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DEGERLENDIRILMESI

Volkan YALMAN

Molekdiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal

Yiksek Lisans Tezi

Tez Danismani: Doc.Dr. Nelisa TURKOGLU
Es Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Engin KAPLAN

Yara; mekanik, termal, elektriksel ve kimyasal zedelenmeler ya da tibbi veya fizyolojik
rahatsizliklarin altinda yatan nedenler sonucu doku bitlnliginin kaybolmasi olarak
tanimlanabilir. Yara 6rtilerinin amaci, yara iyilesme siirecini hizlandirmak ve iyilesmenin
kalitesini artirmaktir. Enflamasyon yara iyilesmesi i¢cin olmazsa olmazdir. Bununla birlikte
enflamatuar slirecin normal ve anormal yara iyilesmesi lzerinde dogrudan etkileri
vardir. Calismalar, hipertrofik skar olusumunun, fibroblastlarin asiri bir fonksiyonu ve
yara iyilesmesi sirasinda hiicre disi matrisin (ECM) asiri birikimini iceren, anormal bir yara
iyilesmesi sekli oldugunu gostermistir. Skar dokuyu engellemek icin sistemik anti-
enflamatuar ilag¢ kullaniminin proliferasyonu baskiladigi ve dolayisiyla yara iyilesmesine
olumsuz yonde etki ettigi gosterilmistir. Bununla birlikte lokal ve transdermal
uygulamalarda yara direncini ve yara kontrastini azalttigi da belirlenmistir.

Bu calismada yara orti malzemesi olarak himik asit iceren aljinat doku iskeleleri
hazirlanmistir. Himik asit yapisindaki fenoller, karboksilik asitler ve kinonlarin varligi
nedeni ile antioksidan, antimutajenik, anti-enflamatuar, antifungal ve bakterisidal
etkilere sahiptir. Projede, hiimik asit 6zellikle anti- enflamatuar etkisinden dolayi tercih
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edilmistir. Projede sentezlenen yara ortli malzemesinin ana iskeleti olarak aljinat
kullanilmistir. Aljinat yara ortii malzemeleri yliksek sivi absorblama kapasitesine sahiptir.
Aljinat yara oOrtlleri yara lezyonunun, ideal nem ve sicaklikta kalmasini saglar. Bu
Ozellikleri aljinat yara Ortulerini 6zellikle yara eksudasi fazla olan yaralar igin ideal bir 6rti
malzemesi yapmaktadir. Bu ¢alismada hiimik asit ve aljinat kullanilarak sentezlenen yara
ortli malzemesinde aljinat ve hiimik asit molekdilleri kovelent ¢apraz baglanarak hiimik
asit-aljinat bazli bir hidrojel elde edilmistir.

Karakterizasyon ¢alismalarinda elde edilen biyomalzemenin sisme profili, degradasyon
profili degerlendirilmistir. Bununla birlikte malzemenin morfolojik 6zellikleri ve ylizey
karakterizasyonu belirlenmistir. Ayrica, hiicre kiltlir ortaminda sitokinler kollajen tip 1
ve tip 3 salimi Gzerine etkisi belirlenmistir. Yara ortilerinin ylzey karakterizasyonu
Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ile goriintilenmistir. Hazirlanan malzemenin insan
deri huicreleri (keratinosit HaCaT hiicre hatti) ve fibroblast hicreleri (L929) lizerine
sitotoksisiteleri incelenecektir. Himik asitin enflamasyon slrecine etkisi in-vitro
modelleme ile belirlenmistir. Modellemede monosit-makrofaj hiicre hatti (THP-1)
kullanilacaktir. Yara ortilerinin pro-enflmatuar sitokinlerden Timor Nekroz Faktoéri-alfa
ve interlokin-1B salimi Gzerine etkisi incelenmistir. Himik asitin ECM Uzerine etkisinin
belirlenmesi amaci ile L929 hiicre hatti kullanilmistir. L929 hiicrelerinin kollajen tip | ve
tip lll sentez seviyeleri belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Aljinat, Hiimik Asit, Yara Ortiisii, Biyouyumluluk
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF WOUND DRESSING MATERIAL TO PREVENT SCAR
TISSUE FORMATION IN WOUND HEALING AND EVALUATION IN VITRO

Volkan YALMAN

Department of Moleculer Biology and Genetics

MSc. Thesis

Adviser: Assoc. Prof. Dr. Nelisa TURKOGLU
Co-Adviser: Assoc. Prof. Dr. Engin KAPLAN

Wound; can be defined as the loss of skin or tissue integrity that is the underlying causes
of medical or physiological disorders or injuries such as mechanical, thermal, electrical
and chemical. The purpose of a wound cover is to stimulate the wound healing process
and improve the quality of the healing. Inflammation is one of the essential step for
wound healing. However, the inflammatory process has direct effects on normal and
abnormal wound healing. Studies have shown that an abnormal wound healing involving
hypertrophic scar formation, is the excessive function of fibroblasts and excessive
extracellular matrix accumulation. The use of systemic anti-inflammatory drugs to
inhibit scar tissue has been shown to suppress the proliferation phase and affects wound
healing negatively. It has also been shown that it reduces wound resistance and wound
contamination in local and transdermal applications.

In this study, aljinate tissue scaffolds containing humic acid have prepared as a wound
dressing material. Humic acid has antioxidant, antimutagenic, anti-inflammatory,
antifungal and bactericidal properties due to the presence of phenols, carboxylic acids
and quinones in structure. Humic acid has been preferred thanks to its anti-
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inflammatory effect. Aljinate was used as the main skeleton of the wound dressing
material in the project. Aljinate wound dressing materials have high fluid adsorption
capacity. Aljinate wound dressings allow wound lesions stay at ideal humidity and
temperature. These properties make aljinate wound dressings an ideal dressing
material, especially for those with excessive wound exudation. In this study, aljinate and
humic acid molecules were covalently cross-linked to obtain a hydrogel wound dressing.

For the characterization of biomaterial, water retention capacity and degredation profile
of the membranes were evaluated. Additionally, morphological and surface
characterization of the material was performed. Furthermore, the effect of the hydrogel
on cytokine and collagen type 1 levels were determined. The surface characterization of
the wound cover was performed by Scanning Electron Microscopy (SEM). The
cytotoxicity of the prepared material to human skin cells (keratinocyte (HaCaT cell line)
and fibroblast cells (L929) are investigated. The effect of humic acid on the inflammatory
process is determined by in vitro model. inflammatory response was evaluated via THP-
1 cell line. The effect of humic acid on ECM composition was investigated by using the
L929 cell line. The collagen type | and type Il levels were determined.

Keywords: Aljinate, Humic Acid, Wound Dress, Biocompatibility

YILDIZ TECHNICAL UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCE
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Literatlr incelendiginde cesitli malzemelerden Uretilmis, farkh formlarda yara ortiu
malzemeleri mevcuttur. Yara ortli malzemeleri dlinya pazarinda onemli yere sahip olan
biyomalzemelerdendir ve ekonomik getirisi yliksek trinlerdir. Su ana kadar piyasada
bulunan ve gelistirilmek UGzere olan yara ortli malzemeleri incelendiginde himik asit-

aljinat bazli bir yara 6rtli malzemesinin bulunmadigi gérilmektedir.

Hlmik asit icin yapilan literatlr taramasi, antiviral ve anti-enflamatuvar etkilerinin
oldugunu gostermektedir. Himik asidin sahip oldugu antiviral ve anti-enflamatuvar
etkiler, himik asidin Umit verici bir yara ortii malzemesi konumunda oldugunu

gostermektedir.

1.2 Tezin Amaci

Yara ortiileri medikal tekstillerin &nemli bir alanidir. Ozellikle son yillarda ¢ok sayida
fonksiyonel yara ortisu gelistirilmistir. Bu Grlinlerin amaci yara iyilesme sirecini
hizlandirmak ve hastalara bu silirecte maksimum konforu saglayabilmektedir. Su anda
mevcut olan vyara ortillerinin gelistirilmesi icin cok disiplinli calismalara ihtiyac
bulunmaktadir. Yara iyilesmesinde hipertrofik skar olusumunun, fibroblastlarin asiri bir
fonksiyonu ve yara iyilesmesi sirasinda hiicre disi matrisin (ECM) asiri birikimini iceren,
anormal bir yara iyilesmesi sekli oldugunu gostermistir. Hiimik asit anti-enflamatuar ve

antioksidant etki ile yaranin skarl iyilesmesini engelleme potansiyeline sahiptir.



Gahsmanin genel amaci himik asit iceren aljinat doku iskelelerinin pro-enflamatuar
sitokinler ve kollojen tip 1 ve tip 3 salimi Uzerine etkisini belirlemektir. Calismanin

amaclari asagida maddeler halinde siralanmistir:
1.HUmik asitin insan keratinositleri Gizerine sitotoksik olmayan dozunun bulunmasi
2.Belirlenen hiimik asit dozu iceren aljinat yara ortlisiintin hazirlanmasi

3.Hazirlanan doku iskelelerinin sisme, degradasyon profilinin, morfolojik 6zelliklerinin

belirlenmesi

4.Hazirlanan doku iskelelerinin keratinosit ve L929 hiicreleri Gizerine sitotoksisitelerinin

belirlenmesi

5.Hazirlanan doku iskelelerinin pro-enflamatuar sitokin salimi Gzerine etkisinin

incelenmesi
6.Hazirlanan doku iskelelerinin kollajen tip 1 ve tip 3 salimi Gzerine etksinin incelenmesi

7.Hazirlanan doku iskelesinin antioksidant kapasitesi lizerine etkisinin incelenmesi

1.3 Hipotez

Hlmik asidin anti-enflamatuar ve antioksidant etkisinden vyaralaniimak amaciyla
yapiimak istenen bir yara ortli malzemesinin enflamasyonu baskilamasi beklenmektedir.
Enflamasyon siddetine gore deride sentezlenen kollejen miktarlari farklihk gosterir,
kollejen sentezi ve formasyonundaki degisiklik yara iyilesirken deride iz birakabilir.
Enflamasyon dogru diizeyde baskinabilir ise yara bolgesinde iz kalmadan yara iyilesmesi
saglanilabilir. Bu nedenle hiimik asidin anti-enflamatuar etkisinden yaralanilarak
enflamasyonu dogru diizeyde baskilayabilecek bir yara 6rtlii malzemesi senteznerek, izsiz

yara iyilesmesi saglanilabilir.



BOLUM 2

YARA ORTU MALZEMELERI

Yara ortileri, yarayl 6értmek ve iyilesme siireclerini desteklemek amaciylaya kullanilan
malzemelerdir[1].Yara oOrti malzemeleri biyolojik ya da biyolojik olmayan bircok
materyal icerebilir. Yaranin bulundugu yer, neden olan etken, hastanin yasi ve hastadaki
fizyolojik gibi degiskenler bir yaranin tedavisi icin bliyik 6nem tasimaktadir. Kullanilacak
yara ortli malzemesi, bu degiskenler gbz online alinarak segilmelidir. Yara tedavisi igin
dogru yara ortli malzemesinin secilmesi iyilesme siirecini destekledigi gibi yanlis bir yara
ortli malzemesinin secilmesi ise yara iyilesmesini olumsuz yonde etkileyerek daha buyik

rahatsizlara yol acabilir[1], [2].

Sekil 2.1 Edwin Smith Papirlsu[3]

Edwin Smith Papirtst (Sekil 2.1) milattan 6nce 1700 yillarda yazildigi disinilen ilk
cerahi metinlerdendir. Bu metinde bir yaranin nasil temizlenip bakim yapilacagi

anlatiimistir[3].



2.1 Yara

Yara, herhangi bir faktérden dolayr doku anatomisinin bozulmasi olarak
tanimlanabilir[4]. Bu faktorler fiziksel, kimyasal, biyolojik, sicaklik veya radyasyon gibi
farkli sebeplerden dolayl olabilmektedir. Yaraya neden olan etkene gore yaranin
morfolojisi ve 6zellikleri gesitlilik gdstermektedir. Ayni zamanda yaralanmanin meydana
geldigi doku, bireyin yasi ve bireyin saglik durumu gibi faktorler de yaranin morfolojisini

ve yaranin iyilesmesini etkilemektedir[5], [6].

Bu tezin konusu olan hiimik asit ve aljinat bazli yara 6rtii malzemesi deride meydana
gelen yaralanmalar icin kullaniimasi hedeflenmistir. Deri viicudumuzdaki en buyuk
organdir ve yaklasik olarak vicut agirhginin %15’ini olusturur [4], [7]. Deri (Sekil 2.2) tim
vicudu sarar ve vicudu dis etkenlere karsi korumak gibi hayati bir goérevi oldugu
bilinmektedir. Bu nedenle deri lizerindeki yaralanmalar ve yaralarin bakimi biytk bir

onem tasimaktadir [7].

epidermis

dermis

subcutis

Sekil 2.2 Derinin katmanlari



2.2 Yara lyilesmesi

Yara iyilesmesi ¢ok fazla sayida mekanizmadan olusan karmasik bir olaydir [4], [5], [6],
[7]. Deri tGzerindeki bir yaranin iyilesmesi yaralanmanin siddetine ve yaraya neden olan
kaynaga gore farklilik gosterebilir. Ayni zamanda lokal etkiler olan bireyin yasi, saghk
durumu ve metabolizmasi, yara iyilesme mekanizmasinda degisikliklere ve iyilesme

suresinde degisiklere sebep olur[2], [8].

Yara iyilesmesi hicrelerin proliferasyon ve farklilasma 6zelliklerinden yararalanilarak
hasarli ya da kaybedilen dokunun yerine yeni dokunun olusturulmasi prensibine dayanir.
Her ne kadar yaral doku tamir olsa da morfolojik goriintisii eskisinin birebir aynisi
olamaz. Skar doku denilen, goriinlis olarak biraz daha deforme bir morfolojiye
sahiptir[9]. Bu deforme gorlinlsiin altinda yatan neden kollejen miktarinin ve
organizasyonunun hasar almamis dokudaki kompozisyon ile ayni olamamasindan
kaynaklanmaktadir. Bu nedenle yara iyilesmesinde kollejen tip 1 ve tip 3 ile kollejenin
sentezlenmesi icin hiicreleri uyaran sitokinler bliyik 6neme sahiptir[10], [11]. Yara

iyilesmesi sekil 2.3'de gosterildigi gibi dort asamada gerceklesmektedir.

Hemostasis
.- Blood clot

Fibroblast-——____
Macrophage —._____ = € I
Blood vessel ---H Proliferative

..... G’
Fibroblasts ___ R < 3

proliferating

Subcutaneous fat —— == o - w’ <
Remodeling
——
Freshly healed ———— il
epidermis y ’ , - e
= - \
Freshly healed ———" " &

dermis ] ’

Sekil 2.3 Yara iyilesme asamalari
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2.2.1 Hemostaz Fazi

Yaralanmanin etkisiyle damar bitinlGgl bozulur ve damarlardan disari dogru kan akisi
olur. Trombositler pihtilasmayi saglayarak hasar goren damari bir tikag¢ gibi tikar ve
hemostazin yeniden saglanmasi igin uygun sartlari saglar. Ayrica hiicre gogi icin hiicre
disi bir matriks gorevi yapar. Trombositler, ortama saldiklari blylime faktorleri ile

makrofajlari ve fibroblastlarin bolgeye go¢ etmesini uyarmaktadir[12].

Trombosit ve yarali dokunun cevresindeki parankimal doku hiicrelerinden cesitli
bliyime faktorlerinin ve mediyatorlerin ortama salinimi bu asamada gergeklestirilir. Bu
salinan mediyatorler ve blylume faktorleri yarali dokuya I6kositlerin gelmesine neden

olarak enflamasyonu baslamasina sebep oldugu bilinmektedir[13].

Yarali bolgeye trombositlerin akini ve sentezledikleri fibrin iplikleriyle kanin
pthtilasmasina (Sekil 2.4) neden olarak yarali bolgenin disortamdan izole edilmesini
saglamaktadir. Yara iyilesmesinin bir sonraki adimi olan enflamasyon icin yarali bolgeye
beyaz kan hiicrelerinin gelebilmesi icin hemostazi yeniden saglanir ve dis ortamdan

viicut icene patojen girisi engellenmis olur [12], [13].

Blood clot - - Platelets
- Fibrin

Cuticle
Epidermis

Dermis

Sekil 2.4 Tromboz tikacin olusmasi



2.2.2 Enflamasyon Fazi

Enflamasyon, yarali bélgede damarlanmanin olusmasi ve beyaz kan hicrelerinin yarali
bolgeye ulasmasi olarak tanimlanabilir [13]. Yaral bolgeye ilk olarak ulasan ve yara
bolgesinde baskin olan beyaz kan hicreleri nétrofillerdir. Notrofiller, trombosit ve
parakimal hiicrelerin salgiladigl bliyiime faktorleri ve kimyasal uyaranlara hassastir ve
yarali bolgeye hiicum eden ilk beyaz kan hucreleridir. Noétrofillerin yarali dokuda
bulunmasi kisa sirelidir, yaralanmadan sonraki ilk 24 saatten sonra sayilari giderek

azalmaktadir[14].

Yaralanmadan sonraki ilk 24-48 saat araliginda (Sekil 2.5) notrofillerin yerine
monositlerin yaral bolgede baskin hiicre olmaya bagladig bilinmektedir. N6trofillerin
ortama salgiladigl sitokinler, monositleri yaralanmanin oldugu ortama ceker.
Monositlerin yaral bolgeye goci yaranin durumuna gore ginler ya da haftalar boyunca

devam edebilir[15].

Monositler yarali bélgede bulunan hiicrelerin ortama saldigi blyliime faktorlerinin
etkisiyle makrofajlara donustr. Makrofajlar uzun émiurli hicrelerdir, yasama streleri
aylara ulasir. Makrofajlar ylizey resoptorleri sayesinde vyarali bolgede bulunan
patojenleri fagosite ederek etkisiz hale getirmektedir[16]. Yara iyilesmesinde aktif rol
oynayan noétrofil, monosit ve makrofaj gibi beyaz kan hiicrelerinin esas gorevi yarali
dokuyu patojenlerden temizlemek ve salgiladiklari bliyiime faktorleri ve sitokinler ile
yarali bolge etrafinda bulunan fibroblast, kretosit gibi hiicrelerin bélinmesi ve ECM

yapisini situmule etmektir [15], [17].

—eo— Notrofil

Makrofaj

Yarali dokudaki Hiicre
Seviyeleri

v

Zaman (Saatler - Giinler - Haftalar)

Sekil 2.5 Yarali dokudaki nétrofillerin ve makrofajlarin zamana gore degisimi
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Kemotaksi sonucu yarali bolgeye gelen notrofil, monosit ve makrofaj gibi beyaz kan

hiicreleri marjinasyon, yaraya goc¢, adezyon, fagositoz ve hiicre disina cesitli molekiller

salmak gibi bir dizi gorev Ustlenmislerdir [18]. Makrofajlar yara iyilesmesinin orkestra

sefidir. Makrofajlarin salgiladigi; proteazlar, kemotaktik faktorler, arasidonik asit

metabolitleri, reaktif oksijen metabolitleri, kompleman bilesenleri,

koagtilasyon

faktorleri, blylime destekleyici faktorler ve sitokinler gibi molekdller (Cizelge 2.1) yara

iyilesmesinde kilit rol oynayan molekdllerdir [15].

Cizelge 2.1 Enflamasyon sirasindasentezlenen 6nemli kimyasal mediyatorler

faktoriu (FGF)

Biuyiime Sitokinler Oksijen Tiirevi Lizozimal Trombosit
Faktorleri serbest proteazlar aktive edici
radikallar faktorler
Trombosit interlékin 1B H,0, Kollajenaz Hicre
turevli biyime (IL-1PB) membran
faktort (PDGF) lipitleri
Fibroblast Tlimor nekroz Slperoksit Elastaz
bliyime faktor(i (TNF) anyonu

Transforme
edici blylme
faktori (TGFa

veya TGFpB)

Epitelyal
bliyime

faktort (EGF)




PDGF, FGF, TFGB, TGFa / EGF gibi buyume faktorleri ve IL-1, TNF gibi kimyasallar
fibroblastlarin ve kan damarlarinin blylimesi ve epitel hiicrelerinin rejenerasyonu igin
onemlidir[19]. Yara iyilesmesi slreci boyunca l6kositler ve trombositler gibi aktive
edilmis hiicreler tarafindan salinan bu biylime faktorleri, cok ¢esitli hiicrelerin Gretimini
uyarir; hicre gocd, farklilasmaya ve dokuyu yeniden bicimlendirmeye baslar ve yara

iyilesmesinin ¢esitli asamalarina katilabilirler[19], [20], [21].

2.2.3 Hiicre Proliferasyonu ve Tamir Fazi

Yeniden epitelyalizasyon, graniilasyon doku olusumu ve anjiyojenez gibi olaylardan
olusan keratinositler, fibroblastlar ve endotel hiicrelerinin basrolde oldugu yara iyilesme

asamasidir[16].

Yaralanmadan hemen sonra, inflamasyonla hemen hemen paralel olarak,
keratinositlerin cogalmasi ve gocliyle yeniden epitelizasyon baslatilir. Epidermisin bazal
tabakasinda bulunan epidermal kok hicreleri, yaranin tekrar epitelyalizasyonuna
katkida bulunur [22], [23]. Yeniden epitelizasyon ile yarada bunun pihtilagmis kanin
degredasyonu yapilmakta ve dis ortama agilan bosluk yeni olusturulmus keratinositlerle

doldurulmaktadir[24].

Yaral bolgede yeni kilcal damarlarin dokuya verdigi goriintii nedeniyle graniilasyon
dokusu olarak adlandirilan yeni bir doku olusmaktadir. Makrofajlar, fibroblastlar ve kan
damarlari ayni zamanda yarali bolgede aktivite gostermektedir. Makrofajlar, fibroplaziyi
ve anjiyogenezisi uyarmak icin gerekli blylime faktorlerini salar; fibroblastlar hiicrenin
gelismesini desteklemek icin gerekli olan yeni hiicre disi matrisi Gretir ve kan damarlari
hiicre metabolizmasini slrdirmek icin gerekli oksijen ve besin maddelerini

tasimaktadir[12].

Gecici matris olarak adlandirilan yeni olusturulmus hiicre disi matrisin yapisal
molekilleri, hiicre goci icin bir iskele gérevi yaparak grantilasyon dokusunun olusumuna
katkida bulunur. Bu molekdiller fibrin, fibronektin ve hiyallironik asit gibi molekdilleri
icermektedir. Fibroblastlar, hiicre disi matrisin sentezi, depolanmasi ve yeniden
bicimlendirilmesinden sorumludur. Yaraya goc ettikten sonra, fibroblastlar hiicre disi

matris sentezine baslamaktadir. Gegici hiicre digi matris, kademeli olarak kolajenli bir



matrise donismektedir. Yarada bol miktarda kollajen iceren matriks olusturulduktan
sonra, fibroblastlar kollajen Uretimini durdurur ve fibroblast agisindan zengin

granilasyon dokusu nispeten aseliiler yarali bir dokuya doénistr[12], [23].

Yaral dokudaki yeni kan damarlari, neovaskiilarizasyon veya anjiyogenez olarak bilinen
bir slirecte var olan damarlardan geliserek olusturulur. Bu slire¢ proliferasyon,
olgunlasma ve endotel hiicrelerinin kilcal kanallar igerisindeki organizasyonlarini
icerir[25]. Fibroblastlar proliferasyon evresinde aktif rol oynamakla beraber kollajen ve
proteoglikanlar sentezinde de aktiftir. Yeni olusan dokusunun gelisiminin erken
evrelerinde proteoglikanlar baskin iken daha sonra kolajen, 6zellikle de tip | kollajen,
baskin hale gelir[15]. Proliferasyon evresindeki bazi fibroblastlar diiz kas hiicreleri
ozelliklerine sahip olabilir. Bu hiicrelere miyofibroblastlar denir ve granilasyon dokusu
gelisimi sirasinda  gorilen yaranin kasilmalarindan sorumlu oldugu
disinilmektedir[26].Gegici fibrin matrisinin grantlasyon dokusu ile degistirilmesi ile
karakterize edilen proliferatif faz, yaralanmadan 72 saat sonra baslar ve yaklasik 14 giin

surmektedir (Sekil 2.6).

Yara lyilesmesi Fazlarinin Giinlere Gére Dagilimi
——Enflamasyon Proliferasyon
Doku yeniden modellemesi ECM yenilenmesi
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Sekil 2.6 Yara lyilesmesi Fazlarinin Giinlere Gére Dagilimi

10



Fibroblast

41

Myofibroblast

Sekil 2.7 Fibroblast ve myofibroblast hiicrelerinin karsilastirilmasi

2.2.4 Yeniden Sekillenme Fazi

Yaranin yeniden sekillenmesi, hiicrelerin, hiicre disi matriksin ve sitokinlerin kompleks
ve karmasik bir sekilde diizenlenmis etkilesimlerinden olusur. lyilesmenin ikinci
haftasinda, fibroblastlar, Sekil 2.5’de gorildigu gibi hicre-hiicre ve hicre-matris
baglantilarina sahip blylk miktarda aktin iceren mikrofilament demetleri ile karakterize
edilmis miyofibroblast fenotipinde gorinirler[27]. Miyofibroblastlarin goériniimu, bag
dokusu yeniden sekillenmesinin baslamasina ve yaranin kasilmaya basladiginin bir
gostergesidir. Yeniden sekillenmede fibroblastlarin integrin reseptorleri vasitasiyla
kollajen matrisine tuttunmasi ve kollagen demetleri arasinda capraz baglar kurulmasi

gerekmektedir[28].

Graniulasyon dokusundan skarli dokuya gecis sirasinda kollajenin yeniden modellenmesi,
kollajenin sentezine ve kollajenin dlsik oranda katabolizmasina baghdir. Yarada
kollajenin parcalanmasi, makrofajlar, epidermal hicreleri ve endotel hiicreleri ile
fibroblastlar tarafindan salgilanan matriks metalloproteinazlar adi verilen proteolitik
enzim tarafindan kontrol edilir. Yara onariminin c¢esitli safhalarinda, matriks

metalloproteinazlarin farkli kombinasyonlari gorilar[29], [30].

Yaralar, iyilesme sirecinin ilk ic hafta icinde eskidayaniminin sadece yiizde 20'sine
ulasabilmektedir; bu siire zarfinda, fibriler kollajen nispeten hizli bir sekilde biriktirilir ve
yaranin kasilmasiyla yeniden sekillendirilir. Bundan sonra yaralarin cekme mukavemeti
kazanmasi yavas bir sirectir, kollajenin birikimi ise daha yavas bir siirectir[31].Daha
blyik kollajen demetlerinin olusumu ve molekil igi capraz baglarin sayisindaki artisla

birlikte kollajen yeniden modellenmesine yansiyarak kollajenin yeniden sekillenmesini
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yavaslatir. Ayrica yarada biriken kollejen tip 3, kollejen tip 1’e donustlrtlir [32]. Yarali
dokular asla yaralanmadan énceki dayanimina ulasamaz. Yarali bir dokunun maksimum

dayanima ulasmasi yaralanma 6nceki dayaniminin sadece %80’ine karsilik gelir[33].

2.3 Yara Direnci ve Yara Kontraksiyonu

Bazi durumlarda yarali bir dokunun iyilesmesi sonuncunda, dokuda anormal bir goriinti
olusur. Olusan bu anormal goérintiiniin agiklanabilmesi icin yara direnci ve yara

kontraksiyonu adi verilen iki kavramin bilinmesi dnemlidir.

2.3.1 Yaradirenci

Yaraya diren¢ kazandiran ana madde kollajendir. Yaranin erken evrelerinde direng
kazanma 6zelligi fibrin pihti sayesinde olusur. ilk 24 saatte yaranin dlgiilebilir miktarda
gerilim direnci kazandigl, sonug olarak bu direnci epitelizasyon ve fibrin pihti sayesinde
kazandigi gosterilmistir. Lokositlerin, kollajen olusumunda yeri olmadigindan,
inflamasyon evresinde kollajen depozisyonu ¢ok azdir. Ancak makrofajlardan salinan
bliyime faktorleri kollajen olusumunu etkileyerek, dolayli yoldan yaranin direncine
katkida bulunduklari gosterilmistir. Literatlirde, yara yerindeki makrofajlarin sayisinin

azalmasi ile kollajen depozisyonunun azaldigi ile ilgili sonuclar bulunmustur[34].

Yara olusumundan sonraki ilk (i¢ glinde yara kavitesini dolduran fibrin pihti ve
epitelizasyon sayesinde kazanilan gerilim direnci 3-30 giin arasi kollajen sentezi artisi ile
dogru orantili olarak artar. Yara bolgesi ikinci haftada, saglam deri direncinin %10’unu
kazanmistir. Bu oran 3—4 haftalarda %25 olup, sekizinci haftada en yiksek diizeydedir.
Yara iyilesmesi tamamlandiktan sonra, yara bolgesi hicbir zaman saglam deri gerilim
direncinin tamamini kazanamaz. Aylar sonra 6lclilen degerlere gére optimal sartlarda
dahi gerilim direnci %70-80 diizeyine ulasir[35]. Ancak bireyler arasi farklliklara, yaranin
olustugu dokunun o6zelligine ve diger etkenlere bagli olarak kazanilan gerilim direnci

diizeyi degisebilir[36].
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2.3.2 Yara Kontraksiyonu

Doku kaybi olan ve sekonder iyilesmeye birakilan yaralarda, yarayi ¢cevreleyen dokunun
merkeze dogru hareket etmesiyle yara alani kiglltilmeye calisiimaktadir. Yara
olusumunun yedinci glinlinde baslayan bu hareket dort hafta kadar devam etmektedir.
Nadiren yaranin spontan kapanmasini saglayan kontraksiyon, genellikle acik yara
alaninin %80'ini kapatabilmektedir. Yara kontraksiyonunun kontraktil bir protein olan
aktin filamentlerince zengin olan miyofibroblastlar tarafindan saglandiginin bilinmesine
karsin, kesin mekanizmalar hakkindaki bilgiler oldukc¢a sinirhdir. Yara kontraksiyon
alanindaki skar dokusunun kisalmasi olarak tanimlanan yara kontraktirl, yanik
iyilesmesinden sonra gorilen kontraktirler gibi deformite (Sekil 2.4) ve fonksiyon
bozukluguna yol acabilmektedir. Yara zeminindeki granilasyon dokusunun greftle
kapatilmasi miyofibroblast miktarinda azalmaya neden olarak kontraksiyonu

durdurabilmektedir[37].

YARALANMADAN ONCE YARALI DOKU IYILESMIS DOKU

SAGLIKLI DOKU HASARLI DOKU SCAR DOKU

Sekil 2.8 Yaralanmadan 6nceki ve iyilesmis bir doku arasindaki gértiiniim farki

2.4 Yara Ortii Malzemeleri

Yara tedavisi antik c¢aglardan beri Uzerinde ¢alsilan bir konudur. Deri,
mikroorganizmalarin kontaminasyonunu dnlemede ve homeostazisi saglamak agisindan
onemli bir rol oynamaktadir. Derinin hasar gordikten hemen sonra bir materyal ile
ortilmesi gerekmektedir. Bu amagla uygulanan ilk yara ortli materyalleri, kanamanin

Onlenmesi ve vyarayl cevresel travmalardan korumasi igin hazirlanmistir [38].
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GUnumuzde gelisen bilim ve bilgi birikimiyle beraber yara bakimindaki bu anlayisa ek
olarak, yarali bolgedeki iyilesme siirecini destekleyecek materyaller gelistiriimektedir
[6]. Yarali bolgeye nemli ortam saglanmasinin yara iyilesmesini desteklediginin
kesfedilmesiyle modern yara oOrtiileri yaraya nemli bir ortam saglayabilecek sivi

absorbans profilleri iyi olan materyaller secilerek yapilmaktadir [39].

Gunlmuzde yaranin iyilesmesini desteklemek amaciyla kullanilan birgok yara ortu
malzemesi bulunmaktadir. Etkili bir yara iyilesmesi i¢in uygun yara 6rtlii malzemesinin
secilmesi cok onemlidir. Uygun yara Orti malzemesi yaranin tiiriine, 6zelliklerine,
iyilesmenin hangi asamasinda olduguna ve bu asamada neye gereksinimi olduguna goére

secilmelidir [40].
Modern yara ortilerinde istenilen bazi 6zellikler su sekilde siralabilir [1], [2], [41].

1. Nemi tutmasi: Yara ortisi, bandajdan yara sivisinin sizmasini dnlemek icin yara
salgisini absorbe edebilmeli ve kuru yarayi nemlendirebilmelidir. Yarali alandaki
epidermal hiicrelerin kendini hizla yenileyebilmesi igin yaranin yeterince nemli
olmasi blyik bir dneme sahiptir. Yeterli nem; yarada damar olusumunu ve

makrofajlarin fagositik islevini artirmaktadir.

2. Koku giderilmesi: Yara ¢ogu zaman hos olmayan zararl bir koku Gretmektedir. Bu

koku olustugunda, yara ortiisi bu kokuyu kontrol altina alabilmelidir.

3. Anti-mikrobiyal etki: Acik yaralarda vicudu kaplayan derinin bitinlGgl
bozuldugu icin yaradan iceri yogun bir mikroorganizma akini olur. Yarali
bolgedeki bu mikroorganizmalarin damar sistemiyle viicuda yayllmadan Once

etkisiz hale getirilmesi gerekmektedir.

4. Fiziksel bariyer: Yara Ortlsli, vyara vyilzeyinin dis ortamdan ayirarak
mikroorganzima bulasmasini ve dokunun dis kaynakl etkenlerden dolayi zarar
gormesini engellemelidir. Ayrica, vyarayl travmatik durumlara karsi da

korumalidir.

5. Bosluk doldurucu: Doku kaybinin blyik miktarlarda oldugu yaralarda, yaranin

dolgu materyalleriyle acik tutulmamasi dnemlidir. Boylece; yara iyilesme sireci
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dokunun alt kismindan st kismina dogru gergeklesebilmekte ve kaybedilen tim

doku doldurulmadan yaranin gereksiz yere kapatilmasi 6nlenebilmektedir.

6. Yaradaki yabanci cisimlerin, hasarli ve enfekte olmus dokularin tamamen yarali
bélgeden uzaklastirlmasi  (debridman): Oli  ve c¢lrimis dokularin
uzaklagtirilmasinin, normal yara iyilesme sirecini kolaylastirdigi bilinmektedir.
Yara ortileri uygun nem, pH, sicaklik ve diger ideal olan kosullari saglayarak
yaradaki yabanci cisimlerin, hasarli ve enfekte olmus dokularin makrofajlar ve

diger hiicreler tarafindan temizlenmesini hizlandirabilmektedir.

7. Kanama durdurucu etkisi: Agir yaralarda, kan kaybinin 6nlenebilmesi igin
kanamanin mimkin olan en kisa stirede durdurulmasi hayati 6nem tasir. Uygun
yara oOrtlleri kan pihtilasmasini  uyararak kanamanin durdurulmasini

hizlandirabilmektedir.

8. Duslk adesif 6zellik: Yara ortiistinlin yara ylizeyine yapismasi, yara tedavisindeki
onemli sorunlardan birisidir. Yara ortlsinilin yara ylizeyine yapismasi, yara
ortlstinin cikarilmasi esnasinda iyilesmis dokuda hasara ve travmaya neden
olmaktadir. Disuk-adesif 6zellikteki yara ortileri, yara ortisinin yara ylizeyine
yapismasini azaltabilmekte ve yara lizerinde yapismaya bagli olusabilecek doku

hasarini 6nleyebilmektedir.

9. Yaraizi olusumun engellenmesi: Yara izi gogu insan igin estetik bakimdan énemli
bir sorundur. Bu amagla Uretilen yara orti materyallerinin yaralarin iz
birakmadan iyilesmesini saglayarak glinimuzdeki insanlarin en o6nemli

sorunlarindan biri haline gelen estetik kayglya ¢6ziim olacagi distinilmektedir.

Bu calismada yapilmasi hedeflenen yara ortli malzemesinin ana amaci iz birakmadan
yara iyilesmesidir. Bu amag dogrultusunda anti-enflamatuar etkisi olan bir yara orti
malzemesi yapilmistir. Sentezlenen yara ortli malzemesinin enflamasyonu uygun
dizeyde baskilayarak vyara iyilesmesi sirasinda olusabilecek vyara izini

engelleyebilecegi 6n gorilmustir.

10. Metal iyon metabolizmasi: Demir, cinko, bakir, magnezyum, selenyum gibi bir
takim metal iyonlari hiicresel aktivitede énemli rol oynamaktadir. Herhangi bir

metal iyonunun eksikligi, yara iyilesmesini geciktirmektedir. Bu metal iyonlarinin
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yetersiz alinimi  gibi sorunlari uygun vyara Ortilerinin  kullanimiyla da

giderilebilmesi mimkiinddr.

11. Yara iyilesmesinin desteklenmesi: Yara iyilesmesi, kompleks bir sirectir. Tek
baslarina yara ortilerinin, yara iyilesmesi sirecinin hizi tizerinde oynadiklari rol
kiiciktlr. Bununla birlikte; bir takim etken maddeler ile kombine edildiginde
uygun vyara oOrtdst kullanimi yara iyilesmesi silrecini destekleyerek

hizlandirabilmektedir.

Yara 6rti malzemeleri ¢ok gesitli sekillerde sinifladirilmaktadir. Bu ¢alismada yara orti
materyalleri dort ana baslik altinda (Sekil 2.7) incelenmistir. Yara ortileri yapildiklari
materyale gore hidrokolloidler, aljinat ve hidrojeller olmak lzere lce ayrilmaktadir.
Fiziksel formlarina gore ise transparan filmler ve kopulkler olmak Uzere ikiye
ayrilmaktadir. Aktif madde icerigine gore vitamin ve minareller, biytime faktorleri ve
antibakteriyel ajan icerenler olmak Uzere lge ayrilmaktadir. En giincel tekniklere gore
ise biyoaktif yara ortileri, doku muhendisligi urtinleri ve greft/greft esdegerleri olmak

Uzere Uge ayrilmaktadir (Sekil 2.9).

l Hidrokolloidler l Transparan Filmler Biyoaktif Yara
| Vitamin ve Mineraller Srtiileri
Aljinat P
| Képtkler » s
i Buyiime Faktorler Doku .I.Vluhendlsllgl
1 ‘ Urtnleri
| Hidrojeller
Antibakteriyel Ajanlar Geft{Greft.
esdegerleri

Yara
Ortiileri
Materyal | Fiziksel Aktif madde En giincel
Form icerigi teknikler
|

Sekil 2.9 Yara 6rti malzemelerinin siniflandiriimasi



2.4.1 Yapildiklari malzemeye gore yara ortii malzemeleri

Yapildiklari malzemelere gore yara 6rti materyalleri hidrokolloidler, aljinat ve hidrojeller

olmak Uzere lge ayrilmaktadir.

2.4.1.1 Hidrokolloidler

Hidrokolloidler, gesitli dogal veya sentetik polimerlerden (6rn. jelatin veya pektin)
Uretilebilmektedirler. Yara ekstida ile temas ettiginde aktif olmaktadirlar ve kohezif veya
hidrofilik olabilen bir jel yapisina donlisebilmektedirler. Bu jel yaranin bos kismina dogru
sismektedir. Hidrokoloid yara ortiileri, okliizif olmayan sargilarla kiyaslandiginda yaranin
enfekte olma ihtimalini distrmektedir. Hidrokolloidler yarayi tikayici malzemelerdir ve
anti-bakteriyel bir bariyer olusturmaktadirlar, pH'I dislrirerek vicudun savunma
mekanizmasinin etkin bir sekilde ¢alismasini saglayacak bir ortam yaratmaktadirlar. Ayni
zamanda hidrokolloidler tarafindan olusturulan diisiik pH’in, Pseudomonas bakterisinin
tedavisinde etkili oldugu saptanmistir[42]. Nekrotik ve slingerimsi yaralarin su ile

debridmanini kolaylastirmaktir[43].

Hidrokolloidler su gecirmezdir, bu nedenle hastalar banyo veya dus yapabilmektedir.
Hidrokolloid yara ortli malzemeleri nekrotik yaralarda, ekstidasi az ve orta seviye olan
yaralarda kullanilmasi icin ideal bir malzemedir. Piyasada Granugel, DuoDERm, Alione,
CombiDERM, Tegasorb (2.10) gibi ¢ok cesitli ticari hidrokolloid yara ortii materyallari
bulunmaktadir [44].

Sekil 2.10 Hidrokolloid yara 6rtii materyalleri
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2.4.1.2 Aljinat

Aljinat, kahverengi su yosunlardan ekstrakte edilen suda ¢6zlinir bir lineer polisakarittir
ve 1-4 bagl a-L-guluronik ve B-D-mannuronik asit residllerinden olusur. Bu iki residiiniin
dizilisi ve dizilerin molekuler agirliklari, aljinatlarin fiziksel 6zelliklerini belirlemektedir.
Dimer yapili aljinat (alginik asit) Ca*?, Sr*2 ve Ba*? gibi iyonlarla veya molekillerle

polimerleserek ¢esitli polimerik yapilar olusturmaktadir[45].

Aljinat, gida endustrisinde yogunlastirici, emiilgator ve stabilizator olarak yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir. Aljinat, FDA tarafindan genel olarak glivenli (GRAS) kabul edilen
bir bilesik grubunun Uyesidir. Aljinatin; poli-L-lisin, kitozan, DEAE-dekstran, amino-poli
(oksietilen) veya proteinler gibi polikatyonik suda ¢oziinir polimerlerle kovalent capraz

baglanmasiyla jel yapilari olusturdugu bilinmektedir[45].

Kalsiyum aljinat tuzu 1940'lardan bu yana yara tedavisinde kullanilmaktadir [46]. Aljinat
jelller, yara iyilestirmesi icin nemli bir ortami saglar. Bu jeller ayrica yeni olusmakta olan
granilasyon dokusunun bozulmamasini ve yarayi cevreleyen derinin zarar gérmemesini
saglar. Kanamali yaralarda etkili bir hemostatik madde 6zelligi gosterirler[42]. Aljinatlar,
agirhklarinin 15-20 misli kadar sivi emebilmektedirler, bu da onlari yiksek oranda
ekslidas! bulunan yaralar icin ideal bir yara o6rtli malzemesi yapmaktadir. Piyasada
Algisite, Algosteril, Kaltostat, Melgisorb, SeaSorb, Sorbsan, Sorbsan SA, Tegagen ve

Urgosorb gibi bircok ticari aljinat yara orti (Sekil 2.11) malzemesi bulunmaktadir [44].

Sekil 2.11 Aljinat yara 6rti materyalleri
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2.4.1.3 Hidrojeller

Hidrojeller, blyik miktarda suyu emmediklerinde dahi ¢ boyutlu (3D) yapilarini
muhafaza edebilen yara o6rti malzemeleridir. Hidrojelin su emmis halindeki 3D
bltinlugl, blinyesinde bulunan fiziksel veya kimyasal ¢apraz baglamalar ile korunur.
Gapraz baglarinin giciine gore hidrojellerin sudaki ¢oztnarlikleri degisiklik gosterir.
Kuru agirhiklarin 10-100 kati kadar suyu binyelerinde hapsedebilen hidrojellerin en
onemli oOzellikleri yuksek su tutabilme kapasiteleridir. Hidrojelin yapisinda bulunan
—COOH, —OH, —CONH,, —CONH—-, ve —=SOszH gibi polar hidrofilik gruplar hidrojellin bol

miktarda su tutmasini saglayan molekdilleridir [47].

Hidrojeller su absorbe edebildigi gibi ayni zamanda sicaklik, PH ve iyon konsantrasyonu
gibi belirli cevresel uyaranlara tepki gostererek absorbe ettikleri suyu disarida
salabilmektedirler[48]. Daha diisik ara ylzey gerilimi, yumusak ve doku benzeri fiziksel
Ozellikleri, Gzerine yluklenen maddelerin kontrolli bir sekilde salinmasini saglamasi gibi
ozellikleri hidrojellerin farkh biyomedikal alanlarda kullanimi igin cazip bir arastirma

konusu olmasini saglamistir[49].

Hidrojellerin genis bir kullanim alani vardir. Bunlar; biyosensor /biyoaktivator,
biyoseparasyon ve suni deri veya suni kas, biyo-mekanik ve biyolojik aktiviteler, tarim,
ilag salinimi, sizdirmazlik, kémir suyunu giderme, yapay kar Uretimi, gida katki
maddeleri, farmasotik Griinler, mikroakiskan kontrolii, biyomedikal uygulamalar, doku
muhendisligi ve rejeneratif ilaglar, yara ortl materyali, biyomolekdllerin veya hiicrelerin
ayristiriilmasi  ve biyosensorleri dizenlemek icin bariyer materyalleri olarak

kullanimlaridir [50].

Hidrojeller, rejenaratif tip alaninda kullanilan 6nemli biyomalzemelerdendir.
Hidrojellerin daha 6nce belirtilen 6zelliklerinden dolayi, hiicre kiltird icin doku iskelesi
ve kontrolli salinim araglari olarak rejeneratif tip alaninda bircok uygulamada
kullanilmaktadir. Hidrojeller ayarlanabilir mekanik ve bozunma 6zellikleri ile biyolojik
olarak kullanim amacina goére uygun hale getirilebilirler. Hlcrelerin yapismasi, goc
etmesi, cogalmasi gibi olaylardaki onemli hiicresel molekdlleri belirlemek amaciyla
biyolojik iseretgiler ile donatilabilmektedir. Blylime faktorleri, peptidler veya sitokinler

gibi moderatorleri baglayan hiicre ici molekillerin belirlenmesinde de bu isaretciler
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kullanilabilmektedir. Bu 6zellikleri, ekstraselliiler matriks (ECM) ortamini taklit edebilen

biyomimetik hidrojellerin yapimina izin verir [51].

Hidrojellerin yara iyilesmesinde dnemli bir rol oynadiginin gésterilmesi hidrojllerin yara
ortl malzemesi olarak kullanilmasini yayginlastirmistir. Hidrojeller, kuru, kaygan veya
nekrotik yaralarin tedavisine yardimci olmak i¢in kullanilir[52]. Granugel® (ConvaTec),
Intrasite Gel® (Smith & Nephew), Purilon Gel®(Coloplast), Aquaflo (Covidien) ve
Woundtab® (First Water) gibi hidrojel icerikli Girlinler piyasada yara 6t materyali olarak

bulunmaktadir[53].

2.4.2 Fiziksel yapilarina gore yara ortii malzemleri

Fiziksel yapilarina gore yara 6rtii malzemleri transparan filmler ve kdpikler olmak tizere

ikiye ayrilmaktadir.

2.4.2.1 Transparan filmler

Tranparan filmler kalinhig um ila mm arasinda degisen farkli yontemlerle hazirlanan bir
veya daha fazla polimerden olusan vyapilardir. Transparan filmler yara orti
malzemeleridir ve ticari olarak piyasada hali hazirda mevcuttur. Homojen bir polimerik
ag yapisina sahip olan transparan filmler, hasar goren alani tedavi etmek veya genelde
yarayi ve yanik alanini dis faktorlere karsi korumak amaciyla kullanilmaktadir. Bunlara ek
olarak trasparan filmler kapali cerrahi insizyon yerleri, minimal eksudatlar ile ylizeysel
yaralar, deri greft dondr alanlari ve intravenoz kateter alanlari icin yaygin olarak
kullanilmaktadir [54]. Eksidasi bol vyaralar icin transparan filmler (Sekil 2.12)
kullanilmamalidir. Filmlerin hazirlanmasinda kullanilan filmler genelde su polimerleri
icermektedir; politretan, polivinilpirolidon, hiyallronik asit, kolajen, chitosan ve

tirevleri, poli-N-asetil glukozamin ve fukoidan’dir [4].
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Sekil 2.12 Transparan film 6rnegi

2.4.2.2 Kopiukler

Koplik yara ortlii malzemleri, poliliretan veya silikon kopuk olarak tretilmektedir. Nem,
buhar ve oksijen gecirgenlikleri fazladir, yara yataginin isisinin korunmasinda yardimci
olurlar. Poliliretan kopukler, bir hidrofilik yaraya temas eden yizey ile bir hidrofobik
destek kismi olmak Uzere iki tabakadan olusmaktadir. Su tutma kapasiteleri ylksektir.
Ekstidatin, absorbe eden tabaka boyunca dizglin dagilimini kolaylastirirlar ve yari

gecirgen bir astarin varligina bagl olarak dis sizintiyi (grev) 6nlemektedir[44].

Sekil 2.13 Koplik yara 6rti malzemesi 6rnekleri

Kopik yara orti malzemeleri (2.13) orta veya bol ekstdali yaralar, grantle haline gelmis
veya kismen yaralar, ostomi alanlari, minor yaniklar ve diyabetik Ulserler gibi yaralar igin
ideal bir vyara orti malzemesidir. Kuru vyaralarda kullaniimasi tavsiye

edilmemektedir[54].
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2.4.3 Aktif madde igeriklerine gore yara 6rtii malzemeleri

Aktif madde igeriklerine gore yara ortli malzemeleri vitamin ve minareller, bliyiime

faktorleri, antibakteriyel madde iceren biyomalzemeler olmak Uzere (ice ayrilir.

2.4.3.1 Vitaminler ve minareller

Yara tedavisinde, vitamin ve mineraller &nemli bilesiklerdir. Ozellikle A, C, E,
vitaminlerinin yara iyilesmesini olumlu yonde etkiledigi bircok calismada belirtilmis.
Tedavi sirasinda A ve C vitaminler genel olarak oral yolla alinmaktadir [55]. Yapilan bazi
calismalarda ise E vitaminin farkh jel ve transparan filmlere yiiklerek yanik tedavisinde

olumlu etkileri oldugu gosterilmistir [56], [57].

2.4.3.2 Biiyuime faktorleri

Blylime faktorleri, hicre c¢ogalmasi, farkhlasmasi, proliferasyonu, gocli ve
metabolizmasina katilan biyolojik aktif polipeptitlerdir. Biyime faktorlerinin etkileri, bir
dizi molekiler olayl aktive eden reseptorlerine spesifik olarak baglanmasinin bir
sonucudur. lyilesme siirecinin tiim asamalarigesitli biiyiime faktérleri ve sitokinler
tarafindan kontrol edilir. Epidermal blylme faktort (EGF), trombosit tirevli bliyiime
faktori (PDGF), bazik fibroblast biiyime faktori (bFGF), transforme edici bliyime
faktori-B (TGF-B), instilin benzeri buylime faktori (IGF) ve vaskiler endotelyal biiylime
faktori (VEGF) aileleri gibi buyime faktorleri yara iyilesmesi ve derinin onarimi ile ilgili

temel bliyime faktorleridir [58].

Hidrojel yara ortileri, kollajen filmler, aljinat yara ortiileri, poliliretan ve kollajen filmler
gibi yara ortli malzemelerinin icine biytime faktorleri yiklenerek yara iyilesmesi Gizrine

etkilerini belirlemek adina bircok calisma yapilmaktadir[6].

2.4.3.3 Antibakteriyel molekiiller

Bu tip yara ortli malzemeleri daha cok klasik yara orti sistemlerinin icine giimis, bal,
iyot ve PHMB gibi antimikrobiyal molekiillerin yerlestirilmesiyle ve bu molekillerin

kontrolli ve etkin bir salinimi gostemesiyle karakterize edelir. Diyabetik ayak
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Ulserlerinde, cerrahi ve kaza sonucu olusan yaralarda enfeksiyonu 6nlemek veya

gidermek amaciyla antimikrobiyal molekdiller igren yara 6rttii malzemleri kullanilir [59].

Antimikrobiyal maddelersiklikla aljinat hidrojelleri, hidrokolloidler, kopikler ve gazli
bezler dahil olmak Uzere piyasada bulunan gesitli yara 6rti malzemelerinin iginde

bulunmaktadir [60].

2.4.4 En yeni tekniklere gére yara 6rtii malzemeleri

En yeni tekniklere gore yara orti malzemleri biyoaktif yara orti malzemleri, doku

mihendisligi Urtinleri ve graft/graft benzeri yara 6rtii malzemleri olmak tzere tige ayrilir.

2.4.4.1 Biyoaktif yara 6rtii malzemeleri

Biyoaktif yara orti malzemeleri, yara icin optimal bir mikro ¢evre saglamak veya yara
iyilesmesini hizlandirmak igin gerekli biyoaktif molekiilleri, yara ortaminda saglamak
amaciyla Uretilmis yara ortlii malzemleridir[61]. Klinikte ve gelistiriimekte olana bircok
farkl biyoaktif malzemeleri bulunmaktadir. Kollajen, hiyallironik asit, kitosan, aljinatlar
ve elastin gibi biyoaktif polimerlerden Uretilen yara 6rtii malzemelerinin igine blyliime

faktorleri veya antibakteriyel maddeler ylklenebilmektedir [62], [63].

2.4.4.2 Doku mihendisligi liriinleri

Doku muhendisligi Griinleri genellikle ECM bilesenlerine benzer 6zellik gbsteren dogal
polimerlerden elde edilen bir matriks Uzerine canli hiicrelerin yerlestiriimesiyle
karakterize edilen sistemlerden olusur. Bu matriks yapilari, hicreleri desteklemek,
hiicrelerin farklilasmalarini ve cogalmalarini tesvik etmek amacina uygun olarak
gelistirilmektedir. Matriks yapilarinda kitosan, kollojen ve fibrin gibi dogal polimer
bulunan bircok biyomalzeme hazirlanmistir. Yapilan calismalar yara ortilerinin
enflamasyon siddetini optimum duruma getirmesinde blylik o6nem tasidigini
gostermistir, eger inflamasyon siddeti optimum diizeyde olmazsa yara iyilesmesi
olumsuz yonde etkilenmektedir [64]. Doku miihendisligi Urdnleri, kirllgan yaralar ve

primer kapanmaya uygun olmayan yaralar i¢in umut vaad edici Uriinler olmaktadir[65].
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2.4.4.3 Greft ve greft benzeri yara 6rtii malzemeleri

Greftlar baska bir organizmadan alinan doku pargasinin hasarli doku Uzerini 6rtmesi
amaciyla kullanillinan 6rtli malzemleridir. Yara ortaminin yara iyilesmesi icin optimal
hale getirilmesi amaciyla kullanilir. Baska bir canlidan alinan bir dokunun uygulamasi
oldugu icin immin yanit ve bulasici hastalik olma ihtimali yiksektir. Bu gibi sorunlardan
dolayr kisinin kendi kok hicrelerinden gelistirilen yapay dokularin (greft benzeri)

Uretilmesine yonelik calismalar artmaktadir [6].

Baska canlidan elde edilenlere ksenogreft, ayni tiir canlinin baska bireyden elde edilen
greftlere ise allogreft denir. Greftler genellikle ikinci derece veya tam doku yaniklarinin
tedavisinde kullanilmaktadir. Piyasada cok farkl greft yara orti ortileri bulunmaktadir

[66].

24



BOLUM 3

MATERYAL-METOD

3.1 Materyal

3.1.1 Kullanilan sarf malzemeleri

L929 hiicre hatti

e HaCaT hiicre hatti

e THP-1 hiicre hatti

e DMEM-F12 besi yeri

e  RPMI besiyeri

e Fetal bovine serum (FBS)

e Tripsin EDTA

e 75cm?flask

e 25cm?flask

e 96 kuyulu hiicre kiltir plakalari
e 24 kuyulu hiicre kiltir plakalari
e  Humik asit sodyum tuzu

e Phorbol 12-Myristate 13-Acetate (PMA)
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e Nitril eldiven

e L-glutamine

e Falkon Tup

e Fosfat Buffered Saline (PBS) Tablet
e Dimetil silfoksit (DMSO)

e Etanol (%70’lik)

e Notral red

e Epiklorohidrin

e Sodyum Aljinat

e  Steril pipetler tek kullanimlik - 2 ml
e  Steril pipetler tek kullanimlik - 5 ml
e  Steril pipetler tek kullanimlik - 10 ml

e Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (MTT)

3.1.2 Kullanilan Kitler
e |L-1B insan kit

e TNFa insan kit

e Kollojen tip 1 fare kit
o Kollojen tip 3 fare kit

e Total Antioxidant Status (TAS) Test Kiti
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3.1.3 Kullanilan Cihazlar

e Taramali elektron mikroskobu (Zeiss, EVO® LS 10)

e Bet ylizey alani cihazi (Quantachrome, QuadraSorb Sl)
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e Elisa reader (Thermo Scientific, Multiskan GO)

e Elisa plate washer (Thermo Scientific, Wellwash)

e inverted mikroskop (Zeiss, Zen Blue2)

5.,

o
9

: @
e
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CO; inklibatori (Esco, CelCulture CO2 INCUBATOR)

LR

ESCO

(L €O, INCUBATOR

Calkalamali su banyosu(Memmert WNB 29)

Flow kabin (Esco, Sentinel PLATINUM, Class Il)

£eco

B eSafe
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e Santriflj (Hermle, Z 206 A)

3.2 Metod

Metod kismi (ic ana is paketinden olusmaktadir. ilk olarak yara 6rti malzemesi
hazirlanmistir. Daha sonra hazirlanan yara ortlii malzemeleriinin karakterizasyon ve

hiicre kiltlirt calismalari yapilmistir.

3.2.1 Yara ortustiiniin hazirlanmasi

HUmik asidin in-vitro sitotoksisite seviyesi belirlendi. Bu amacla 2mg/ml’lik (distile su
icerisinde) humik asit cozeltisinden farkli konsantrasyonlarda himik asit cozeltileri
hazirlanmistir. Bu ¢ozeltilerin insan keratinosit hiicresi (HaCaT) lizerine sitotoksisitesi
MTT testi ile belirlenmistir. MTT testi icin DMEM F-12 besiyeri icerinde %5 CO; iceren
ortamda 37°C ‘de inkiibe edilen HaCaT hicre hatti kullanilmistir. Himik asit 2mg/mL
olucak sekilde distile suda stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Hiicreler 96 kuyulu plakaya 100
000 hicre/ml olucak sekilde her kuyuya 100 ul besiyeri hicre karisimi ekilmistir. 96
kuyulu plakaya ekilen hiicreler 24 saat yukarida belirtilen sartlarda inkibe edilmistir.
Kuyulardaki besiyeri himik asitin fakli konstarasyonlarini iceren besi yeri (500
ug/mL,250 pg/mL, 125 pg/mL, 67,5 pg/mL, 33 ug/mL, 16 pg/mL, 8 ug/mL) ile degistirildi.
24 saat yukarida belirtilen sartlarda inkiibe edildi. 24 saat sonunda besiyeri dokilip %10

MTT stok sollisyon igeren besi yeri eklendi. 4 saat inklibasyona birakildi. 4 saat sonunda
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besiyeri dokuldi ve tim kuyulara 100 pl DMSO yiiklendi. Formazan kristillerinin ile
DMSO ¢dziilmesi igin kuyular karistirildi ve 96 kuyulu plaka ELISA reader’da 570 nm dalga
boyunda optik yogunluk 6lcildi.

Humik asit — Aljinat hidrojelinin hazirlanmasi igin 6ncelikle %2’lik aljinat ¢ozeltisi (distile
suda) hazirlanmistir. Aljinat ¢ozeltisi icine 125 pg/mL olucak sekilde hiimik asit eklenerek
manyetik karistiricida karistirilmistir. Elde edilen solusyon 1 saat -80°C’'de bekletilen
kaliplara dokildi ve 1 gece -80°C’de bekletilmistir. -80°C’de gece boyu bekleyen hidrojel
-80°C'de iki giin boyunca liyofilize edilmistir. Elde edilen hidrojel kovalent capraz
baglarinin olusturulmasi icin bir gece epikloridine maruz birakilmistir. Capraz baglanan

hidrojel %1 CaCl, c¢oOzeltisi (1:10 etanol:distile su icerinde) ile yikanarak capraz

baglanmayan molekiller uzaklastiriimistir.

Sekil 3.1 Himik asit-aljinat ve aljinat hidrojelleri

3.2.2 Yara oOrtiisiiniin karakterizasyon ¢alismalari

Hazirlanan yara 6rti malzemleri olan aljinat ve himik asit-aljinat bazli hidrojellerin
karakterizasyonu igin ylizey alani analizi, yluzey morfoloji analizi, termogravimetrik,

sisme ve biyodegredasyon analizleri yapilmistir.
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3.2.2.1 Yiizey morfoloji analizi

Taramali elektron mikroskobunda (sem) numuneleri gorintilemek igin 1sik yerine
elektronlar kullanilmaktadir. Elektron kullanimi ile SEM en gliclii 1stk mikroskobundan
250 kat daha fazla biyltme oranina sahiptir. SEM numuneye ylksek enerjili demet
elektronlari yollayarak numune ylizeyindeki atomlarinin dis yoriinge elektronlari ile
elastik olmayan girisimi sonucunda dusutk enerjili Auger elektronlari ve ylzey
elektronlari ya da yliksek enerjili demet elektronlarindan enerisi dislip ylzeyde
toplanan ikincil elektronlar diye tabir edilen elektronlarin olusumuna neden olmaktadir.
ikincil elektronlar numune haznesinde bulunan sintilatérde toplanarak ikincil elektronlar
goriinti sinyaline cevrilmektedir (Sekil 3.2). ikincil elektronlar numune yiizeyinin 10 nm
veya daha distk derinlikten geldigi icin numunenin yiiksek ¢ozinirlige sahip topografik

gorintisinin elde edilmesini saglamaktadir[67].

Electron gun ——7—4)

- Electron heam

First condenser lens —

Spray aperture —

Second condenser lens ><I/Ej|

Deflection coils

—— X-ray detector

Final lens aperture | Objective lens

L
Backscatter —f— s

electron detector

sample —4\)
| Secondary

Vacuum pump electron detector

AN

Sekil 3.2 Taramali elektron mikroskobu (SEM)

Aljinat ve hiimik asit-aljinat iceren aljinat doku iskelelerinin ylizey morfoloji analizi SEM

(Zeiss, EVO® LS 10) ile yapilmistir. Hidrojellerin 75 saniye boyunca 10 mA akim

altinda 1kV potansiyel uygulanip ‘Spotter coater’ cihazi kullanilarak altin kaplanmasi
saglanmistir. Ylksek basing kosullar altinda ikincil elektron saptayan dedektér
kullanilarak yiizey analizi yapilmistir. Ikincil elektron kaynadi olarak LaBe flaman
kullanilmistir.  1000x ve 2500x blyitme oranlarn arasinda calisiimistir. SEM
kullanilarak hidrojellerin makro gb6zenekleri ve makro gb6zeneklerin caplan

belirlenmistir.
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3.2.2.2 Yiizey alani analizi

Bet yontemi 1938 yilinda Brunauer, Emmett ve Teller tarafindan gelistirilmistir. 1960
yihinda ise Haul ve diimbgen tarafindan gelistirlen cihazla beraber bugiin kullanilan
metod ortaya c¢ikmistir. Metod gaz basincindan yararlanarak kati maddelerin yizey
alaninin élglilmesine dayanmaktadir. Numunenin gaz basincina ugratildigi ve numunin
gozenekli yapisi tarafindan gaz absorbe edildikten sonraki gaz basinci P olarak
adlandiriimaktadir. Numuneye uygulanan gazin ilk basinci ise Pg olarak adlandilmaktadir.

P/Po(Sekil 3.3) kullanilarak kati numunenin yiizey alani hesaplanmaktadir[68].
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Sekil 3.3 BET P/Po oaranina sahip 6rnek tablo

Aljinat ve hiimik asit-aljinat iceren aljinat doku iskelelerinin ylizey alani BET ylizey alani
cihazi(Quantachrome, QuadraSorb SI) kullanilarak belirlenmistir. Doku iskelelerinini bet
analizine hazirlamak amaciyla 75°C'de 18 saat boyunca degaz islemine maruz
birakilmistir. Doku iskeleleri yiliksek saflikta azot kullanilarak ylzeylerinin azotu fiziksel
olarak absorblamasi ol¢lilmustir. Analiz 189,3 dakika boyunca devam etmistir. P/Po

degerinin 0,05 — 0,3 oldugu aralikta analiz yapilmistir.
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3.2.2.3 Termogravimetrik analiz

Termogravimetrik (TG) 6lglimler bir malzemenin zamanla isitilmasi ve isinmayla beraber
gelen kitle kaybinin 6lglilmesine dayali bir yontemdir. Maddelerde i1sinmayla beraber
meydana gelen kitle kaybi, maddenin dekompozisyon (bozulma) sicakhgini

gostermektedir [69].

Diferansiyel termal analiz (DTA) maddeye eneji verilerek maddenin sicakhk artisinin
gozlenmesine dayanan bir metoddur. Verilmekte olan enerji miktarina gére maddenin
sicakhg! takip edilmekle beraber madde isi almaya devam ederken sicaklik degisimi
gostermiyor ise maddenin hal degisim sicakhgl ve enerjiside bu ydntem ile

hesaplanabilmektedir [70], [71].

TG/DTA cihazi ayni anda bir numunenin hem termogravimetrik (TG) hem de diferansiyel
termal analizini (DTA) yapabilen bir cihazdir. iki analizin sonuglari ayni grafik tizerinde
gosterilerek TG/DTA sonuglarina ulasiimaktadir. Sekil 3.4’de goruldigu Gizere mavi renkli
egri maddedeki kiitle kaybinin sicaklik ile olan iligkisini gostermektedir. Yesil renkli egri

ise maddenin sicaklik ile enerji miktari arasindaki iliskiyi géstermektedir.

Aljinat-hlimik asit ve aljinat iceren doku iskelelerinin termal 6zellikleri termogravimetrik
(TG) olgtimler ile belirlenmistir (SIl Nanotechnology, SII6000 Exstar TG/DTA 6300).
Aliminyum penlere yerlestirilen érnekler dinamik bir hava ve azot atmosferi altinda, 10
°C/dk 1sitma hizlarinda istilmis ve kitle kaybi kaydedilmistir. Analiz 25°C-1000°C

araliginda 90 dakika stirmustdr.
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Sekil 3.4 TG/DTA analiz grafigi

3.2.2.4 Sisme analizi

Aljinat ve hiimik asit-aljinat bazli hidrojelleri su gekme performanslarinin belirlenmesi

icin sisme testi yapilmistr. Kuru agirhiklari tartilan hidrojeller distile su icerisinde

bekletilmistir. 1, 24 ve 48. saatlerde hidrojellerin islak agirliklari o6lctlmistir.

Hidrojellerin su ¢cekme yiizdeleri asagidaki formiile gére hesaplanmistir[72].

% Sisme =( Wf-Wo /WXo) x 100
WH: son, islak agirhk, Wo baslangic, kuru agirhk.
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Sekil 3.5Hidrojellerin kuru ve su tutmusgoérintileri A Su tutmus aljinat bazli hidrojel, B
Su tutmus hiumik asit-aljinat bazli hidrojel, C Kuru Aljinat bazli hidrojel, D Kuru hiimik
asit-aljinat bazli hidrojel

3.2.2.5 Biyodegredasyon analizi

Biyodegredasyon analizi icin lizozim iceren PBS ¢ozeltisi kullanildi. PBS ¢ozeltisi icine 1,5
ug/ml olucak sekilde lizozim enzimi eklendi. Aljinat ve hiimik asit-aljinat bazh hidrojeller
boyutlari 10mm X 5mm olucak sekilde kiigiik parcalara ayirildi. Hidrojel 6rneklerinin kuru
agirliklart oOl¢lildii ve sterilizasyon icin 120°C ‘de 20 dakika otoklavlandi. Hazirlanan
hidrojel 6rnekleri, 1,5 pg/mL olarak hazirlanan lizozim igeren PBS ¢Ozeltisini icerisine
birakildi. Ornekler hafif mekanik hareket altinda 37 °C’de bir ay boyunca lizozim
¢ozeltisine maruz birakildi. Orneklerin kuru agirliklar 7, 14, 21 ve 28. giinlerde él¢ild.
Lizozim ¢ozeltisi 6l¢imin yapildigi glinlerde tazelenmistir. Kiitle kaybi asagidaki formiile

gore hesaplandi.
% Degradasyon (Kutle Kaybi) = (Wf-Wo / Wo) x 100

WHf: son, islak agirlik, Wo baslangig, 1slak agirlik.
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3.2.3 Hiicre kiiltiir caligmalari

Sentezlenen aljinat ve himik asit-aljinat bazli hidrojellerin hicre kiltlri ¢alismalan
sitotoksisite, immiinotoksisite, kollajen salinim ve antioksidant kapasite calismalari

olmak Uzere 4 ana ¢alisma basligina ayrilmistir.

3.2.3.1 Sitotoksisite caligmalari

Sitotoksisite ¢alismalarinin amaci test edilecek maddenin hicreler igin toksik bir etki
gosterip gostermediginin  belirlenmesidir. Ginlmuizde kullaniimakta olan bircok
sitotoksisiste  testleri  vardir.  Ornegin; MTT  (3-(4,5-dimetiltriazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromdir), XTT (2,3-bis-(2-metoksi-4-nitro-5-siilfofenil)-2H-
tetrazolyum-5-karboksanilide), INT (2-(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-feniltetrazolyum
klorit), Notral red (3-amino-m-dimetilamino-2-metilfenazin hidroklorir). Bu testlerden

MTT ve Notral en ¢ok kullanilan iki tanesidir[73].

MTT en ¢ok kullanilan sitotoksisite testlerinden bir olup cesitli hiicre hatlarinda gegerliligi
test edilmistir. Ayrica iso (10993.5) standartlari icinde bulunmaktadir. MTT (3- [4,5-
dimetiltiyazol-2-il] -2,5-difeniltetrazolyum bromiir), suda ¢6zlinir bir tetrazolyum tuzu
olup, mitokondri igerisinde sukinat dehidrojenaz ile tetrazolyum halkasinin ayrilmasiyla
¢Ozlinmez bir mor formazana donustirilmektedir. Formazan Urin(, hiicre zarlari icin
gecirimsizdir ve bu nedenle saglikli hiicrelerde birikmektedir. Biriken formazan Urinleri
uygun solventte c¢oOzdirildikten sonra optik yogun eliza reader yardimiyla
belirlenmektedir. Formazan urinlerin optik yogunlugu hiicre canlilik oranin gésteren bir

arac (Sekil 3.6) olarak kullaniimaktadir[74].

NotralRed (3-amino-m-dimetilamino-2-metilfenazin hidroklorir),bir supravital boya
kirmizi bir boyadir ve canli hiicrelerin lizozomlarinda birikmektedir (Sekil 3.7). Olu
hiicrelerde biriktirilmedigi icin boya test icindeki yikama asamalarinda ortamdan
uzaklatirilmaktadir. Lizozomlarda birikmis olan notral red boyasi uygun bir ¢ozlici
(50:49:1 Etanol:Su:Galicial asetik asit) yardimiyla ¢6ziilmektedir. Coziinmis notral red’in

optik yogunlugu olgllerek hiicre canhligi tayini yapilmis olmaktadir[74], [75].
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Time
Procedure
h
Seed 96-well plates: 1 x 10 celis/100 yl MEM culture medium/well

00.00 Incubate (37 °C/5 % CO,/22 h to 26 h)

¥

Remove culture medium

24.00

¥

Treat with = 4 concentrations of test sample extract in treatment medium (100 pl)

24:00 (untreated blank = treatment medium)
) Incubate (37 °C/5 % CO,/24 h)

N

Microscopic evaluation of morphological alterations
Remove culture medium
48 00 Add 50 pl MTT solution
Incubate (37 °C/5 % CO,/2 h)
N
Remove MTT solution
Add 100 ml isopropanol to each well
51.00
Sway plate

N

51:30 Detect absorption at 570 nm (reference 650 nm)

Sekil 3.6 MTT prosediri (iso10993.5 2009 yil)

HaCaT ve L929 hiicreleri %10 FBS, %1 L-glutamin iceren DMEM F-12 besi yerinde;
37°C’de, %5 CO; atmosferinde ayri ayri kiltire edilmistir. Sitotoksite calismalari aseptik
ortamda yapilmistir. Doku iskelesinin sterilizasyonu %70 etanol igerisinde 1 saat UV isik
altinda bekletilerek yapilmistir. Daha sonra doku iskeleleri PBS ile yikanmistir. Doku
iskelelerinin indirekt sitotoksisiteleri belirlenmistir. Ekstrakt eldesi i¢cin doku iskeleleri
0,2g/mL konsantrasyonunda standart hicre kiltur vasati icerisinde 72 saat stire ile
37°C'de, %5 CO; atmosferinde bekletilmistir. Ekstrakt 96 kuyucuklu plaklara daha
onceden ekilmis ve bir giin boyunca bekletilmis L929 ve HaCaT hiicreleri lzerine
hicrelerin besi yeri dokildikten sonra pipetlenmistir. Plaklar 37C%de, %5 CO:
atmosferinde 24 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi kuyucuklardan ekstrakt
atilmis ve kuyucuklara 10uL MTT c¢6zeltisi (25mg/mL, PBS ile) iceren 100uL taze vasat
pipetlenmistir. 4 saat inblibasyondan sonra kuyucuklardaki vasat atilarak kuyucuklara
100uL DMSO c¢ozeltisi (distile su icerinde %10 DMSO) ilave edilmistir. DMSO ile ¢oziilen

formazan boyanin optik yogunlugu 570nm de incelenmistir.
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Time

Procedure

00:00

Seed 96-well plates: 1x10% ce!ls/100 ul DMEM culture medium/well
Incubate (37 °C/5 % CO,/22 h to 24 h)
Y

24.00

Remove culture medium
N

2400

Treat with eight concentrations of test sample extract in treatment medium (100 pl)
(untreated blank = treatment medium)
Incubate (37 *C/5 % CO,/24 h)
Y

48.00

Microscopic evaluation of morphological alterations
Remove treatment medium
Wash once with 150 ul PBS
Add 100 yl NR medium
incubate (37 °C/5 % CO,/3 h)
NG

51:00

Discard NR medium
Wash once with 150 ul PBS
Add 150 pl NR desorbing fixative
(ETOH/acetic acid solution)
¥

51.40

Shake plate for 10 min

51:50

Detect NR absorption at 540 nm (i.e. cell viability)

HaCaT ve L929 hicreleri %10 FCS, %1 L-glutamin iceren DMEM F-12 besi yerinde;
37C%de, %5 CO, atmosferinde kiltlire edilmistir. Yukaridaki paragrafta anlatilan ayni

sterilizasyon ve ekstrakte etme yontemleri kullanilarak elde edilen aljinat ve hiimik asit-

Sekil 3.7 Notral Red prosediirii (is010993.5 2009 yili)

aljinat hidrojelleri ekstrakti ile nétral red testi (Sekil 3.7) yapilmistir.
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3.2.3.2 immiinotoksisite ¢alismalari

THP-1 hticre hatti kullanilmistir. THP-1 hiicreleri 24 kuyucuklu plakaya 100.000 hiicre/ml
olacak sekilde ekilmistir. THP-1 hiicreleri ekilen kuyucuklara 20mM PMA pipetlenmistir.
PMA uyarimi ile monositlerin makrofaja doniismesi saglanmistir. Monositlerin makrofaj
hicrelerine dontsimi inverted mikroskop ile izlenmistir (Sekil 2.8). Makrofaj
hicrelerinin elde edilmesinden sonra, makrofaj hicreleri Gzerine 5mm X 5mm
boyutunda doku iskeleleri yerlestirilmistir ve plaklar 48 saat siire ile 37°C’'de, %5 CO;
atmosferinde kiltire edilmistir. Vasatlar toplanarak ve 5000 rpom’de 15 dakika santrifij
edilmistir. Vasatlardaki sitokin seviyeleri TNFa (Sigma, Human Tumor Necrosis Factor a
ELISA Kit)ve interlokin-1B (Thermo Fisher, IL-1 beta Human ELISA Kit) elisa kitleri

kullanilarak firmanin 6nerdigi metod ile belirlenmistir.
- -
- .

Sekil 3.8 THP-1 hiicre hattinin Makrofaj hiicrelerine farklilasmasi A PMA uygulanmis
THP-1 hiicreleri 1. giin, B PMA uygulanmis THP-1 hiicreleri 2. Glin, C-D PMA
uygulanmis THP-1 hiicreleri 3. Gin
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Elisa yontemi antijen-antikor iliskisine dayanan kolorimetrik bir yéntemdir. Kuyularin
diplerine analizi yapilmak istenen proteine spesifik antikorlar sabitlenmektedir. Kuyulara
ornek ya da standart solusuyonlari eklendigi zaman 6rnek tayin etmek istenilen protein
antikorlarla etkilesime girerek kuyularin dibine sabitlenmis olmaktadir. Yikama
asamalariyla ortamdaki istenmeyen kompnentler uzaklastirilirken tayini yapilmak istene
proteinler antikorlara baglh bir sekilde kuyunun dibine sabitlenmis bir sekilde
durmaktadir. Daha sonrasinda sabitlenmis proteinin antikordan koparilmasi ve renkli bir
¢Ozelti olusturmasi icin cesitli reaktiflerin eklendigi basamaklar yer almaktadir. Son
olarak ¢ozeltinin optik yogunlugu elisa reader ile okunmustur. Optik yogunlugu
Olclildiikten sonra tayini yapilmak istenilen proteinin konstarasyonu standart egri

referans alinarak hesaplanmaktadir.

o[V e Al el X o | A
¥ Y Y Y ¥

Sekil 3.9 Eliza yontemi (Thermo fisher eliza kit prostidiri)

3.2.3.3 Kollajen salinim galigmalari

L929 hiicre hatti kullaniimistir. L929 hiicreleri 24 kuyucuklu plaklara ekilmistir. L929
hicreleri 24 kuyucuklu plakaya 100.000 hicre/mL olacak sekilde ekilmistir.L929
hiicreleri 24 saat inkilibe edildikten sonra hiicrelerin Gzerine 5mm X 5mm boyutunda
doku iskeleleri yerlestirilmistir ve plaklar 48 saat suire ile 37°C'de, %5 CO; atmosferinde
kiiltire edilmistir. Vasatlar toplanarak 5000 rpm’de 15 dakika santrifij edilmistir.
Vasatlardaki kollajen tipl ve tip 3 seviyeleri elisa kitleri (Mybiosource, Mouse Collagen
Type |, Col | ELISA Kit ve Mybiosource, Mouse Collagen Type lllI, ELISA Kit) kullanilarak

firmanin dnerdigi metod ile hesaplanmistir.
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3.2.3.4 Antioksidant kapasite ¢aligmalari

HaCaT hicreleri kullanilarak olusturulacak stres modelinde oksidant-antioksidant
performansi belirlenmesi igin HaCaT hicreleri %10 FBS, %1 L-glutamin iceren DMEM F-
12 besi yerinde; 37°C'de, %5 CO atmosferinde kiiltiire edilmistir. inkiibe edilen HaCaT
hicreleri 24 kuyrulu plakaya 100.000 hiicre/mL olacak sekilde ekilmistir ve 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. 5x5mm olacak sekilde hidrojeller HaCaT hiicrelerinin ekili
oldugu kuyulara konularak 2 saat boyunca inciibe edilmistir. Doku iskelesi ile inkiibe
edildikten sonra kuyulara 50uM, 100uM ve 200uM gibi farkli H,0, konsantrasyonlari
eklenerek ve 24 saat tekrar inkibe edilmistir. 24 saatin sonunda vasatlar toplanarak
5000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Oksidatif strese ugratilmis HaCaT hicreleri
TAS (Rel assay, Total Antioxidant Status kit) kiti kullanarak hidrojellerin antioksidant

performansi firmanin 6nerdigi metod ile hesaplanmistir.

42



BOLUM 4

SONUC VE ONERILER

4.1 Yara ortii malzemelerinin hazirlanmasi

Hlmik asit-aljinat bazli hidrojel yara ortlii malzemesinin hazirlanmasi iki asamadan
olusmaktadir. ilk olarak hiimik asidin hicreler icin toksik olmayan en yiiksek
konsantrasyonu bulunmustur. Sekil 4.2 ‘de gorildigu Gizere hiicre canliiginin en yiksek
oldugu, en blyik konstantrasyon 125 ug/mL olarak tespit edilmistir. Daha sonra Himik
asit — Aljinat hidrojelinin hazirlanmasi igin oncelikle %2’lik aljinat ¢ozeltisi (distile suda)
hazirlanmistir. Aljinat ¢ozeltisi icine 125 pg/mL olucak sekilde hiimik asit eklenerek freze

drying yontemi ile hiimik asit-aljinat bazli hidrojel sentezlenmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1 Hidrojeller, A aljinat bazli hidrojel, B Himik asit-aljinat bazh hidrojel

Hidmik asidin in-vitro sitotoksisitesini belirmek amaciyla HaCaT hiicre hatti lizerinde,
MTT testi yapilmistir. MTT testi en az bes tekrar olacak sekilde yapilmistir. Himik asidin
farkl konsantrasyonlarinin hiicre canlihigina etkileri Sekil 4.2 'de tespit edilmistir. Negatif
kontrol olarak normal besi yerinde inkiibe edilen hiicreler, pozitif kontrol olarak ise

%20°lik DMSO igeren besi yerinde inkibe edilen hicreler kullaniimigtir. Himik asidin 500
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ug/ml’lik konsantrasyonunda hicre canliigi %89,63 (Standart hata = + 3,87) olarak
hesaplanmistir. Hiimik asidin 250 pug/ml’lik konsantrasyonunda hiicre canliligi %87,14
(Standart hata = + 3,30) olarak hesaplanmistir. Humik asidin 125 pg/ml’lik
konsantrasyonunda hiicre canhligi %100,6 (Standart hata = + 4,44) olarak
hesaplanmistir. Himik asidin 67,5 ug/ml’lik konsantrasyonunda hiicre canhhg %98,94
(Standart hata = + 2,19) olarak hesaplanmistir. Humik asidin 33 pg/ml’lik
konsantrasyonunda hiicre canhligi %98,40 (Standart hata = + 5,80) olarak
hesaplanmistir. Himik asidin 16 ug/ml’lik konsantrasyonunda hicre canliigi %104,20
(Standart hata = + 4,51) olarak hesaplanmistir. HUmik asidin 8 pg/ml’lik
konsantrasyonunda hiicre canhligi %103,37 (Standart hata = + 3,93) olarak
hesaplanmistir. Hiicre canliligina ait istatiksel hesaplamalar EK A’da belirtilmistir.

Himik asidin tim konsantrasyonlarinda hiicre canliligi sitotoksisite siniri olan %70’in
Uzerinde cikmistir ve toksik etkisi gézlenmemistir. Literatirde himik asidin SK-N-
MC (insan beyin hicreleri)[76], CHO (Cin hamsteri ovaryum hcreleri)[77] ve insan
vaskiler endotel [78] gibi hiicre hatlari lzerinde sitototoksik etkisi bulunmadig

belirtilmistir.

Hiimik Asidin HaCaT Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksisitesi

120
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500 250 125 67,5 33 16 8 Neg. Pos.
Hiimik Asit Konsantrasyonu (pg/ml)  KontrolKontrol

Sekil 4.2 Hamik asidin in-vitro sitotoksisitesini (negatif kontrol saglikli hiicreler, pozitif
kontrol %20 DMSO igeren hiicreler)
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4.2 Yara ortiisiiniin karakterizasyon c¢alismalari

Hazirlanan yara orti malzemleri olan aljinat ve himik asit-aljinat bazli hidrojellerin
karakterizasyonu igin ylizey alani analizi, yluzey morfoloji analizi, termogravimetrik,

sisme ve biyodegredasyon analizleri yapiimistir.

4.2.1 Yizey morfoloji analizi

70um-300 um arasi gézenek c¢aplarina sahip kalsiyum aljinattan sentezlenen hidrojeller
literatirde bulunmaktadir [79]. Yapilan bir arastirmaya goére farkli malzemelerden
yapilan doku iskelelerinin farkli gézenek caplari hiicre canhligini etkilemektedir. Bu iki
degisken birbirinden bagimsiz olarak hiicre canliligina etki etmektedir [80]. Gozenek capi
ile hiicre canlihgl arasinda belirli bir korelasyon bulunmamaktadir. Gézenek ¢api ile su
tutma kapasitesi arasinda belirli bir korelasyon gortilmektedir[81]. Kitosan-hiyallironik
asit iceren bir hidrojel calismasinda sentezlenen hidrojellerin gézenek ¢aplarinin 10 pm

- 100 um arasinda oldugu belirtilmistir [82].

Hidrojeller 75 saniye boyunca altin kaplanmistir. SEM kullanilarak hidrojellerin ylzey
morfolojileri 1000x-2500x blylitme oranlarinda incelendi. Hidrojellerin makro

gozenekleri belirlenip gézenek ¢aplari 30 um ve 34 um olarak (Sekil 4.3) 6lglimustir.

Literatlrdeki 6rnekler géz 6niline alindiginda sentezlenen her iki hidrojelin de ylizey

morfolojisinin istenilen seviyede oldugu gézlenmistir.
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18 pm

EHT - 7.00 LKV WD - 6.5 mm Kignal A = SE2

Pa2=3458pm "”»,...____

Pb2= 304"

10 pm .
! EHT = 7.00kV WD = 6.5mm Signal A = SE2 Mag= 250KX

EHT = 10.00 kV Signal A = SE1 Mag = 200 X Sample ID =

Sekil 4.3 Hidrojellerin SEM gortintileri. A Hiimik asit-aljinat iceren hidrojel 1000x
blyitme, B Hiimik asit-aljinat iceren hidrojel 2500x biylitme, C Aljinat iceren hidrojel
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4.2.2 Yizey alani analizi

Litaratire bakildiginda kalsiyum karbonat (CaCOs) kullanilarak yapilan aljinat
hidrojellerin yiizey alanin 40 m?/g olarak dlculdugu gérulmustir [83], [84]. Hidrojelin
ylzey alanin biliylik olmasi gézenek buylkligu ile iliskili olmakla beraber yiizey alani
bliyik olan hidrojellerin suyu hapsetme kapasitelerinin daha vyiksek oldugu
bilinmektedir [85]. Hidrojellerin yapisina farkli komponenetler eklenerek hidrojellerin

ylzey alani artirilabilmektedir [86].

Yiizey alaninin belirlenmesi igin yapilan BET analizinin sonuglarina goére; aljinat bazh
hidrojelin ylizey alani 7.3 m?/g ve hiimik asit-aljinat bazl hidrojelin ylizey alani 15.7 m?/g
oldugu tespit (Sekil 4.4) edilmistir. Elden edilen bu sonuclara gére hiimik asit iceren
hidrojelin ylzey alanin daha fazla oldugu goézlemlenmistir. Himik asidin yizey alani
%215 arttirdigi tespit edilmistir. Literatiire bakildiginda hiimik asit igeren aljinat hidrojel

ornekleri olmadigi tespit edilmistir.

Hidrojellerin Yiizey Alanlar
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Sekil 4.4 Himik asit-aljinat bazli ve aljinat bazli hidrojelin ylizey alanlari

4.2.3  Termogravimetrik analiz

Aljinat ve himik asit katkili aljinat doku iskelelerinin termal davranislari termal

gravimetrik yontem ile belirlenmistir. Aljinat doku iskelelerinin ylizdece kitle kaybinin

dort basamakta, hiimik asit iceren aljinat doku iskelelerinin ise yiizdece kitle kaybinin

ise tek basamakta gergeklestigi gériulmustir. Aljinat doku iskelelerinin kitle kaybi 184

‘C’'de (% 11,77 kutle kaybi) baslamistir. Daha sonra 604 (% 46,22 kitle kaybi), 777 (%
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54,95 kitle kaybi) ve 988°C’de (% 94,43 kitle kaybi) kitle kaybi goralmuistiir. Hiimik asit
iceren doku iskeleleri incelendiginde 61,87 °C’'de (% 17,1 kiitle kaybi), 284,8 °C'de (%
88,97 kitle kaybi), 567,6 °C'de (% 91,49 kiitle kaybi) kiitle kaybi gorilmustir (Sekil 4.5).
iki doku iskelesinin kiitle kaybi birlikte incelendiginde vyaklasik 61-184 °C'de
dehidratasyon, daha sonra da dekompozisyon gorilmistir. Himik asit iceriginin aljinat
polimer zincirlerini daha kompakt bir hale getirdigi ve bu durumun dekompozisyonun
daha hizli ve neredeyse tek basamakli hale getirdigi goriilmustiir[87].Elde edilen
sonuclarin aksine Gizele Cardoso Fontes ve arkadaslari aljinata penisilin ve nisasta

eklemenin dekompozisyon oranini distirdigini belirlemislerdir[88].
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Sekil 4.5 Hidrojellerin sicakliga bagh kitle kaybi grafigi

4.2.4  Sisme analizi

Su tutma kapasitesinin yiksek olmasi bir hidrojelin en 6nemli 6zelliklerindendir. Seliiloz
membranda yapilan bir calismaya gére membranin yirmi dort saattede agirhiginin 43 kati
su tuttugu belitilmistir. Bu tip kendi agriiginin 60 katindan daha fazla su tutabilen
malzemeler siiper absorbans olarak isimlendirilmektedir [89]. Hidrojellerin suyu tutma
kapasiteleri genellikle capraz baglanmis molekillerin yogunluguna bagli olmaktadir.
Gapraz baglanan molekil yogunlugu fazla olan hidrojeller az miktarda su tutabilirken

dislik capraz baglanmis molekil yogunluguna sahip hidrojeller genellikle fazla miktarda
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su tutma kapasitesine sahiptirler [90]. Aljinat gibi capraz baglanmis molekiilleri yogun
olan hidrojellere ¢apraz baglanma o0zelligi disiik molekiller eklenerek hidrojelin
yapisinda bulunan capraz baglanmis molekillerin yogunlugu disurilebilmekte ve

hidrojelin sus tutma kapasitesi artirilabilmektedir [91].

Hidrojellerin Sismeye Bagli Agirlik Degisimleri
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Sekil 4.6 Himik asit-aljinat ve Aljinat iceren hidrojellerin sisme ylzdeleri ve agirhk
degisimleri
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Aljinat ve hiimik asit-aljinat bazli hidrojellerin su tutma kapasitelerini 6lgmek icin sisme
analizi yapilmistir. Sisme analizi bes tekrarli olacak sekilde yapilmistir. Birinci saatte
himik asit-aljinat bazh hidrojelin sisme ylzdesi %1837, aljinat bazh hidrojelin sisme
ylzdesi %1300 olarak tespit edilmistir. Yirmi dérdiinci saatte ise hiimik asit-aljinat bazli
hidrojelin sisme yilizdesi %2124, aljinat bazh hidrojelin sisme ylizdesi %1534 olarak tespit
edilmistir. Kirk sekizinci saatte ise hiimik asit-aljinat bazli hidrojelin sisme ylzdesi %2321,

aljinat bazli hidrojelin sisme ylizdesi %1666 olarak tespit edilmistir (Sekil 4.6).

Elde edilen sonuglara gére hiimik aist-aljinat bazl hidrojel kendi agirhiginin birinci satte
18 kati, yirmi dérdiinci saatte 21 ve kirk sekizinci saatte ise 23 kati kadar su tutabildigi
belirlenmistir. Aljinat bazli hidrojel kendi agirliginin birinci satte 13 kati, yirmi doérdiinci
saatte 15 ve kirk sekizinci saatte ise 16 kati kadar su tutabildigi belirlenmistir. Himik
asit-aljinat bazli hidrojelin aljinat bazli hidrojele gore birinci saatte 5 kat, yirmi dérdlinci
saatte 6 kat ve kirk sekizinci saatte 7 kat daha fazla su tutma kapasitesi oldugu

gozlenmistir.

4.2.5 Biyodegradasyon analizi

Bir biyomalzemenin biyo-bozunmasinin doku formunun saglklh bir sekilde olusabilmesi
icin cok onemlidir[92]. Isik kullanilarak capraz baglanmis cesitli aljinat hidrojellerin biyo
degradasyonlarinin 2-5 hafta arasi strdigl yapilan bir calismada belirtilmistir. Aljinat
hidrojellerde icerdikleri baska komponentlere gore biyodegradasyon siiresinin degistigi

belirtistir [93].

Himik asit-aljinat ve Aljinat iceren hidrojellerin biyodegradasyon analizi hidrojellerin
kiitle kaybinin ylizdesi olarak hesaplanmistir. Biyodegredasyon analizi 3 tekrarl olacak

sekilde yapilmistir.

Biyodegredasyon analizi sonuglarina gore himik asit-aljinat iceren hidrojelin birinci
hafta kitlesinin %52’sini (standart hata = + 5,86), ikinci hafta %54’(ini (standart hata =
+ 7,56), Gclnci hafta %64’Unl (standart hata = + 7,26) ve dordiinci hafta %76’sini
(standart hata = + 2,01), kaybettigi gozlenmistir. Aljinat iceren hidrojelin, birinci hafta
kiitlesinin %38’ini (standart hata = + = 0,64), ikinci hafta %39’unu (standart hata = +

1,06), Uclnclh hafta %42’sini (standart hata = * 1,21) ve dordinct hafta
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%46’sini(standart hata = + 0,88) kaybettigi gozlenmistir. Dért haftalik takip boyunca
edilen hiimik asit-aljinat iceren hidrojelin kiitle kaybi aljinat igreren hidrojelinkine gore
birinci hafta %14, ikinci hafta %15, Uclicl hafta %22 ve dordinci hafta %30 daha fazla

oldugu gozlenmistir (Sekil 4.7).

Hidrojellerin Kiitle Kaybi Yuzdeleri
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Sekil 4.7 Himik asit-aljinat ve Aljinat iceren hidrojellerin biyodegradasyonu

4.3 Hiicre kiiltiir calismalari

Hicre kiltlri calismalarinda hidrojellerin sitotoksisiteleri, immunotoksisiteleri, kollajen
salinimina olan etkileri ve antioksidant kapasiteleri incelenmistir. Yara ortlsi olarak
sentezlenen aljinat bazli ve hiimik asit-aljinat bazl hidrojellerin hiicre canhiligina olan
etkisini belirlemek icin MTT ve No6tral Red olmak lizere iki farkh sitotoksisite testi
yapilmistir. Hidrojellerin immiinotoksisitesi belirlemek icin makrofaj hiicreleri lzerinde
MTT hicre canlihgr testi yapilmistir ve pro-enflamatuar sitokinlerin salinim seviyeleri
belirlenmistir. Yara 6rtli malzemesinin yara iyilismesindeki kollajen diizenlenmesine olan
etkisinin arastirilmasi icin in vitro kollajen salinim modellemesi yapilmistir. Himik asidin
ve aljinatin antioksidant kapasitelerini belirlenmek amaciyla in vitro oksidatif strese

maruz birakilmis hiicreler ile antioksidant kapasite modellemesi yapilmistir.
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4.3.1 Sitotoksisite calismalari

Hidrojellerin hiicre canliliklarinin belirlenmesi amaciyla MTT ve Noétral red sitotoksisite

testleri yapilmistir. Tim MTT ve Notral Red testleri sekiz tekrarli olarak ¢ahsiimistir.

43.1.1 MTT

HaCaT hicre hatti Gzerinde yapilan MTT sonuglarina (Sekil 4.8) gore; hiimik asit-aljinat
bazh hidrojelin hiicre canliligi % 91,46 (standart hata= £ 2,51), aljinat bazh hidrojelin ise
hiicre canliligi % 88,40 (standart hata = + 2,31) olarak tespit edilmistir. Himik asit-aljinat
bazli hidrojelin aljinat bazli hidrojele gore hicre canlihg % 3,06 daha fazla oldugu
belirlenmistir. Yapilan istatiksel analizlere (EK A-1) gore negatif kontrol, aljinat ve hiimik
asit-aljinat iceren gruplarin higbiri arasinda anlamli bir fark oldugu bulunamamistir (tiim

gruplarin biri arasindaki p degeri P>0,05).

MTT (HaCaT Hiicre Hatti)
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Sekil 4.8 Hiimik asit-aljinat ve Aljinat iceren hidrojellerin Hacat hiicre hatti Gzerindeki
in-vitro sitotoksisitesi(MTT)

L929 hiicre hatti izerinde yapilan Notral Red testi sonuglarina (Sekil 4.9) gore; hiimik
asit- aljinat bazl hidrojelin hiicre canhligi % 100,80 (standart hata= * 2,32), aljinat bazlh

hidrojelin ise hiicre canliligi % 92,61 (standart hata = + 2,19) olarak tespit edilmistir.
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Himik asit-aljinat bazli hidrojelin aljinat bazli hidrojele gore hiicre canliligi % 8,18 daha
fazla oldugu belirlenmistir. Yapilan istatiksel analizlere (EK A-2) gore negatif kontrol ve
himik asit-aljinat igeren hidrojel gruplari arasinda anlamh bir fark oldugu
bulunamamistir (P>0,05). Aljinat ve hiimik asit-aljinat iceren hidrojel gruplari arasinda
anlamli bir fark oldugu bulunamamistir (P>0,05). Negatif kontrol ve hiimik asit-aljinat

iceren hidrojel gruplari arasinda anlamli bir fark oldugu bulunmustur (P<0,05).
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Sekil 4.9 Himik asit-aljinat ve Aljinat iceren hidrojellerin L929 hiicre hatti (izerindeki in-
vitro sitotoksisitesi(MTT)

4.3.1.2 Notral Red

HaCaT hiicre hatti Gizerinde yapilan Notral Red testi sonuclarina (Sekil 4.10) gore; hiimik
asit- aljinat bazli hidrojelin hiicre canhligi % 77,77(standart hata= + 3,51), aljinat bazh
hidrojelin ise hiicre canhhg % 82,02 (standart hata = + 1,81) olarak tespit edilmistir.
Himik asit-aljinat bazli hidrojelin aljinat bazli hidrojele gore hiicre canliligi % 4,26 daha
az oldugu belirlenmistir. Yapilan istatiksel analizlere (EK A-3) gbre negatif kontrol ve
hiimik asit-aljinat iceren hidrojel gruplari arasinda anlamh bir fark oldugu bulunmustur
(P<0,01). Negatif kontrol ve aljinat iceren hidrojel gruplari arasinda anlamli bir fark
oldugu bulunmustur (P<0,01). Aljinat ve hiumik asit-aljinat iceren hidrojel gruplari

arasinda anlamli bir fark oldugu bulunmamistir (P>0,05).
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Sekil 4.10 Humik asit-aljinat ve Aljinat iceren hidrojellerin HaCaT hiicre hatti Gizerindeki
in-vitro sitotoksisitesi (Notral Red)
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Sekil 4.11 Hamik asit-aljinat ve Aljinat iceren hidrojellerin L929 hiicre hatti Gzerindeki
in-vitro sitotoksisitesi (Notral Red)

HaCaT hiicre hatti Gzerinde yapilan Notral Red testi sonugclarina (Sekil 4.11) gore; hiimik
asit- aljinat bazli hidrojelin hiicre canhhg % 89,62 (standart hata= % 4,32), aljinat bazh
hidrojelin ise hilicre canlihgl % 88,16 (standart hata = * 4,25) olarak tespit edilmistir.
Hldmik asit-aljinat bazl hidrojelin aljinat bazh hidrojele gére hiicre canlhihgl %1,46 daha

54



fazla oldugu belirlenmistir. Yapilan istatiksel analizlere (EK A-4) gore negatif kontrol ve
himik asit-aljinat iceren hidrojel gruplari arasinda anlamli bir fark oldugu bulunmustur
(P<0,05). Negatif kontrol ve aljinat iceren hidrojel gruplari arasinda anlamli bir fark
oldugu bulunmustur (P<0,05). Aljinat ve himik asit-aljinat iceren hidrojel gruplar

arasinda anlamli bir fark oldugu bulunmamistir (P>0,05).

Literatire bakildiginda aljinat tiirevi bir¢cok hidrojel bulunmaktadir. Kitin/kitosan [94],
karbosimetil [95] ve dislik kalsiyum iyonlarina sahip[96] aljinat hidrojellerin sitotoksik
etki gostermedigi belirtilmistir. NIH3T3 ve Hela Hiicre hatti (zerinde yapilan MTT ve
Notral Red test sonuglarina gore poliakrilamid-kitosan hidrojellerin sitotoksik etkisi
bulunmadigi belirtilmistir [97]. Hidrojellerle yapilan baska bir ¢alismadaki MTT testi
sonuglarina gore Poli(propilen fumarat-ko-etilen glikol) hidrojellerin sitotoksik etkisi
bulunmadigi belirtilmistir[97].N-karboksietil kitosan ve okside dekstran iceren
hidrojellerle yapilan baska bir calismada da hidrojellerin sitotoksik bir etkisi olmadigi
bulunmustur [98]. Literatlirde sonuclarinda gosterdigi gibi hiimik asit-aljinat ve aljinat
bazl hidrojellerin sitotoksik etkisi olmadigi bulunmustur. Sitotoksisite deneylerinde

bulunan sonuglarin literattirdeki bilgilerle uyumlu oldugu gorilmektedir

4.3.2 immiinotoksisite ¢calismalari

Hlmik asit-aljinat ve aljinat hidrojellerin enflamasyona etkisini modellemek icin THP-1
hiicre hatti makrofaja donustlirtlmustir. Donlisiim invert mikroskopta takip edilmistir.
Makroja dontisen hiicreler lizerinde hidrojellerin sitotoksisitesi ve pro-enflamatuar olan
IL-1B ve TNFa sentezine olan etkileri elisa kitleri (Sigma, Human Tumor Necrosis Factor
o ELISA Kit ve Thermo Fisher, IL-1 beta Human ELISA Kit) vasitasiyla degerlendirilmistir.
Elisa kitleri kullanilarak elde edilen absorbans degerleri tespit edilmistir. Elde edilen
absorbans degerleri standart (Sekil 4.13 ve cizelge 4.15) grafiklerinden yaralanilarak IL-
1B ve TNFa konsantrasyonlari belirlenmistir. Sitotoksite calismasi icin makrofajlar

Gzerinde MTT testi yapilmisitr.
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4.3.2.1 Makrofaj sitotoksisite ¢calismalari

Makrofaj hiicreleri Gzerinde yapilan MTT testi sonuglarina (Sekil 4.11) gore; hiimik asit-
aljinat bazh hidrojelin hiicre canlihgi %98,36(standart hata= * 3,82), aljinat bazh
hidrojelin ise hiicre canhhgl % 95,43 (standart hata = + 6,51) olarak tespit edilmistir.
Hlmik asit-aljinat bazli hidrojelin aljinat bazli hidrojele gore hiicre canliligi % 2,92 daha

fazla oldugu belirlenmistir. Bu ¢alisma sekiz tekrarli olarak yapiimistir.

Yapilan istatiksel analizlere (EK B-1) goére negatif kontrol ve himik asit-aljinat igeren
hidrojel gruplari arasinda anlamli bir fark oldugu bulunmamistir (P>0,05). Negatif kontrol
ve aljinat iceren hidrojel gruplari arasinda anlaml  bir fark oldugu
bulunmamistir(P>0,05). Aljinat ve hiimik asit-aljinat iceren hidrojel gruplari arasinda

anlamli bir fark oldugu bulunmamistir (P>0,05).

Hidrojellerin Makrofajlar Uzerine Sitotoksisitesi
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Sekil 4.12 Hamik asit-aljinat ve Aljinat iceren hidrojellerin immiinotoksisitesi

4.3.2.2 interlokin-1pB salinimi

Himik asit-aljinat bazl hidrojel, aljinat bazli hidrojel ve hidrojele maruz birakilmamis
(kontrol grubu) hiicre ekstraklarindan olusan ¢ grubun interlokin-1B konstrasyonlari
sekil 4.14’deki gibi belirlenmistir. Negatif kontrol grubunun interlokin-1p konstrasyonu
9,38 pg/mL (standart hata= + 0,30), aljinat bazli hidrojel iceren grubun grubunun

interlokin-1B konstrasyonu 13,02 pg/mL (standart hata= *+ 0,26), hiimik asit-aljinat bazli
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hidrojel iceren grubun interlokin-1B konstrasyonu 14,20 pg/mL (standart hata= + 0,35)

olarak hesaplanmistir. Bu ¢alisma sekiz tekrarli olarak yapiimistir.

IL-1B Standart
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Sekil 4.13 interlokin-1pB igin standart grafigi

Yapilan istatistiksel analizlere (EK B-2) gore kontrol grubu ve aljinat bazli hidrojele maruz
birakilmis 6rnekler arasinda istatistiksel bir fark belirlenmis olup (P<0,01), aljinat bazli
hidrojelin interlokin-1B salinimini 3,64 pg/mL arttirdig1 tespit edilmistir. Himik asit—
aljinat bazh hidrojel ve konrol grubu arasinda istatistiksel bir fark belirlenmis olup
(P<0,01), hiimik asit-aljinat bazli hidrojelin interlékin-1B salinimini 4,82 pg/mL arttirdig

tespit edilmistir.
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Sekil 4.14 Hidrojellerin interlokin-1B sentezine etkisi
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4.3.2.3 Tumor Nekroz Faktori o salinimi

HlUmik asit-aljinat bazh hidrojel, aljinat bazli hidrojel ve hidrojele maruz birakilmamis
(kontrol grubu) hiicre ekstraklarindan olusan ¢ grubun da TNFa konstrasyonlari sekil
4.16’deki gibi belirlenmistir. Negatif kontrol grubunun TNFa konstrasyonu 1160,50
pg/mL (standart hata= + 101,88), aljinat bazli hidrojel iceren grubun TNFa konstrasyonu
1250,63 pg/mL (standart hata= + 70,50), hiimik asit-aljinat bazl hidrojel iceren grubun
TNFa konstrasyonu 1212,50 pg/mL (standart hata= + 98,63) olarak hesaplanmistir. Bu

calisma sekiz tekrarh olarak yapilmistir.
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Sekil 4.16 Hidrojellerin TNFa sentezine etkisi
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Kontrol grubu ve aljinat bazli hidrojele maruz birakilmis ornekler arasinda TNFa
seviyeleri arasinda istatistiksel olarak dnemli bir fark (P<0,05) bulunmakla beraber aljinat
bazli hidrojelin TNFa salinimini 90,13 pg/mL arttirdigi tespit edilmistir. Kontrol grubu ve
himik asit-aljinat bazli hidrojele maruz birakilmis 6rnekler arasinda TNFa seviyeleri

arasinda istatistiksel olarak énemli bir fark bulunmamaktadir (P>0,05).

Aljinat hidrojellerle yapilan bir ¢calismada [95] aljinat hidrojelin IL-1B seviyesinde artisa
neden olurken TNFa seviyesinde bir degisiklige neden olmadigi belirtilmis. Literatir
tarandiginda yara 6rtlii malzemelerinin sitonkin seviyelerine olan etkileriyle ilgili pek

fazla makaleye rastlanmamistir.

4.3.3 Kollajen salinim galismalari

Himik asit-aljinat ve aljinat hidrojellerin kollajen tip 1 ve kollojen tip 3 sentezine olan
etkilerinin degerlendirilmesiicin L929 hiicre hattiile calisilarak elisa kitleri (Mybiosource,
Mouse Collagen Type |, Col | ELISA Kit ve Mybiosource, Mouse Collagen Type IlI, ELISA
Kit) kullanilmistir. Elisa kitleri kullanilarak elde edilen absorbans degerleri tespit
edilmistir. Elde edilen absorbans degerleri standart (Sekil 4.17 ve cizelge 4.19)

grafiklerinden yaralanilarak kollajen tip 1 ve tip 3 konsantrasyonlari belirlenmistir.

4.3.3.1 Kollejen Tip 1 salinimi

Himik asit-aljinat bazl hidrojel, aljinat bazli hidrojel ve hidrojele maruz birakilmamis
(kontrol grubu) hiicre ekstraklarindan olusan ¢ grubun kollejen tip 1 konstrasyonlari
Sekil 4.17'daki gibi belirlenmistir. Negatif kontrol grubunun kollajen tip 1 konstrasyonu
13,13 ng/mL (standart hata= + 0,39), aljinat bazh hidrojel iceren grubun kollajen tip 1
konstrasyonu 13,59 ng/mL (standart hata=+ 0,85), hiimik asit-aljinat bazli hidrojel iceren
grubun kollajen tip 1 konsantrasyonu 11,19 ng/mL (standart hata= * 0,52)olarak

hesaplanmistir. Bu calisma sekiz tekrarh olarak yapilmistir.

Kontrol grubu ve aljinat bazl hidrojele maruz birakilmis 6rnekler arasinda kollajen tip 1
seviyeleri arasinda istatistiksel olarak énemli bir fark bulunmamistir (P>0,05). Kontrol

grubu ve hiimik asit-aljinat bazli hidrojele maruz birakilmis 6rnekler arasinda kollajen tip
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1 seviyeleri arasinda istatistiksel olarak dnemli bir fark bulunmus (P=0,01) olup, hiimik

asit-aljinat bazh hidrojelin kollajen tip 1 salinimini 1,94ng/mL azalttigi tespit edilmistir.
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Sekil 4.18 Hidrojellerin kollojen tip 1 sentezine etkisi
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4.3.3.2 Kollajen Tip 3 salinimi

Kollojen Tip 3 Standart
1,4 -
—_ 1'2 i y= 0,005X
£ R2=0,9771
<) 1
<
= 08
[
3 06
2 04
<
0,2
0 L] L] L] L] 1
0 50 100 150 200 250 300
Kollajen Tip 3 (ng/ml)
Sekil 4.19 Kollajen tip 3 igin standart grafigi
30 1 *Ak o
1
_ 254 | !
g 1 :
5 20 = L
o
2 15 -
c
2
= 10 -
G
~
5 -
0 L] L] 1
Negatif Kontrol Alg Alg-HA
Hidrojel

Sekil 4.20 Hidrojellerin kollojen tip 3 sentezine etkisi

Himik asit-aljinat bazl hidrojel, aljinat bazli hidrojel ve hidrojele maruz birakilmamis
(kontrol grubu) hiicre ekstraktlarindan olusan li¢ grubun kollejen tip 3 konstrasyonlari

Sekil 4.19'daki gibi belirlenmistir. Negatif kontrol grubunun kollajen tip 3 konstrasyonu
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24 ng/mL (standart hata= * 2,84), aljinat bazlh hidrojel iceren grubun kollajen tip 3
konstrasyonu 20,28 ng/mL (standart hata=+0,99), hiimik asit-aljinat bazli hidrojel iceren
grubun kollajen tip 3 konstrasyonu 27,09 ng/mL (standart hata= + 1,47) olarak

hesaplanmistir. Bu ¢alisma sekiz tekrarh olarak yapilmistir.

Kontrol grubu ve aljinat bazl hidrojele maruz birakilmis 6rnekler arasinda kollajen tip 3
seviyeleri arasinda istatistiksel olarak énemli bir fark bulunmamistir (P>0,05). Kontrol
grubu ve hiimik asit-aljinat bazh hidrojele maruz birakilmis 6rnekler arasinda kollajen tip

3 seviyeleri arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark bulunmamistir (P>0,05).

4.3.4 Antioksidant kapasite ¢alismalari

Hlmik asit-aljinat ve aljinat hidrojellerin total anti-oksidant kapasitesine olan etkilerinin
degerlendirilmesi igin 50uM, 100uM ve 200uM H20; kullanilarak oksidatif strese maruz
birakilan HaCaT hiicre hatti ile calisilarak TAS kiti(Rel assay, Total Antioxidant Status kit)
kullanilmistir. TAS kiti kullanilarak elde edilen absorbans degerleri tespit edilmistir. Elde
edilen absorbans degerlerinden firmanin 6nerdigi metod kullanilarak anti-oksidant

kapasite belirlenmistir (Sekil 4.21).

Himik asit-aljinat bazli hidrojel, aljinat bazli hidrojel ve hidrojele maruz birakilmamis
(kontrol grubu) hiicre ekstraklarindan olusan tg grubun, 50uM, 100 uM ve 200uM H;0;
kullanilarak oksidatis stress maruz birakilan 3 farkli HaCaT hiicre hatti grubunun anti
oksidant kapasiteleri Sekil 4.20°daki gibi belirlenmistir. 50uM kullanilarak oksidatif
strese maruz birakilan hiicrelerdeki negatif kontrol grubunun anti-oksidant kapasitesi
0,27 nM (standart hata = + 0,06), aljinat bazli hidrojel iceren grubun anti-oksidant
kapasitesi 0,13nM (standart hata = + 0,02), hiimik asit-aljinat bazli hidrojel iceren grubun
anti-oksidant kapasitesi 0,27nM (standart hata = + 0,03), olarak hesaplanmistir. Negatif
kontrol ve ajinat iceren hidrojel grubu arasinda istatiksel olarak anlaml bir fark
bulunmaktadir (P<0,05) ve aljinat bazli hidrojelin anti-oksidant kapasiteyi 0,14 nM
azalttig tespit edilmistir. Negatif kontrol ve himik asit-ajinat iceren hidrojel grubu

arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir (P>0,05).
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100uM kullanilarak oksidatif strese maruz birakilan hucrelerdeki negatif kontrol
grubunun anti-oksidant kapasitesi 0,34nM (standart hata = £ 0,08), aljinat bazli hidrojel
iceren grubun anti-oksidant kapasitesi 0,22nM (standart hata = + 0,03), himik asit-
aljinat bazli hidrojel iceren grubun anti-oksidant kapasitesi 0,25nM (standart hata =
0,05), olarak hesaplanmistir. Negatif kontrol ve ajinat iceren hidrojel grubu arasinda
istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir (P>0,05). Negatif kontrol ve hiimik
asit-aljinat iceren hidrojel grubu arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark

bulunmamaktadir (P>0,05). Bu ¢alisma sekiz tekrarli olarak yapiimistir.
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Sekil 4.21 Hidrojellerin antioksidant kapasitesi

200uM kullanilarak oksidatif strese maruz birakilan hicrelerdeki negatif kontrol
grubunun anti-oksidant kapasitesi 0,39 nM (standart hata = + 0,03), aljinat bazl hidrojel
iceren grubun anti-oksidant kapasitesi 0,29nM (standart hata = + 0,04), hiimik asit-
aljinat bazli hidrojel iceren grubun anti-oksidant kapasitesi 0,25nM (standart hata =
0,04), olarak hesaplanmistir. Negatif kontrol ve ajinat iceren hidrojel grubu arasinda
istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir (P>0,05). Negatif kontrol ve hiimik
asit-ajinat iceren hidrojel grubu arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmaktadir
(P<0,05) ve himik asit-aljinat bazl hidrojelin anti-oksidant kapasiteyi 0,14 nM azalttig
tespit edilmistir.
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Hidrojen peroksit konsantrasyonu artikca negatif kontrol ve aljinat iceren hidrojel
grubunda antioksidantlarin miktari artmistir. Bununla birlikte hidrojen peroksit
konsantrasyonu arttikca himik asit-aljinat iceren hidrojel grubunda antioksidantlarin
miktarlarinda anlamh bir artis goriilmemistir (Sekil 4.21). Bu durum hiimik asit-aljinat
iceren hidrojel uygulanmis grupta huicrelerin korunmasi igin antioksidantlarin
tikendigini gostermektedir. Sonug olarak himik asit katkisinin oksidant-antioksidant

dengesinde, hiicreleri oksidatif stresden korumak igin etkili oldugu anlasgilimistir.

Hilimik asit gibi bircok hiimik bilesigin anti-oksidant etkisi oldugu literatirde belirtilmistir
[99], [100]. Ozellikle bitkiler izerinde yapilan ¢cok sayidaki arastirmada hiimik asidin
antioksidant 6zelligi belirtilmistir [101], [102]. Himik bilesiklerin igine bulunan radikal
gruplari sayesinde H;0; gibi reaktif oksijen tlrevlerini, zarar hale getirdigi bilinmektedir
[103]. Humik asit-aljinat bazl hidrojelin anti-oksidant kapasitesiyi arttirarak hiicreleri
oksidadif stresten korudugunu goésteren sonuglarimiz literatirdeki bilgilerle

uyusmaktadir.

4.4 Tartisma

Humik asit Uzerinde vyapilan sitotoksisite calismalari sonucunda, 125 pg/mL
konsantrasyonda hiicre canliligi % 100 ¢ikmis ve hiicreler igin toksik bir etkisi olmadigi
gozlenmistir. Karakterizasyon c¢alismalarinda hidrojellerin gbézenek boyutlarinin
literatlirdeki 6rneklerine benzer oldugu tespit edilmistir. Himik asidin ylzey alanini
arttirdigl BET analizi ile tespit edilmistir. Yapinin termogrevimetrik ve diferansiyel termo
analizleri sonucunda da bir yara ortlii malzemesi icin uygun degerler icerisinde oldugu

belirlenmistir. Himik asidin sisme ve biyodegredayonu arttigi tespit edilmistir.

Sentezlenen hidrojellerin her ikisinden L929 ve HaCat hiicre hatlari tizerinde toksik etki
gostermedigi iki farkli sitotoksisite testleriyle belirlenmistir. Ayni sekilde makrofajlar
Uzerinde yapilan MTT sitotoksisite testinde de hiicre canliiginda anlamh bir fark
olmadigl bulunmustur. Hidrojellerin yara iyilesmesi icin 6nemli olan sitokinlerden
interldkin-1B salimimini azaltirken TNFa saliniminda anlamli bir degisiklige neden
olmadigl bulunmustur. Himik asit iceren hidrojel, kollejen tip 1 saliniminda azalmaya
neden olurken her iki hidrojel de kollajen tip 3 saliniminda anlamli bir degisliklige neden

olmamistir. Son olarak hidrojellerin antioksidant kapasiteyi arttigi gortlmustiir. Tim bu
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veriler goz 6nline alindiginda hiimik asit-aljinat iceren hidrojelin umut vaad eden bir yara

ortli malzemesi oldugu soylenebilir.
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EK-A

ISTATIKSEL HESAPLAMALAR (SITOTOKSISITE)

Deneylerde elde edilen ham veriler exell (Microsoft Office 2016) programi kullanilarak
islenmistir. Verierin istatiksel hesaplamalarinin yapilmasi amaciyla exell’in veri
¢Ozlimleme aracg takimindan yararlaniimistir. Veri ¢coziimleme arac takimiicinde bulunun
tanimlayici istatik ve t-testi (esit varyanslar ve esit olmayan varyanslar) araclari
kullanilmistir. Bu ¢calismadaki grafiklerde yer alan veriler ve standart hatalar tanimlayici
istatik araci kullanlarak hesaplanmistir. P degerleri ise t-testi (esit varyanslar ve esit

olmayan varyanslar) araci kullanilarak hesaplanmistir.

A-1 HaCaT hiicre hatti Gizerinde yapilan MTT testinin istatiksel hesabi

Bu bolim HaCaT hiicre hatti lzerinde yapilan MTT testinin istatiksel hesabini

icermektedir (Cizelge A.1).
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Cizelge A.1 HaCaT hiicrelerin canlilk ylizdelerini (MTT)hesaplamak igin kullanilan
tanimlayaci istatistik araci

Negatif kontrol Pozitif Kontrol Alg Alg-HA
Ortalama 100,00 Ortalama 21,24 Ortalama 88,40 Ortalama 91,46
Standart + 5,49 Standart - 0,37 Standart 2,31 Standart + 2,51
Ortanca 104,43 Ortanca 20,79 Ortanca 86,85 Ortanca 92,75
Kip #YOK Kip 21,91 Kip #YOK Kip #YOK
Standart S 12,28 Standart S 0,98 Standart S 5,17 Standart S 6,15
Ornek Var 150,78 Ornek Var 0,96 Ornek Var 26,74 Ornek Var 37,86
Basiklik -1,61 Basikhk -1,12 Basiklk 2,22 Basiklik -0,93
Carpiklik -0,72 Carpikhk 0,62 Carpiklik 1,52 Carpiklik -0,06
Aralik 27,83 Aralik 2,58 Aralik 12,58 Aralik 15,96
En Blyuk 82,83 En Blyuk 20,22 En Blyuk 84,38 En Blyuk 84,16
En Klglk 110,67 En Klglk 22,81 En Klgluk 96,97 En Kliglik 100,11
Toplam 500,00 Toplam 148,65 Toplam 442,02 Toplam 548,76
Say 5,00 Say 7,00 Say 5,00 Say 6,00
Guvenirlik 15,25 Guvenirlik 0,90 Glvenirlik 6,42 Guvenirlik 6,46

Negatif kontrol Pozitif Kontrol Alg Alg-HA

Cizelge A.2 Tanimlayici istatiklikle elde edilen verilen degerlendirilmesi (HaCaT MTT)

VA2

Fhesap

Ftablo

Negatif kontrol

22733,95

9,20

Pozitif Kontrol

0,91

24912,98

Alg
715,11

31,79

2,00

Alg-HA
1433,68

15,86

Tanimlayici istatik kullanilarak elde edilen verilerden olan 6rnek varyansin karesi

alinmistir. Ornek varyanslarin karelerinin orani Fhesap (Cizelge A.2) degerini

vermektedir.

Ftablo (Cizelge A.2) exell igindeki Fters (Cizelge A.2) isleminden

hesaplanmistir. Fhesap degeri Ftablo degerinden buylk ise t-testi esit olmayan

varyanslara gore yapilmistir. Ftablo degeri Fhesap degerinden blyik ise t-testi esit

varyanlara gore yapilmistir.
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Cizelge A.3 t-testi sonuglari (HaCaT MTT)

Negatif-pozitif kontrol ***

Ortalama 100,00 21,24
Varyans 150,78 0,96
Gozlem 5,00 7,00
Ongoriiler 0,00
df 4,00
t Stat 14,31
P(T<=t) te 0,00
t Kritik tek 2,13
P(T<=t) iki 0,00
t Kritik iki- 2,78
Al-AIHA
Ortalama 88,40 91,46
Varyans 26,74 37,86
Gozlem 5,00 6,00
Birikimli v 32,92
Ongoriiler 0,00
df 9,00
t Stat -0,88
P(T<=t) te 0,20
t Kritik tek 1,83
P(T<=t) iki 0,40
t Kritik iki- 2,26

T-testi sonuglarina gére P degerleri elde edilmistir (Cizelge A.3). P>0,05 ise karsilastirilan
iki griup arasinda istatiksel acidan anlaml bir farkin olmadigi, P<0,05 ise karsilastirilan iki

griup arasinda istatiksel agidan anlamli bir farkin oldugu belirtilmistir. 0,01<P<0,05 ise

negatif kontrol-alg

Ortalama
Varyans
GoOzlem
Ongoriiler
df

t Stat
P(T<=t) te
t Kritik tek
P(T<=t) iki
t Kritik iki-

100,00
150,78
5,00
0,00
5,00
1,95
0,05
2,02
0,11
2,57

88,40
26,74
5,00

Negatif kontrol-algHA

Ortalama
Varyans
Gozlem
Ongoriiler
df

t Stat
P(T<=t) te
t Kritik tek
P(T<=t) iki
t Kritik iki-

100,00
150,78
5,00
0,00
6,00
1,41
0,10
1,94
0,21
2,45

91,46
37,86
6,00

(*), P=0,01 ise (**) ve P<0,01 ise (***) isaretleri kullaniimistir (Cizelge A.3).

A-2 1929 hiicre hatti lizerinde yapilan MTT testinin istatiksel hesabi

Bu b6lim L929 hiicre hatti lizerinde yapilan MTT testinin istatiksel hesabini icermektedir

(Cizelge A.4).
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Cizelge A.4 1929 hiicrelerin canlilk yizdelerini (MTT) hesaplamak igin kullanilan
tanimlayaci istatistik araci

Negatif kontrol

Ortalama 100,68
Standart 2,04
Ortanca 100,91
Kip H#YOK

Standart S 4,57
Ornek Var 20,87

Basiklik 1,50
Carpiklik 0,23
Aralik 12,73

En Buyuk 94,55
En Kiglik 107,27
Toplam 503,41
Say 5,00
Glvenirlik 5,67

Pozitif Kontrol

Ortalama 16,95
Standart + 0,29
Ortanca 16,70
Kip 16,70
Standart S 0,72
Ornek Var 0,52

Basiklik 2,95
Carpiklik 1,62
Aralik 2,05

En Buyuk 16,25
En Kiglk 18,30
Toplam 101,70
Say 6,00
Guvenirlik 0,76

Alg

Ortalama 92,61
Standart 2,19
Ortanca 90,91
Kip H#YOK

Standart S 4,89
Ornek Var 23,93

Basiklik -1,13
Carpiklik 0,81
Aralik 11,36

En Buyuk 88,30
En Kiiglik 99,66
Toplam 463,07
Say 5,00
Guvenirlik 6,07

Alg-HA

Ortalama 100,80
Standart 2,32
Ortanca 99,77
Kip #YOK
Standart S 4,02
Ornek Var 16,15
Basiklik  #SAYI/0!
Carpiklik 1,07
Aralik 7,84
En Blyuk 97,39
En Kiguk 105,23
Toplam 302,39
Say 3,00
Guvenirlik 9,98

Tanimlayici istatik kullanilarak elde edilen verilerden olan 6rnek varyansin karesi

alinmistir. Ornek varyanslarin karelerinin orani Fhesap (Cizelge A.5) degerini

vermektedir. Ftablo (Cizelge A.5) exell icindeki Fters (Cizelge A.5) isleminden

hesaplanmistir. Fhesap degeri Ftablo degerinden bulylik ise t-testi esit olmayan

varyanslara gore yapilmistir. Ftablo degeri Fhesap degerinden blyik ise t-testi esit

varyanlara gore yapilmistir.

Cizelge A.5 Tanimlayici istatiklikle elde edilen verilen degerlendirilmesi (L929 MTT)

Negatif kontrol
VA2 435,46
Fhesap
Ftablo 39,33

Pozitif Kontrol

0,27

1618,64

Alg
572,87

1,32

2,20

Alg-HA
260,97

1,67

T-testi sonuclarina gore P degerleri elde edilmistir (Cizelge A.6). P>0,05 ise karsilastirilan

iki griup arasinda istatiksel acidan anlaml bir farkin olmadigi, P<0,05 ise karsilastirilan iki

griup arasinda istatiksel agidan anlamli bir farkin oldugu belirtilmistir. 0,01<P<0,05 ise

(*), P=0,01 ise (**) ve P<0,01 ise (***) isaretleri kullanilmistir (Cizelge A.6).



Cizelge A.6 T-testi sonuglari (L929 MTT)

N. Kontrol-P.kontrol *** N.kontrol-Alg *
Ortalama 100,68 16,95 Ortalama 100,68 92,61
Varyans 20,87 0,52 Varyans 20,87 23,93
GOzlem 5,00 6,00 Gozlem 5,00 5,00
Ongoriiler 0,00 Birikimli v 22,40
df 4,00 Ongoriiler 0,00
t Stat 40,57 df 8,00
P(T<=t) te 0,00 t Stat 2,70
t Kritik tek 2,13 P(T<=t) te 0,01
P(T<=t) iki 0,00 t Kritik tek 1,86
t Kritik iki- 2,78 P(T<=t) iki 0,03

t Kritik iki- 2,31

Alg-AlgHA * N.kontrol-AlgHA

Ortalama 92,61 100,80 Ortalama 100,68 100,80
Varyans 23,93 16,15 Varyans 20,87 16,15
Gozlem 5,00 3,00 GOzlem 5,00 3,00
Birikimli v 21,34 Birikimli v 19,30
Ongoriler 0,00 Ongoriiler 0,00
df 6,00 df 6,00
t Stat -2,43 t Stat -0,04
P(T<=t) te 0,03 P(T<=t) te 0,49
t Kritik tek 1,94 t Kritik tek 1,94
P(T<=t) iki 0,05 P(T<=t) iki 0,97
t Kritik iki- 2,45 t Kritik iki- 2,45

A-3 HaCaT hiicre hatti lizerinde yapilan Nétral Red testinin istatiksel hesabi

Bu bolim HaCaT hiicre hatti lizerinde yapilan Notral Red testinin istatiksel hesabini

icermektedir (Cizelge A.7).
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Cizelge A.7 HaCaT hiicrelerin canlilk ylizdelerini (N6tral Red) hesaplamak igin kullanilan
tanimlayaci istatistik araci

N.kontrol P. Kontrol Alg-HA Alg
Ortalama 99,99|Ortalama 34,21|Ortalama 77,77|Ortalama 82,03
Standart H 4. 79|Standart H 1,15(Standart H 3,51|Standart H 1,81
Ortanca 103,57|0Ortanca 33,89(Ortanca 71,38|Ortanca 82,28
Kip #YOK [Kip #YOK [Kip #YOK [Kip #YOK
Standart S 13,55(Standart S 3,24|Standart S 9,29|Standart S 5,13
Ornek Van  183,65|0Ornek Van 10,49|Ornek Van 86,29(Ornek Van 26,34
Basiklk 2,51|Basiklik 0,73|Basiklik -2,07|Basiklik 1,30
Carpiklik -1,41|Carpiklik 1,03|Carpiklik 0,58|Carpiklik 0,88
Aralik 43,75|Aralik 9,68|Aralik 20,95|Aralik 16,48
En Blyuk 71,53|En Buyuk 30,75|En Buyuk 69,60|En Buyuk 75,59
En Kiguk 115,27|En Kiguk 40,43|En Kigik 90,55(En Kigik 92,07
Toplam 799,94 | Toplam 273,66 Toplam 544,38| Toplam 656,22
Say 8,00(Say 8,00(Say 7,00(Say 8,00
Guwvenirlik 11,33|Glwvenirlik 2,71|Gluvenirlik 8,59|Glivenirlik 4,29

Tanimlayici istatik kullanilarak elde edilen verilerden olan 6rnek varyansin karesi
alinmistir.  Ornek varyanslarin karelerinin orani Fhesap (Cizelge A.8) degerini
vermektedir. Ftablo (Cizelge A.8) excel icindeki Fters (Cizelge A.8) isleminden
hesaplanmistir. Fhesap degeri Ftablo degerinden blylk ise t-testi esit olmayan
varyanslara gore yapilmistir. Ftablo degeri Fhesap degerinden blyilk ise t-testi esit

varyanslara gore yapiimistir.

Cizelge A.8 Tanimlayici istatiklikle elde edilen verilen degerlendirilmesi (HaCaT Notral

Red)
N.kontrol P. Kontrol Alg-HA Alg
V2 33726,61 110,03 7445,68 693,76
Fhesap 306,51 4,53 48,61
10,73
Ftablo 4,99

T-testi sonuclarina gore P degerleri elde edilmistir (Cizelge A.9). P>0,05 ise karsilastirilan
iki griup arasinda istatiksel agidan anlamli bir farkin olmadigi, P<0,05 ise karsilastirilan iki
griup arasinda istatiksel agidan anlamli bir farkin oldugu belirtilmistir. 0,01<P<0,05 ise

(*), P=0,01 ise (**) ve P<0,01 ise (***) isaretleri kullanilmistir (Cizelge A.9).
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Cizelge A.9 t-testi sonuglari (HaCaT No6tral Red)

N.kontrol-Alg ***
N.kontrol-P.kontrol ***

Degisken 1Degisken 2

Degisken 1Degisken 2 Ortalama 99,99 82,03

Ortalama 99,99 34,21 Varyans 183,65 26,34

Varyans 183,65 10,49 Gozlem 8,00 8,00
Gozlem 8,00 8,00 Birikimli Vi 104,99
Ongériilen 0,00 Ongériilen 0,00
df 8,00 df 14,00
t Stat 13,35 t Stat 3,51
P(T<=t) tel 0,00 P(T<=t) tel 0,00
t Kritik tek: 1,86 t Kritik tek: 1,76
P(T<=t) iki 0,00 P(T<=t) iki 0,00
t Kritik iki-t 2,31 t Kritik iki-1 2,14
N.kontrol-AlgHA*** Alg-AlgHA

Degisken 1Degisken 2 Degisken 1Degisken 2

Ortalama 99,99 77,77 Ortalama 82,03 77,77
Varyans 183,65 73,96 Varyans 26,34 73,96
Gozlem 8,00 8,00 Gozlem 8,00 8,00
Ongorilen 0,00 Ongoriilen 0,00
df 12,00 df 11,00
t Stat 3,92 t Stat 1,20
P(T<=t) tel 0,00 P(T<=t) tel 0,13
t Kritik tek: 1,78 t Kritik tek: 1,80
P(T<=t) iki 0,00 P(T<=t) iki 0,25
t Kritik iki-t 2,18 t Kritik iki-t 2,20

A-4 1929 hiicre hatti Gizerinde yapilan Notral Red testinin istatiksel hesabi

Bu bolim L929 hiicre hatti Gzerinde yapilan Notral Red testinin istatiksel hesabini

icermektedir (Cizelge A.10).

Tanimlayici istatik kullanilarak elde edilen verilerden olan 6rnek varyansin karesi
alinmistir. Ornek varyanslarin karelerinin orani Fhesap (Cizelge A.11) degerini
vermektedir. Ftablo (Cizelge A.11) exell icindeki Fters (Cizelge A.11) isleminden
hesaplanmistir. Fhesap degeri Ftablo degerinden blyilk ise t-testi esit olmayan
varyanslara gore yapilmistir. Ftablo degeri Fhesap degerinden blyik ise t-testi esit

varyanlara gore yapilmistir.
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Cizelge A.10 L929 hiicrelerin canhlk yizdelerini (Notral Red) hesaplamak igin kullanilan
tanimlayaci istatistik araci

N.kontrol P.Kontrol Alg-Ha Alg
Ortalama 99,99 Ortalama 15,52 Ortalama 89,62 Ortalama 88,16
Standart H 1,81 Standart H 0,42 Standart H 4,32 Standart H 4,25
Ortanca 101,20 Ortanca 15,63 Ortanca 93,64 Ortanca 91,07
Kip #YOK Kip #YOK Kip #YOK Kip #YOK
Standart S 4,80 Standart S 1,20 Standart S 11,44 Standart S 11,23
Ornek Van 23,00 Ornek Van 1,43 Ornek Van 130,84 Ornek Van 126,21
Basiklk -1,81 Basiklik 0,05 Basiklik -0,47 Basiklik -0,42
Carpiklik -0,45 Carpiklik -0,83 Carpiklik -0,04 Carpiklik -0,97
Aralik 11,70 Aralik 3,45 Aralik 34,19 Aralik 29,41

En Biyiik 93,28 En Biiyiik 13,31 En Biiyik 72,66 En Bilyiik 69,24
EnKigik 104,98 En Kiicik 16,76 En Kicik 106,85 En Kiicik 98,66

Toplam 699,95 Toplam 124,16 Toplam 627,32 Toplam 617,09
Say 7,00 Say 8,00 Say 7,00 Say 7,00
Gulvenirlik 4,44 Glvenirlik 1,00 Guwvenirlik 10,58 Guwvenirlik 10,39

T-testi sonuglarina gore P degerleri elde edilmistir (Cizelge A.12). P>0,05 ise
karsilastirilan iki griup arasinda istatiksel agidan anlamli bir farkin olmadigi, P<0,05 ise
karsilastirilan iki griup arasinda istatiksel agidan anlamli bir farkin oldugu belirtilmistir.
0,01<P<0,05 ise (*), P=0,01 ise (**) ve P<0,01 ise (***) isaretleri kullaniimistir (Cizelge
A.12).

Cizelge A.11 Tanimlayici istatiklikle elde edilen verilen degerlendirilmesi (L929 No6tral

Red)
| N.kontrol P.Kontrol Alg-Ha Alg
V12 528,98 2,04 17120,23 15928,10
Fhesap 259,08 32,36 30,11

1,07
Ftablo 4,99
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Cizelge A.12 t-testi sonuglari (L929 Notral Red)

N.kontrol-P.kontrol *** N.kontrol-Alg **
Degisken 1Degisken 2 Degisken 1Degisken 2
Ortalama 99,99 15,52 Ortalama 99,99 88,16
Varyans 19,71 1,43 Varyans 19,71 108,18
Gozlem 8,00 8,00 Gozlem 8,00 8,00
Ongoériilen 0,00 Ongdriilen 0,00
df 8,00 df 9,00
t Stat 51,96 t Stat 2,96
P(T<=t) tel 0,00 P(T<=t) tel 0,01
t Kritik tek: 1,86 t Kritik tek: 1,83
P(T<=t) iki 0,00 P(T<=t) iki 0,02
t Kritik iki-t 2,31 t Kritik iki-1 2,26
N.kontrol-AlgHA * Alg-ALIgHA
Degisken 1Degisken 2 Degisken 1Degisken 2
Ortalama 99,99 89,62 Ortalama 88,16 89,62
Varyans 19,71 112,15 Varyans 108,18 112,15
Gozlem 8,00 8,00 Gozlem 8,00 8,00
Ongoériilen 0,00 Ongbriilen 0,00
df 9,00 df 14,00
t Stat 2,56 t Stat -0,28
P(T<=t) tel 0,02 P(T<=t) tel 0,39
t Kritik tek: 1,83 t Kritik tek: 1,76
P(T<=t) iki 0,03 P(T<=t) iki 0,78
t Kritik iki-t 2,26 t Kritik iki-1 2,14
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EK-B

ISTATIKSEL HESAPLAMALAR (iMMUNOTOKSISITE)

B-1 Makrofaj hiicreleri iizerinde yapilan MTT testinin istatiksel hesabi

Bu bolim makrofaj hicreleri Uzerinde yapilan MTT testinin istatiksel hesabini

icermektedir (Cizelge B.1).

Cizelge B.1 Makrofaj hiicrelerinin canlilik yiizdelerini (MTT) hesaplamak igin kullanilan
tanimlayici istatistik araci

AlgHA
Ortalama 98,36
Standart H 3,82
Ortanca 95,52
Kip #YOK
Standart S 10,79
Ornek Van 116,49
Basiklik -0,16
Carpikhk 0,60
Aralik 32,52
En Blyuk 84,66
En Kuguk 117,19
Toplam 786,84
Say 8,00
Guwvenirlik 9,02

Alg
Ortalama 95,43
Standart H 6,51
Ortanca 98,40
Kip #YOK
Standart S 18,42
Omek Van 339,47
Basiklk -0,66
Carpikhk -0,73
Aralik 47,86
En Blyuk 67,80
En Kigik 115,67
Toplam 763,45
Say 8,00
Glwvenirlik 15,40

Negatif Kontrol

Pozitif Kontrol

Ortalama 100,01 (Ortalama
Standart H 2,16(Standart H
Ortanca 100,16(Ortanca
Kip #YOK [Kip
Standart S 6,12|Standart S
Ornek Van 37,49|0rnek Van
Basiklk -0,51|Basiklik
Carpikhk 0,02(Carpikhk
Aralik 18,01|Aralik

En Blyuk 91,78|En Blyuk
En Kuguk 109,79(En Kuguk
Toplam 800,04 |Toplam
Say 8,00|Say
Guwvenirlik 5,12|Glvenirlik

16,80
2,24
17,48

#YOK

6,33
40,07
0,80
-0,27
21,09
5,55
26,64
134,42
8,00
5,29

Tanimlayici istatik kullanilarak elde edilen verilerden olan 6rnek varyansin karesi

alinmistir.  Ornek varyanslarin  karelerinin orani

Fhesap

(Cizelge B.2)

degerini

vermektedir. Ftablo (Cizelge B.2) Excel igindeki Fters (Cizelge B.2) isleminden
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hesaplanmistir. Fhesap degeri Ftablo degerinden bulylik ise t-testi esit olmayan
varyanslara gore yapilmistir. Ftablo degeri Fhesap degerinden biyik ise t-testi esit

varyanlara gore yapilmistir.

Cizelge B.2 Cizelge Tanimlayici istatiklikle elde edilen verilen degerlendirilmesi
(Makrofaj MTT)

Negatif kontrol pozitif kontrol Alg Alg-ha
V2 1405,13 1605,38 115238,03 13570,36
Fhesap 1,14 82,01 9,66
8,49
Ftablo 4,99

T-testi sonuglarina gore P degerleri elde edilmistir (Cizelge B.3). P>0,05 ise karsilastirilan
iki griup arasinda istatiksel agidan anlamli bir farkin olmadigi, P<0,05 ise karsilastirilan iki
griup arasinda istatiksel agidan anlamli bir farkin oldugu belirtilmistir. 0,01<P<0,05 ise

(*), P=0,01 ise (**) ve P<0,01 ise (***) isaretleri kullaniimigtir (Cizelge B.3).

Cizelge B.3 t-testi sonuclari (Makrofaj MTT)

Negatif pozitif Alg-algha
Ortalama 95,43 98,36
Ortalama 100,01 16,80 Varyans 339,47 116,49
Varyans 37,49 40,07 Gozlem 8,00 8,00
Gozlem 8,00 8,00 Ongdriilen 0,00
Birikimli Vi 38,78 df 11,00
Ongériilen 0,00 t Stat -0,39
df 14,00 P(T<=t) tek 0,35
t Stat 26,72 t Kritik tek- 1,80
P(T<=t) tel 0,00 P(T<=t) iki- 0,71
t Kritik tek: 1,76 t Kritik iki-L 2,20
P(T<=t) iki 0,00
t Kritik iki-| 2,14
Alg-negatif kontrol algha-negatif k ontrol
Ortalama 95,43 100,01 Ortalama 98,36 100,01
Varyans 339,47 37,49 Varyans 116,49 37,49
Gozlem 8,00 8,00 Gozlem 8,00 8,00
Ongériilen 0,00 Ongoriilen 0,00
df 9,00 df 11,00
t Stat -0,67 t Stat -0,38
P(T<=t) tel 0,26 P(T<=t) tek 0,36
t Kritik tek: 1,83 t Kritik tek- 1,80
P(T<=t) iki 0,52 P(T<=t) iki- 0,71
t Kritik iki-1 2,26 t Kritik iki-L 2,20
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B-2 interl6kin-1B salinimi

interlékin-1B salinim seviyelerinin belirlenmesi ilk énce konstantrasyonlari bilinen
standartlari optik yogunluk O6lciimiine gore standart grafigi cizilmistir. Standart
grafiginden excel kullanilarak egim denklemi (Sekil 4.12) elde edilmistir. Egim
grafiginden elde edilen formile kullanilarak eliza reader’da okunan optik yogunluk

degerlerinden 6rneklerin icindeki IL-1B konstrasyon degerleri elde edilmistir.

Egim dekleminden elde edilen IL-1B konstrasyon degerlerinin tanimlayici istatistik araci

kullanilarak ortalamalarina ve standart hata degerlerine ulasiimistir (Cizelge B.4).

Cizelge B.4 IL-1B konstrasyon degerlerini hesaplamak icin kullanilan tanimlayici
istatistik araci

Negatif Kontrol Alg AlgHA
Ortalama 9,38 Ortalama 13,02 Ortalama 14,20
Standart H 0,30 Standart H 0,26 Standart H 0,35
Ortanca 9,18 Ortanca 13,09 Ortanca 14,21
Kip #YOK Kip #YOK Kip #YOK
Standart S 0,84 Standart S 0,72 Standart S 0,99
Ornek Van 0,71 Ornek Van 0,52 Ornek Van 0,99
Basiklik 1,24 Basiklik -0,29 Basiklik -1,39
Carpiklik 0,63 Carpiklik -0,38 Carpiklik 0,21
Aralik 2,85 Aralik 2,20 Aralik 2,61
En Buyik 8,11 En Buyik 11,79 En Buyik 12,98
En Kigik 10,97 En Kigik 13,98 En K¢k 15,59
Toplam 75,05 Toplam 104,18 Toplam 113,61
Say 8,00 Say 8,00 Say 8,00
Glivenirlik 0,71 Glvenirlik 0,60 Guvenirlik 0,83

Tanimlayici istatik kullanilarak elde edilen verilerden olan 6rnek varyansin karesi
alinmistir.  Ornek varyanslarin karelerinin orani Fhesap (Cizelge B.5) degerini
vermektedir. Ftablo (Cizelge B.5) Excel icindeki Fters (Cizelge B.5) isleminden
hesaplanmistir. Fhesap degeri Ftablo degerinden bulylik ise t-testi esit olmayan
varyanslara gore yapilmistir. Ftablo degeri Fhesap degerinden blyik ise t-testi esit

varyanlara gore yapilmistir.

Cizelge B.5 Tanimlayici istatiklikle elde edilen verilen degerlendirilmesi (IL-18)

Negatif Kontrol Alg AlgHA
V"2 0,51 0,27 0,97
Fh 1,86 1,92
Ft 4,99 3,57
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T-testi sonuglarina gore P degerleri elde edilmistir (Cizelge B.6). P>0,05 ise karsilastirilan
iki griup arasinda istatiksel agidan anlamli bir farkin olmadigi, P<0,05 ise karsilastirilan iki
griup arasinda istatiksel agcidan anlamli bir farkin oldugu belirtilmistir. 0,01<P<0,05 ise

(*), P=0,01 ise (**) ve P<0,01 ise (***) isaretleri kullanilmistir (Cizelge B.6).

Cizelge B.6 t-testi sonuglari (IL-1pB)

Negatif Kontrol-Alg *** Negatif Kontrol-AlgHA *** Alg-AlgHA **

Degisken 1Degisken 2 Degisken 1Degisken 2 Degisken 1Degisken 2
Ortalama 9,38 13,02 Ortalama 9,38 14,20 Ortalama 13,02 14,20
Varyans 0,71 0,52 Varyans 0,71 0,99 Varyans 0,52 0,99
Gozlem 8,00 8,00 Gozlem 8,00 8,00 Gozlem 8,00 8,00
Birikimli Vi 0,62 Birikimli Vi 0,85 Birikimli Vi 0,75
Ongbriilen 0,00 Ongériilen 0,00 Ongériilen 0,00
df 14,00 df 14,00 df 14,00
t Stat -9,27 t Stat -10,46 t Stat -2,71
P(T<=t) tel 0,00 P(T<=t) tel 0,00 P(T<=t) tel 0,01
t Kritik tek: 1,76 t Kritik tek: 1,76 t Kritik tek: 1,76
P(T<=t) iki 0,00 P(T<=t) iki 0,00 P(T<=t) iki 0,02
t Kritik iki-t 2,14 t Kritik iki-t 2,14 t Kritik iki-t 2,14

B-3 Timor nekroz faktoru a salinimi

Timor nekroz faktori a salinim seviyelerinin belirlenmesi ilk 6nce konstantrasyonlari
bilinen standartlari optik yogunluk olglimiine gore standart grafigi cizilmistir. Standart
grafiginden excel kullanilarak egim denklemi (Sekil 4.14) elde edilmistir. Egim
grafiginden elde edilen formile kullanilarak eliza reader’da okunan optik yogunluk

degerlerinden 6rneklerin igindeki TNFa konstrasyon degerleri elde edilmistir.

Egim dekleminden elde edilen TNFa konstrasyon degerlerinin tanimlayici istatistik araci

kullanilarak ortalamalarina ve standart hata degerlerine ulasiimistir (Cizelge B.7).
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Cizelge B.7 TNFa konstrasyon degerlerini hesaplamak igin kullanilan tanimlayici

istatistik araci

Negatif Kontrol Alg AlgHA

Ortalama 1160,50 Ortalama 1250,63 Ortalama 1212,50
Standart Hata 101,88 Standart Hata 70,50 Standart Hata 98,63
Ortanca 1138,50 Ortanca 1213,50 Ortanca 1239,50
Kip #YOK Kip #YOK Kip #YOK

Standart Sapma 288,16
Ornek Varyans  83038,57

Standart Sapma 199,39
Ornek Varyans = 39757,41

Standart Sapma 278,96
Ornek Varyans = 77816,00

Basiklik 2,44 Basiklik -1,56 Basiklik 2,52
Carpikhk 1,39 Carpikhk 0,34 Carpikhk -1,26
Aralik 887,00 Aralik 522,00 Aralik 922,00
En Blyuk 879,00 En Buyik 1007,00 En Buyik 632,00
En Kicuk 1766,00 En Kigik 1529,00 En Kigk 1554,00
Toplam 9284,00 Toplam 10005,00 Toplam 9700,00
Say 8,00 Say 8,00 Say 8,00

Glwenirlik Diizey 240,91 Glwenirlik Duzey 166,70 Glwenirlik Duzey 233,21

Tanimlayici istatik kullanilarak elde edilen verilerden olan 6rnek varyansin karesi
alinmistir. Ornek varyanslarin karelerinin orani Fhesap (Cizelge B.8) degerini
vermektedir. Ftablo (Cizelge B.8) Excel icindeki Fters (Cizelge B.8) isleminden
hesaplanmistir. Fhesap degeri Ftablo degerinden bulylik ise t-testi esit olmayan
varyanslara gore yapilmistir. Ftablo degeri Fhesap degerinden blyik ise t-testi esit

varyanlara gore yapilmistir.

Cizelge B.8 Tanimlayici istatiklikle elde edilen verilen degerlendirilmesi (TNFa)

Negatif Kontrol Alg AlgHA |
V2 6895404344,90 1580651706,70 6055329856,00
Fh 0,23 0,88
Ft 4,99 3,83

T-testi sonuclarina gore P degerleri elde edilmistir (Cizelge B.9). P>0,05 ise karsilastirilan
iki griup arasinda istatiksel agidan anlamli bir farkin olmadigi, P<0,05 ise karsilastirilan iki
griup arasinda istatiksel agidan anlamli bir farkin oldugu belirtilmistir. 0,01<P<0,05 ise

(*), P=0,01 ise (**) ve P<0,01 ise (***) isaretleri kullanilmistir (Cizelge B.9).
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Negatif Kontrol-AlgHA

Cizelge B.9 t-testi sonuglari (TNFa)

Negatif Kontrol-Alg *

Degisken 1Degisken 2

Degisken 1Degisken 2

Ortalama 1160,50
Varyans 83038,57
Gozlem 8,00
Birikimli Vi 80427,29
Ongériilen 0,00
df 14,00
t Stat -0,37
P(T<=t) tel 0,36
t Kritik tek: 1,76
P(T<=t) iki 0,72
t Kritik iki-t 2,14

1212,50
77816,00
8,00

Ortalama 1160,50
Varyans 83038,57
Gozlem 8,00
Birikimli Vi 61397,99
Ongériilen 0,00
df 14,00
t Stat -0,73
P(T<=t) tel 0,24
t Kritik tek: 1,76
P(T<=t) iki 0,48
t Kritik iki-t 2,14

1250,63
39757,41
8,00

Degisken 1Degisken 2

Alg-AlgHA
Ortalama 1250,63
Varyans 39757,41
Gozlem 8,00
Birikimli Vi 58786,71
Ongériilen 0,00
df 14,00
t Stat 0,31
P(T<=t) tel 0,38
t Kritik tek: 1,76
P(T<=t) iki 0,76
t Kritik iki-t 2,14

1212,50
77816,00
8,00
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EK-C

ISTATIKSEL HESAPLAMALAR (KOLLAJEN SALINIMI)

C-1 Kollajen tip 1 salinimi

Kollajen tip 1 salinim seviyelerinin belirlenmesi ilk 6dnce konstantrasyonlari bilinen
standartlari optik yogunluk o6lcimiine gore standart grafigi cizilmistir. Standart
grafiginden excel kullanilarak egim denklemi (Sekil 4.16) elde edilmistir. Egim
grafiginden elde edilen formile kullanilarak eliza reader’da okunan optik yogunluk

degerlerinden orneklerin icindeki kollajen tip 1 konstrasyon degerleri elde edilmistir.

Egim dekleminden elde edilen kollajen tip 1 konstrasyon degerlerinin tanimlayici
istatistik araci kullanilarak ortalamalarina ve standart hata degerlerine ulasiimistir

(Cizelge C.1).

Cizelge C.1 Kollajen tip 1 konstrasyon degerlerini hesaplamak icin kullanilan tanimlayici
istatistik araci

HA Alg Neg
Ortalama 11,19(Ortalama 13,60(Ortalama 13,13
Standart H 0,52|Standart H 0,85(Standart H 0,40
Ortanca 10,71|Ortanca 13,16|Ortanca 12,85
Kip 10,71(Kip 11,98(Kip 12,13
Standart S 1,46|Standart S 2,40(Standart S 1,12
Ornek Van 2,14{Omek Van 5,77[Omek Var 1,26
Basiklik 2,02(Basiklik 0,87|Basiklik -2,09
Carpiklik 1,33|Carpiklik 1,06(Carpiklik 0,32
Aralik 4, 74| Aralik 7,09(Aralik 2,56
En Buyuk 9,44|En Buyuk 11,22(En Biyiik 12,13
En Kuguk 14,18|En Kigiik 18,31|En Kigiik 14,68
Toplam 89,53|Toplam 108,78| Toplam 105,02
Say 8,00|Say 8,00|Say 8,00
Glwenirlik 1,22|(Glvenirlik 2,01|Guvenirlik 0,94
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Tanimlayici istatik kullanilarak elde edilen verilerden olan 6rnek varyansin karesi
alinmistir. Ornek varyanslarin karelerinin orani Fhesap (Cizelge C.2) degerini
vermektedir. Ftablo (Cizelge C.2) Excel icindeki Fters (Cizelge C.2) isleminden
hesaplanmistir. Fhesap degeri Ftablo degerinden blyik ise t-testi esit olmayan
varyanslara gore yapilmistir. Ftablo degeri Fhesap degerinden blyilk ise t-testi esit

varyanlara gore yapilmistir.

Cizelge C.2 Tanimlayici istatiklikle elde edilen verilen degerlendirilmesi (Kollajen tip 1)

HA Alg Neg
V2 4,56 33,26 1,59
Fhesap 2,88 20,97
7,29
Ftablo 4,99

T-testi sonuglarina gore P degerleri elde edilmistir (Cizelge C.3). P>0,05 ise karsilastirilan
iki griup arasinda istatiksel agidan anlamli bir farkin olmadigi, P<0,05 ise karsilastirilan iki
griup arasinda istatiksel agidan anlamli bir farkin oldugu belirtilmistir. 0,01<P<0,05 ise

(*), P=0,01 ise (**) ve P<0,01 ise (***) isaretleri kullanilmistir (Cizelge C.3).

Cizelge C.3 t-testi sonuglari (Kollajen tip 1)

Ha -konrol** AL-kontrol Ha-al *

Degisken 1Degisken 2 Degisken 1Degisken 2 Degisken 1Degisken 2
Ortalama 13,13 11,19 Ortalama 13,13 13,60 Ortalama 11,19 13,60
Varyans 1,26 2,14 Varyans 1,26 5,77 Varyans 2,14 5,77
Gozlem 8,00 8,00 Gozlem 8,00 8,00 Gozlem 8,00 8,00
Birikimli V 1,70 Ongériilen 0,00 Ongériilen 0,00
Ongériilen 0,00 df 10,00 df 12,00
df 14,00 t Stat -0,50 t Stat -2,42
t Stat 2,97 P(T<=t) tel 0,31 P(T<=t) tel 0,02
P(T<=t) tel 0,01 t Kritik tek: 1,81 t Kritik tek: 1,78
t Kritik tek: 1,76 P(T<=t) iki 0,63 P(T<=t) iki 0,03
P(T<=t) iki 0,01 t Kritik iki-t 2,23 t Kritik iki-t 2,18
t Kritik iki-t 2,14

C-2 Kollajen tip 3 salinimi

Kollajen tip 3 salinim seviyelerinin belirlenmesi ilk 6nce konstantrasyonlari bilinen
standartlari optik yogunluk o&lgimine gore standart grafigi ¢izilmistir. Standart

grafiginden excel kullanilarak egim denklemi (Sekil 4.18) elde edilmistir. Egim
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grafiginden elde edilen formile kullanilarak eliza reader’da okunan optik yogunluk

degerlerinden 6rneklerin igindeki kollajen tip 3 konstrasyon degerleri elde edilmistir.

Egim dekleminden elde edilen kollajen tip 3 konstrasyon degerlerinin tanimlayici
istatistik araci kullanilarak ortalamalarina ve standart hata degerlerine ulasiimistir

(Cizelge C.4).

Cizelge C.4 Kollajen tip 3 konstrasyon degerlerini hesaplamak igin kullanilan tanimlayici
istatistik araci

HA Alg Negatif
Ortalama 27,09(Ortalama 20,28|Ortalama 24,04
Standart H 1,47|Standart H 0,99(Standart H 2,84
Ortanca 27,40|0Ortanca 21,54|0rtanca 26,51
Kip 27,40|Kip 21,54|Kip 31,24
Standart S 4,15(Standart S 2,81|Standart S 8,03
Ornek Van 17,19|Ornek Van 7,91(Ornek Van 64,43
Basiklik 4,75(Basiklik -0,53|Basiklik -2,33
Carpikhk -1,63|Carpiklik -0,35|Carpiklik -0,26
Aralik 14,86|Aralik 8,66|Aralik 17,52
En Blyuk 17,84|En Blyuk 15,78|En Blyuk 13,72
En Kiguk 32,70|En Kiglk 24,44|En Kiglk 31,24
Toplam 216,72|Toplam 162,26(Toplam 192,34
Say 8,00|Say 8,00|Say 8,00
Guvenirlik 3,47|Guvenirlik 2,35|Gluvenirlik 6,71

Tanimlayici istatik kullanilarak elde edilen verilerden olan 6rnek varyansin karesi

alinmistir.  Ornek varyanslarin karelerinin orani Fhesap (Cizelge C.5) degerini
vermektedir. Ftablo (Cizelge C.5) Excel icindeki Fters (Cizelge C.5) isleminden
hesaplanmistir. Fhesap degeri Ftablo degerinden blylik ise t-testi esit olmayan
varyanslara gore yapilmistir. Ftablo degeri Fhesap degerinden bliylk ise t-testi esit

varyanlara gore yapilmistir.

Cizelge C.5 Tanimlayici istatiklikle elde edilen verilen degerlendirilmesi (Kollajen tip 3)

HA Alg Negatif
V2 295,42 62,63 4151,21
Fhesap 14,05 66,28
4,72
Ftablo 4,99
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T-testi sonuglarina gore P degerleri elde edilmistir (Cizelge C.6). P>0,05 ise karsilastirilan
iki griup arasinda istatiksel agidan anlamli bir farkin olmadigi, P<0,05 ise karsilastirilan iki
griup arasinda istatiksel agidan anlamli bir farkin oldugu belirtilmistir. 0,01<P<0,05 ise

(*), P=0,01 ise (**) ve P<0,01 ise (***) isaretleri kullanilmistir (Cizelge C.6).

Cizelge C.6 t-testi sonuglari (Kollajen tip 3)

Ha-kontrol Al-kontrol Ha-al ***

Degisken 1Degisken 2 Degisken 1Degisken 2 Degisken 1Degisken 2
Ortalama 24,0425 27,09 Ortalama 24,0425 20,2825 Ortalama 20,2825 27,09
Varyans = 64,42988 17,18789 Varyans = 64,42988 7,913993 Varyans = 7,913993 17,18789
Gozlem 8 8 Gozlem 8 8 Gozlem 8 8
Ongoériilen 0 Ongoriilen 0 Birikimli Vi 12,55094
df 10 df 9 Ongériilen 0
t Stat -0,95411 t Stat 1,250351 df 14
P(T<=t) tel 0,181262 P(T<=t) tel 0,121351 t Stat -3,84308
t Kritik tek: 1,812461 t Kritik tek: 1,833113 P(T<=t) tel 0,000896
P(T<=t) iki 0,362524 P(T<=t) iki 0,242702 t Kritik tek:  1,76131
t Kritik iki-t 2,228139 t Kritik iki-1 2,262157 P(T<=t) iki 0,001792

t Kritik iki-t 2,144787

92



EK-D

ISTATIKSEL HESAPLAMALAR (ANTIOKSIDAN KAPASITE)

D-1 Antioksidant kapasite

Antioksidan kapasite galismalarinda kit firmasinin 6nerdigi yontem ile hesaplamalar

yapiimistir. Eliza reader’dan Al ve A2 diye kodlanmis iki optik yogunluk degeri elde

edilmistir. Firmanin onerdigi [(A2-Al su)-(A2-A1 6rnek)]/[(A2-Al su)-(A2-Al standart)]

formilla ile degerleri hesaplanmistir. Antioksidant kapasitedegerlerinin tanimlayici

istatistik araci kullanilarak ortalamalarina ve standart hata degerlerine ulasiimigtir

(Cizelge D.1).

Cizelge D.1 Antioksidant kapasite degerlerini hesaplamak icin kullanilan tanimlayici
istatistik araci

QC1 QC2 50m Ha 50m Al 50m Kontrol
Ortalama 0,48|Ortalama 1,92|Ortalama 0,27|Ortalama 0,13|Ortalama 0,27
Standart H 0,02(Standart H 0,02|Standart Hata 0,03[Standart H 0,03|Standart H 0,06
Ortanca 0,47|Ortanca 1,92|Ortanca 0,29|Ortanca 0,12|Ortanca 0,25
Kip #YOK |Kip #YOK [Kip #YOK |Kip #YOK |Kip #YOK
Standart S 0,04(Standart S 0,04|Standart Sapn 0,07[Standart S 0,07|Standart § 0,15
Ornek Van 0,00|Ornek Van 0,00|{Ornek Varyans 0,01|Ornek Van 0,01|Ornek Van 0,02
Basiklik -2,49(Basiklik -1,38|Basiklik -1,53|Basiklik 2,87|Basiklik -1,18
Carpiklik 0,28(Carpiklik -0,24(Carpiklik -0,76(Carpiklik 1,60|Carpiklik 0,50
Aralik 0,09|Aralik 0,11|Aralik 0,18]Aralik 0,20|Aralik 0,39
En Buyuk 0,44|En Blyiik 1,86|En Buyuk 0,16|En Biyiik 0,07[En Biyuk 0,11
En Kiguk 0,53|En Kugik 1,97|En Kucuk 0,34|En Kigik 0,27|En Kiguk 0,50
Toplam 2,90| Toplam 11,52| Toplam 1,59(Toplam 0,80| Toplam 1,62
Say 6,00(Say 6,00(Say 6,00{Say 6,00{Say 6,00
Guvenirlik 0,04 Guvenirlik 0,04|Guwvenirlik Duz 0,08|Guvenirlik 0,08|Guvenirlik 0,16
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Cizelge D.1 Antioksidant kapasite degerlerini hesaplamak igin kullanilan tanimlayici
istatistik araci (devami)

100m Ha 100m Al 100m Kontrol 200m Ha 200m Al 200m Kontrol

Ortalama 0,25|Ortalama 0,22|Ortalama 0,35|Ortalama | #SAYI' |Ortalama 0,30|Ortalama 0,39
Standart H 0,05(Standart H 0,03|Standart H 0,08[Standart H 0,04|Standart H 0,04|Standart H 0,03
Ortanca 0,22|Ortanca 0,22|Ortanca 0,30|Ortanca 0,24|Ortanca 0,27|Ortanca 0,37
Kip #YOK [Kip #YOK [Kip #YOK [Kip #YOK |Kip #YOK |Kip #YOK

Standart § 0,13|Standart § 0,08|Standart 0,20|Standart Y 0,09|Standart Y 0,10|Standart 0,08
Ornek Vary 0,02|Ornek Van 0,01[Ornek Van 0,04[Ornek Van 0,01|Ornek Van 0,01|Ornek Var 0,01
Basiklik 2,23|Basiklik 1,13|Basiklik -0,96(Basiklik -1,36|Basiklik -1,24(Basiklk -0,99
Carpiklik 1,42|Carpiklik 0,25|Carpiklk 0,51|Carpikhk 0,15|Carpikhk 0,65|Carpiklik 0,60
Aralik 0,36|Aralik 0,24|Aralik 0,54|Aralik 0,25|Aralik 0,27|Aralik 0,22
En Biyiik 0,13[En Bilyik 0,10|En Buyuk 0,11(En Buyik 0,13|En Byik 0,18|En Bilyiik 0,30
En Kugik 0,49|En Kuguk 0,34[En Kuguk 0,64(En Kiiguk 0,38|En Kiiguk 0,45|En Kugik 0,52
Toplam 1,48|Toplam 1,30|Toplam 2,08| Toplam 1,52(Toplam 1,77|Toplam 2,35
Say 6,00{Say 6,00|Say 6,00|Say 6,00{Say 6,00{Say 6,00
Guvenirlik 0,14|Guvenirlik 0,08|Guvenirlik 0,21|Gulvenirlik 0,10|Guvenirlik 0,11|Guvenirlik 0,09

Tanimlayici istatik kullanilarak elde edilen verilerden olan 6rnek varyansin karesi

alinmistir. Ornek varyanslarin karelerinin orani

Fhesap (Cizelge D.2) degerini

vermektedir. Ftablo (Cizelge D.2) Excel igindeki Fters (Cizelge D.2) isleminden

hesaplanmistir. Fhesap degeri Ftablo degerinden biylik ise t-testi esit olmayan

varyanslara gore yapilmistir. Ftablo degeri Fhesap degerinden blyik ise t-testi esit

varyanlara gore yapilmistir.

Cizelge D.2 Tanimlayici istatiklikle elde edilen verilen degerlendirilmesi (Antioksidant

kapasite)
50m Ha 50m Al 50m Kontrol 100m Ha 100m Al
VA2 2,76918E-05 2,82E-05 0,000538 0,000319 3,85E-05
Fhesap | 19,42238729 19,07276 5,035536 41,68614
1,018331 8,278391
Ftablo 7,146381829 7,146382
100m Kontrol 200m Ha 200m Al 200m Kontrol
V"2 0,00 0,00 0,00 0,00
Fhesap 1,60 2,46
1,54
Ftablo 7,15

T-testi sonuclarina gore P degerleri elde edilmistir (Cizelge 4.30). P>0,05 ise

karsilastirilan iki griup arasinda istatiksel acidan anlaml bir farkin olmadigi, P<0,05 ise

karsilastirilan iki griup arasinda istatiksel agcidan anlamli bir farkin oldugu belirtilmistir.

0,01<P<0,05 ise (*), P=0,01 ise (**) ve P<0,01 ise (***) isaretleri kullaniimistir (Cizelge

D.3).
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Cizelge D.3 t-testi sonuglari (Antioksidant kapasite)

N.lkontrol—AIgHA N.kclmtrol—AIg ** TIg—AIgHA *x
Degisken 1Degisken 2 Degisken 1Degisken 2 Degisken 1Degisken 2
Ortalama 0,27 0,27 Ortalama 0,27 0,13 Ortalama 0,13 0,27
Varyans 0,02 0,01 Varyans 0,02 0,01 Varyans 0,01 0,01
Gozlem 6,00 6,00 Gozlem 6,00 6,00 Gozlem 6,00 6,00
Ongérillen 0,00 Ongériilen Ort 0,00 Birikimli V 0,01
df 7,00 df 7,00 Ongérillen 0,00
t Stat 0,07 t Stat 1,99 df 10,00
P(T<=t) te 0,47 P(T<=t) tek-uc 0,04 t Stat -3,16
t Kritik tek 1,89 t Kritik tek-ucl 1,89 P(T<=t) te 0,01
P(T<=t) iki 0,95 P(T<=t) iki-ugl 0,09 t Kritik tek 1,81
t Kritik iki- 2,36 t Kritik iki-uclu 2,36 P(T<=t) iKi 0,01
t Kritik iki- 2,23
N.kontrol-AlgHA N.kontrol-Al Alg-AlgHA
Degisken 1Degisken 2 Degisken 1Degisken 2 Degisken 1Degisken 2
Ortalama 0,35 0,25 Ortalama 0,35 0,22 Ortalama 0,25 0,22
Varyans 0,04 0,02 Varyans 0,04 0,01 Varyans 0,02 0,01
Gozlem 6,00 6,00 Gozlem 6,00 6,00 Gozlem 6,00 6,00
Birikimli V. 0,03 Ongériillen 0,00 Ongériillen 0,00
Ongériilen 0,00 df 7,00 df 8,00
df 10,00 t Stat 1,48 t Stat 0,48
t Stat 1,02 P(T<=t) te 0,09 P(T<=t) te 0,32
P(T<=t) te 0,17 t Kritik tek 1,89 t Kritik tek 1,86
t Kritik tek 1,81 P(T<=t) iki 0,18 P(T<=t) iki 0,65
P(T<=t) iki 0,33 t Kritik iki- 2,36 t Kritik iki- 2,31
t Kritik iki- 2,23
N.kontrol-AlgHA * N.kontrol-Alg Alg-AlgHA
Degisken 1Degisken 2 Degisken Megisken 2 Degisken MDedisken 2
Ortalama 0,39 0,25 Ortalama 0,39 0,30 Ortalama 0,25 0,30
Varyans 0,01 0,01 Varyans 0,01 0,01 Varyans 0,01 0,01
Gozlem 6,00 6,00 Gozlem 6,00 6,00 Gozlem 6,00 6,00
Birikimli V 0,01 Birikimli Varya| 0,01 Birikimli V. 0,01
Ongériilen 0,00 Ongoériilen Ort4 0,00 Ongoériilen 0,00
df 10,00 df 10,00 df 10,00
t Stat 2,70 t Stat 1,77 t Stat -0,73
P(T<=t) te 0,01 P(T<=t) tek-ug| 0,05 P(T<=t) te 0,24
t Kritik tek: 1,81 t Kritik tek-ucl 1,81 t Kritik tek 1,81
P(T<=t) iKi 0,02 P(T<=t) iki-ucl 0,11 P(T<=t) iki 0,48
t Kritik iki- 2,23 t Kritik iki-uclu 2,23 t Kritik iki- 2,23
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