbirine

yakin oldugunu ve HGF-1 hiicrelerindeki 6liim oraninin biraz daha fazla oldugunu

gozlemlemekteyiz (Tablo 4.4, Sekil 4.13, Sekil 4.14 ve Sekil 4.15). Bunun nedeni

apoptoz deneyi baslangicinda hiicre popiilasyonunun platelere esit bir sekilde
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dagitilmamis olmasi, ZA dagitilirken daha yiiksek miktarda eklenmis olmasi veya
hiicreler tripsin ile kaldirilirken hiicre kaybina maruz kalinmasi, Millipore
cihazinda 6l¢im alirken hiicre siispansiyonunun yogun olmasi ve cihazda net
okunamamig olmasi vb. nedenler kaynaklanmis olabilir ancak sonuglar anlamli
Olciide hatal1 degildir ve zoledronik asitin doza bagli apoptotik etkisi literatiirde de
kaynaktan kaynaga degisebilmektedir.

(Kontrol) (ZA)
APOPTOSIS PROFILE A APOPTOSIS PROFILE
Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead
1018 % 1.28 % 13.01 % 14.14 %
3. 3.
£ : =
3 3
m 23 m 23
= T =
= ] =
15 H . .
{939 5.15 % 156.33 | 26.52%
I:I- -+ Early Apop. EI- Live Early Apop.
0o 1 2 3 4 0 1 2 3 4
Live AMMEXIN Y  Apoptotic Live AMMEXIN Y - Apoptotic
(ZA+HA) (ZA+CHA)
APOPTOSIS PROFILE 4 APOPTOSIS PROFILE
i Dead Late Apop./Dead i Dead Late &pop./Dead
13.50 % 11.00 % 10.75 %

VIABILITY
VIABILITY
X

19.55 % 175 1253 %
1Lives Early Apop. 1L : - Earhy Apop.
':I ML | T I-"""I ML | o ':I 1 T 1 A | T

0 1 2 3 4 0o 1 2 3 4
Live AMMEXIMNY  Apoptotic Live AMMEXIM Y Apoptotic

Sekil 4.14 ZA, ZA+HA ve ZA+CHA o&rneklerinin HaCaT hiicreleri {izerinde 72. saatteki apoptozis
sonuglart

ZA’nin HA ve CHA kombinasyonlariyla kullanilmas sitotoksisite deneyinde

de oldugu gibi 3 hiicre hattinda da ZA’nin apoptotik etkisini elimine edici sonuglar
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gostermistir. Ozellikle CHA’nin, ZA’nin tek basina kullanmimina gore apoptotik
etkisini ortalama %50 oraninda elimine ettigi goriilmektedir (Tablo 4.6). CHA’ nin

HA’ya gore olan ZA’li kombinasyonlarina baktigimiz zaman proliferasyona

yardim ettigi ve hiicre 6liimiinii azalttig1 sonucuna varilabilmektedir.

(Kontrol) (ZA)
APOPTOSIS PROFILE APOPTOSIS PROFILE
i Dead Late &pop./Dead i Dead Late &pop./Dead
1012 % 1.24 %% 1021 % 2125 %
34 34
E o £
_ _
m 29 m 29
= ]
= = ]
14 - 14
] 6.01% 14128 3728 %
EI-. Earby Apop. EI- Live Earby Apop.
0 2 3 4 0 1 2 3 4
Live AMMEXIM Y Apoptotic Live AMMEXIMY  Apoptotic
(ZA+HA) (ZA+CHA)
APOPTOSIS PROFILE APOPTOSIS PROFILE
Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead
10.24 % 1028 % 11.00 % 10.76 %
34 35
E i E
_ _
m 23 m 23
L ]
= ] - ]
15 15
: 27.93 % ] 12.53 %
0 1 - Early Apop. 0 1 - " Early Apop.
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
Hve ANNEXIN V- Apoptatic Live ANNEXINV  Agoptatic

Sekil 4.15 ZA, ZA+HA ve ZA+CHA o6rneklerinin HGF-1 hiicreleri lizerinde 72. saatteki apoptozis

sonuglart
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Tablo 4.6 ZA, ZA+HA ve ZA+CHA O6rneklerinin Saos-2, HaCaT ve HGF-1 hiicreleri tizerinde 72.
saatteki % apoptozis degerleri

Erken Geg Olii Toplam
Apoptoz | Apoptoz Apoptoz
Kontrol | 92,47 | 5,68 1,75 0,09 7,43
Saos-2 ZA 54,9 | 21,83 21,91 1,36 | 43,74

ZA+HA | 71,6 14,49 13,03 | 0,88 | 27,52
ZA+CHA| 79,64 | 11,02 9,2 0,14 | 20,22

Canli

Kontrol | 93,39 5,15 1,28 0,18 6,43
HaCaT ZA 56,33 | 26,52 14,14 | 3,01 [ 40,66
ZA+HA | 634 19,55 13,5 3,55 | 33,05
ZA+CHA| 75,7 12,53 10,76 1 23,29

Kontrol | 92,63 6,01 1,24 0,12 7,25
HGF-1 ZA 41,26 | 37,28 21,26 | 0,21 58,54
ZA+HA | 61,55 | 27,93 10,28 [ 0,24 | 38,21
ZA+CHA| 75,7 12,53 10,76 1 23,29

4.2.3 Yara modeli calismasi sonuclari

Hiicreler tlizerinde yara modeli ¢aligmast JuLl floresanli hiicre goriintiileme
cihaz1 kullanilarak gerceklestirilmistir. Hiicrelerin 0, 4, 24 ve 28. saatlerdeki
goriintiileri alinmis ve Image J programi kullanilarak % kapanma oranlari

hesaplanmustir.

HGF-1 hiicreleri fibroblast yapidaki hiicreler olmas1 nedeniyle yara modeli
calismasinda daha hizli kapanma gostermistir (Tablo 4.7). HaCaT hiicreleri endotel
yapida hiicreler olmasi nedeniyle HGF-1’den sonra kapanmaya yonelmistir. Ancak
Saos-2 hiicreleri yara modeli i¢in uygun bir hiicre tipi degildir. Proliferatif etki ve
hiicre gogii etkisi gdstermesine ragmen {ist iiste yigilmalar gozlenebilmekte ve yara
cizgisi alaninda stresten dolayr kaynaklanabilecek ilerleme kaydedememe
etkisinden dolay1 ve yigilan hiicrelerin yiizeyden kalkmasiyla saglikli sonuglara

ulasmak zorlasabilmektedir.
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Zoledronik asitli yara modeli ¢alismasinda hiicre gocii gergeklesse dahi gog
eden hiicreler de apoptotik etkiye maruz kaldig: icin yara kapanamamis ya da
ilerleme kaydedilememistir. Sadece HA ve CHA kullanilan ¢alismada her ii¢ hiicre
hattinda da kontrole gére daha hizli ilerleme kaydedilmis ve HaCaT ile HGF-1’de
kontrolden 6nce kapanma gozlenmistir, kapanma oldugu an ¢aligma tamamlandigi
ve karsilastirma yapmak amaciyla ayni zaman dilimleri konuldugu i¢in Saos-2’nin
kapanma zamani bu verilerde goriilmemektedir, kapanmasi diger hiicrelere gore
daha uzun silirmiistiir ve kendi i¢inde kiyaslama yapacak kadar saglikli veriler elde
edilememektedir ancak kapanma goézlenmistir, kontrole gore ilerleme oranina

bakildig1 zaman ayni1 seyleri Saos-2 hiicreleri i¢in de sdylemek zaten miimkiindiir.

HaCaT ve HGF-1 hiicre hatlarinda ZA+CHA ve ZA+HA kombinasyonlarina
baktigimiz zaman ZA+CHA’nin HA’ya gore daha hizli hiicre gocii gosterdigi
gorlilmektedir ve bu sonuglar da sitotoksisite ve apoptozis caligsmalari ile
uyumludur. Ancak Saos-2’de tam tersi bir durum gozlenmektedir ve yukarida da
aciklandigr tizere kullanilan Saos-2 hiicreleri yara modeline uygun degildir ve
saglikli sonuglar almay1 zorlastirmaktadir. Literatiire baktigimiz zaman kitosanin
Saos-2 hiicreleri iizerinde, timdr hiicreleri olmasi nedeniyle, ¢ogalmayi inhibe edici
Ozellikleri oldugu da goriilmektedir ancak bunun molekiil agirligi ve doz ile
sekillenebildigi ve sitotoksisite ve apoptoz deneylerinde de ayni nanoparcacik
sistemi kullanildigt ve aym etki goriilmedigi icin, bu ihtimal {izerinde

durulmamaktadir (Abedian Z. et al., 2019).

Yara iyilestirme sistemleri ¢ok asamali prosediirlerden olusmakta ve birgok
faktoriin etkilesimiyle gerceklesmektedir. Kitosanin yapilan ¢aligmalar sonucu bu
asamalarin hepsinde yer almasi (antimikrobiyal etkisiyle inflamasyon asamasinda
etkileri vb.) ve hyaluronik asitle beraber sentezlenmesiyle hiicre adezyonu ve
proliferasyonunda da aktif rol almasiyla yukaridaki sonuglarda da goriildiigii iizere
yara modelinde basarili sonuglar vermektedir. Iyonik jelatlama ydntemiyle
iretilmesi de organik solvent eklenmesine gerek birakmadigi ve daha basit bir
prosediir oldugu i¢in ¢ok yOnlii bir nanopargagik sistemi ortaya ¢ikmaktadir (Vigani
B. et al., 2019). ZA’nin inhibisyon etkisini elimine edici 6zellikler de gostererek

yara modeline katkida bulunmustur.
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Tablo 4.7 ZA, ZA+HA ve ZA+CHA, CHA ve HA 6rneklerinin Saos-2, HaCaT ve HGF-1
hiicreleri lizerinde 0, 4, 24 ve 28. saatteki % hiicre gocii degerleri

Kontrol ZA ZA+CHA | ZA+HA CHA HA
0 0 0 0 0 0 0
Saos-2 4 9,7+3,9 0 11,58+3,87(12,27+5,5|38,78+5,0| 18,5+4,6
24 140,66+5,8 | 21,43+2,5 | 32,38+6,5 |37,07+4,2| 39,9+3,6 | 66,6+4,3
28 | 46,3+£2,3 | 26,34+6,9 |32,38+6,59 | 37,07+5,2 [ 45,15+5,5]70,37+3,1
0 0 0 0 0 0 0
HaCaT/| 4 0 3,7+6,4 8,3+4,2 6,7£5,9 | 24,5+4,3 | 14,840,7
24 32+1,8 23,8+3,7 75,9€1,6 | 47,8+5,8 | 75,8+6,1 |62,9+1,9
28 [47,75+£6,6(40,27+4,04 75,9+1,6 | 47,8+£5,8 100 100
0 0 0 0 0 0 0
HGF-1 4 T+6 2+5 12+4 21 9+4 2245
24 89+5 21+6 4946 57+6 100 100
28 97+6 25+4 79+6 T7+6 100 100
80
70
__60 I
x
S 50
S 40 I
. T |
o 30
3
T 20 I
o
0
Kontrol ZA ZA+CHA ZA+HA CHA HA
zaman (s)
HO m4 m24 m28

Sekil 4.16 Saos-2 hiicreleri tizerinde ZA, ZA+CHA, ZA+HA, CHA ve HA 6rnekleri ile yara
modeli ¢alismasi sonuglari
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Sekil 4.17 HaCaT hiicreleri tizerinde ZA, ZA+CHA, ZA+HA, CHA ve HA o6rnekleri ile yara
modeli ¢alismasi sonuglari

120

o

100
8
6

0 “ ii II III “ “

Kontrol ZA+CHA ZA+HA

o

4

Hicre gocil (%)
o

2

o

zaman (s)

HO m4 m24 m28

Sekil 4.18 HGF-1 hiicreleri tizerinde ZA, ZA+CHA, ZA+HA, CHA ve HA 6rnekleri ile yara
modeli ¢alismasi sonuglari
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada yara iyilestirme prosesini hizlandirici etkisi ile bilinen
hyaluronik asitin verimini arttirmak ve biyouyumlu kitosan1 daha stabil hale
getirmek amaciyla kitosan-hyaluronik asit nanopartikiilleri sentezlenmistir.
Hyaluronik asitin kitosana yiliklenme verimi %61,62 bulunmustur, verimi arttirmak
amaciyla sentez sirasinda karistirma hizi, iriinlerin konsantrasyonlar1 ve pH
degisimi ile bu oran arttirilabilir, bu ¢aligmada iirlin stabilitesini sabit tutmak ve
flokiilasyondan kaginmak amaciyla verim arttirma ¢aligmalar1 yapilmamis ve elde

edilen verim orani uygun bulunmustur.

HA, CHA ve ZA molekiilleri ile hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 yapilmistir ve
ZA’nin toksik etkisini CHA ve HA ile elimine etmek i¢in kombinasyonlar halinde
uygulanmistir. ZA+CHA ve ZA+HA kombinasyonlartyla uygulanan ornekler
sitotoksisite, apoptozis ve yara modeli ¢alismalarinin iigiinde de ZA’ya gore
proliferasyon gostermis ve ZA’nin inhibisyon etkisini elimini edici sonuglar elde
edilmistir. Doza bagl olarak, kullanilan dozlar dahilinde ve kii¢lik molekiil agirlikli
kitosan ve hyaluronik asit molekiilleri kullanildigi i¢in, zamana da bagl olarak ii¢
hiicre hattinda da proliferasyon gézlenmistir. ZA’da da doza bagl olarak apoptotik
etki gozlenmistir ve sonuglar literatiir ile uyumludur. HGF-1’in apoptozda elde
edilen sitotoksisite sonuglarina gére daha fazla toksik etkiye maruz kalmasi; ekilen
hiicre sayisinda farkliliklar, apoptoz isleminde tripsine bagli hiicre kayb1 ve hiicre
solisyonu yogunlugundan cihazda yasanabilecek okuma hatalarindan
kaynaklanabilecegi gibi, literatiir ile uyumlu toksik etki araliginda oldugu i¢in hatali
degildir, cok sayida ornek ve kombinasyonlari, hiicre hatti ve zaman noktasi
kullanildigr i¢in tim degigskenlerle lineer bir sonu¢ elde etmek miimkiin
olmadigindan bazi sapmalar yasanabilmektedir. Kullanilan Saos-2 hiicre hattiyla
yapilan yara modeli ¢alismasinda ZA+CHA orneginin sitotoksisite ve apoptoz
sonuclartyla uyumlu ¢ikmamasinin nedeni, hiicrelerin proliferasyondan dolay iist
iiste binmesi, yiizeyden kalkmasi ve yara ¢izgisinin olusturdugu stresten dolayi,
boélgenin kapanma siiresinin uzun slirmesinden kaynaklanmistir ve yara modeli

calismasina uygun olmadig1 gozlemlenmistir.
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Tiim c¢alismalarin sonucunda; HA ve CHA molekiillerinden nanoparcacik
sistemi olusturulmustur ve ¢cene kemigi osteonekrozunun hastalarda agiz yaralarina
neden olmasi ve bu yaralarin da gec iyilesmesi nedeniyle yara iyilestirmede
kullanilan iki dogal polimer biraraya getirilerek stabil bir nanopargacik sistemi elde
edilmistir. Bifosfonat kaynakli ¢ene kemigi osteonekrozunun bu yan etkisi, giicli
bifosfonat ila¢ grubundan zoledronik asit kullanilarak toksik ve apoptotik etkileri
osteoblast, endotel ve fibroblast hiicreleri olarak sirastyla, Saos-2, HaCaT ve HGF-
1 lizerinde incelenmis ve bu etkileri minimanize etmek i¢in yara iyilestirme modeli
olusturmak tizere HA ve CHA oOrnekleri uygulanmistir ve elde edilen sonuglar
151ginda bu nanopargacik sisteminin BRONJ tedavisinde kullanabilecegi imkani
ortaya ¢ikmustir. Ileri asama kaydedebilmek icin in vitro ¢aligmalar akabinde in vivo

caligmalar da yapilabilir.
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