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OZET

BITKISEL ICERIKLI POLIMERIK NANOLIF YAPILI
BIYOMALZEME URETIMI, KARAKTERIZASYONU VE
YARA ORTUSU OLARAK ETKINLIGININ INCELENMESI

Burak OZDEMIR

Biyomiihendislik Anabilim Dali
Doktora Tezi

Danisman: Prof. Dr. Mehmet Burcin PISKIN

Bu tez calismasinda, biyolojik aktiviteleri, mutajenitesi ve genotoksik dozu
cesitli testler ile belirlenen sar1 kantaron ve safran ekstrakti iceren kitosan
nanopartikiillerinin sentezlenmistir. ~ Sentezlenen bu nanopartikiiller ile birlikte
propolis iceren yara Ortiisii elektroegirme teknigi kullanilarak gelistirilmistir ve
elde edilen bu yara Ortiistiniin etkinliginin in vivo yara modeli kullanilarak
incelenmistir =~ DNA baglanma deneyi sonucunda, Safran ve kantaronun sulu
ekstraktilarinin CT-DNAYya elektrostatik olarak baglandigi, propolis ekstraktinin ise
CT-DNAya interkalatif baglandig:1 belirlenmistir. ~Safran sulu ekstraktinin DNAy1
kestigi ancak kantaron ve propolisin DNAYy1 kesmedigi goriilmiistiir. Ames Deneyii
sonucunda, TA98 ve TA100 suslari icin safran sulu ekstraktinin 1,25 mg dozda,
kantaron ve propolisin 2,5 mg dozda genotoksik etki ve mutajeniteye sahip olmadig:
belirlenmistir. Tim ekstraklarin antimikrobiyal etki gosterdigi belirlenmistir ve tiim
ekstraklarin MiK degeri 1 mg/ml alt1 ve {istii degerler olarak bulunmustur. kitosan
nanopartikiillerinin ortalama boyutu, PdI ve ¢ potansiyeli sirasi ile 57.61+1.234
nm 0.175+0.008 ve 14.0£0.755 mV olarak bulunmustur. Kantaron yiikli kitosan
nanopartikiillerinin ortalama boyutu, PdI ve { potansiyeli sirasi ile 64.49+0.423
nm, 0.185+0.010 ve 15.1+0.436 mV olarak bulunmustur. Safran ve kantaron
yiikli kitosan nanopartikiillerinin enkapsiilasyon verimleri sirasi ile %71,76 ve
%71,92 olarak belirlenmistir. Safran yiikli kitosan nanopartikiillerinin yiikleme
kapasitesi %2,67, kantaron yiiklii kitosan naopartikiillerinin yiikleme kapasitesi %2

olarak bulunmustur. Safran yiikli kitosan nanopartikiillerinin %79,54 oraninda
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safrani, 168 saat sonunda serbest biraktig1, kantaron yiiklii nanopartikiillerin %88.44
oraninda kantaronu, 48 saat sonunda serbest biraktig1 belirlenmistir. SEM analizi
sonucunda kitosan nanopartikiillerinin yuvarlak ve uniform oldugu goriilmiistiir.
PCL nanoliflerine safran, kantaron ve propolis sulu ekstraklarinin siras: ile %70,51,
%76,11 ve %90,25 olarak bulunmustur. PCL-nanoliflerinden, 168 saatte %58,24
oraninda safran sulu ekstraktinin salindigi, 168 saatte %70,61 oraninda kantaron sulu
ekstraktinin salindig1 ve 8 saatte %90 oraninda propolis salindig1 goriilmiistiir. In vivo
yara modeli sonucunda tiretilen nanolif bazli yara ortiisiiniin pozitif kontrole kiyasla
daha hizh iyilestirici 6zellige sahip oldugu bulunmustur.Uretilen yara ortiisiiniin
etkinliginin incelendigi in vivo yara modeli deneyi sonucunda, yara ortiisiiniin yara

iyilesme hizim arttirdig: belirlenmistir.
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ABSTRACT

Production and Characterization of Plant Containing
Polymeric Nanofiber Biomaterials and Investigation of
It’s Effectiveness as Wound Dressing

Burak OZDEMIR
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Doctor of Philosophy Thesis

Supervisor: Prof. Dr. Mehmet Burcin PISKIN

In this thesis, chitosan nanoparticles loaded with St. John’s Wort and saffron extract
and propolis loaded wound dressing were developed, whose biological activities,
mutagenicity and genotoxic dose were determined by various tests. The effectiveness
of this wound dressing was investigated using an in vivo wound model. As a result
of DNA binding experiment, it was determined that aqueous extracts of Saffron and
St. John’s Wort were electrostatically bound to CT-DNA, while propolis extract was
intercalally bound to CT-DNA. It was observed that saffron aqueous extract cut DNA,
but St. John’s Wort and propolis did not cut DNA. As a result of the Ames Experiment,
it was determined that saffron aqueous extract at a dose of 1.25 mg and St. John’s
Wort and propolis at a dose of 2.5 mg did not have genotoxic effects and mutagenicity
for TA98 and TA100 strains. It was determined that all extracts showed antimicrobial
effect and the MIC value of all extracts was found to be below 1 mg/ml and above. The
average size, PdI and ¢ potential of saffron extract loaded chitosan nanoparticles were
57.61£1.234 nm, 0.175£0.008 and 14.0%+0.755 mV, respectively. The average size,
PdI and { potential of St. John’s Wort loaded chitosan nanoparticles were found to be
64.49+0.423 nm, 0.185+0.010 and 15.1+0.436 mV, respectively. The encapsulation
efficiencies of chitosan nanoparticles loaded with saffron and St. John’s Wort were
determined as 71.76% and 71.92%, respectively. The loading capacity of saffron
loaded chitosan nanoparticles was 2.67%, and the loading capacity of St. John’s Wort
loaded chitosan nanoparticles was 2%. It was determined that saffron-loaded chitosan
nanoparticles released 79.54% of saffron extract after 168 hours, and 88.44% of St.
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John’s Wort-loaded nanoparticles released St. John’s Wort after 48 hours. As a result
of SEM analysis, it was seen that chitosan nanoparticles were round and uniform.
Saffron, St. John’s Wort and propolis aqueous extracts to PCL nanofibers were found
to be 70.51%, 76.11% and 90.25%, respectively. From PCL nanofibers, it was observed
that 58.24% of saffron aqueous extract was released in 168 hours, 70.61% of St.
John’s Wort aqueous extract was released in 168 hours and 90% of propolis was
released in 8 hours. As a result of the in vivo wound model experiment, in which
the effectiveness of the produced wound dressing was examined, it was determined
that the wound dressing accelerated the re-epithelialization and accordingly increased
the wound healing rate.

Keywords: Chitosan, Nanofibers, Nanoparticle, Wound Dressing
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GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Insan cildi, toplam viicut agirhiginin %15’ ile viicuttaki en bilyiikk organdir ve
yaklasik 2 m? alami kaplar [1]. Viicutta dolasan kan hacminin iicte birini alir ve
0,5 mm ile 6 mm arasinda degisir [2]. Cildin baslica 3 islevi vardir; koruma,
diizenleme ve hissetme [3]. Insan cildi dis epidermal katman, orta dermal katman
ve i¢ hipodermal katman olarak {ice ayrilabilir [4]. Avaskiiler Epidermal katman,
embriyonik ektodermden tiiretilir, bariyer gorevi goriir ve viicudu enfeksiyondan
korur [5]. Sag, tirnaklar ve ter bezleri deri tiirevleridir [6]. Kan damarlarinin
eksikliginden dolay1 epidermis diflizyon yoluyla dermal kilcal damarlardan oksijen
ve besin alir [7]. Dis katmanlarin hiicreleri siirekli olarak dokiildiigiinden ve yiizeye
cikan i¢ hiicreler tarafindan degistirildiginden, deri siirekli bir degisim durumunda
olan dinamik bir organdir [8]. Epidermis, keratinositler ve dendritik hiicrelerden
olusan tabakali bir skuamoz epiteldir [9]. Melanositler, langerhans hiicreleri ve merkel
hiicreler epidermal keratinosit olmayan hiicre popiilasyonlaridir [10]. Epidermis, alt
tabakadan yiizeye hareket eden keratinositlerin dagilim ve morfolojisine gore bes ayr1
tabakaya boliinmiistiir. Bu tabakalar Stratum basale, Stratum spinosum, Stratum gran-
ulosum, Stratum lucidum, Stratum corneumdur [11]. Dermis ve epidermis arasindaki
gozenekli bazal membran, hiicre ve siv1 aligverisine izin verir ve iki tabakay: bir arada
tutar [12] (Sekil 1.1).

Deri epidermisinin en sert tabakasi ayni zamanda corium olarak da bilinir ve
embriyonik mezodermden tiiretilir [13]. Bag dokusunun varligindan dolay: viicudu
stresten ve gerginlikten korur [14]. Dermis, epidermisin altinda bulunur ve sert
hiicre dis1 matristen (ECM) olusur [15]. Dermis fibroblast hiicrelerle doludur. Bu
tabaka beslenme destegi, bagisiklik gozetimi, yara iyilesmesi, termal diizenleme,
hemostaz ve inflamatuar yanit saglamak icin islev goriir [ 16]. Dermis, iist ince papiller
tabakadan ve alt retikiiler tabakadan olusur [17, 18]. I¢ hipodermal tabaka yagh
deri alt1 dokusundan olusmaktadir. Bu tabakada biiyiik kan damarlar: ve sinirlerden

bulunmaktadir. Yagh deri alt1 dokusu viicudu yalitmaktadir ve soku emmektedir [19].
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Sekil 1.1 Derinin Anatomik Yapisi
[20]

Yara, canli dokunun hiicresel, anatomik ve fonksiyonel devamliliginin kayb:1 veya
kirilmas: olarak tanimlanabilir. Yara, altta yatan bag dokusu kaybi olsun ya da
olmasin epitelin devamliliginin kaybina neden olur [21]. Yaralarin iyilesme siiresinin
uzunluguna gore akut ve kronik yaralar olarak kategorize edilir [22]. Akut yara,
deride zamanla degil aniden meydana gelen bir yaralanmadir. Bu tiir yaralar sert
nesnelerin keskin ve bicaklayici hareketinden kaynaklanan mekanik hasar; asiri
sicaga, 1sinlamaya, elektrik carpmasina maruz kalma ve asindirici kimyasallarla
tahris gibi travmadan kaynaklanir. Genellikle 8 ila 12 hafta icinde iyilesebilir [23].
Kronik yaralar, ongoriilebilir bir siire icinde iyilesmeyen yaralardir. Bu tiir yaralar
diyabet, tiimorler ve ciddi fizyolojik kontaminasyonlar gibi hastaliklardan kaynaklanir,
genellikle kronik yaralarin iyilesmesi 12 haftadan fazla siirer [24]. Fizyolojik sistem,
yara iyilesmesi olarak bilinen bir dizi zamana bagli olayla, yaralanmadan sonra hasarl
dokuyu onarmaya baslar. Bu fizyolojik olaylar hemostaz, enflamasyon, proliferasyon
ve yeniden modelleme olarak bilinmektedir. Bir yaranin basaril bir sekilde iyilesmesi
icin, dort asamanin tiimii uygun sira ve zaman cercevesinde gerceklesmelidir [25].

Yaranin yonetimi, yaranin siddetlenmesini 6nleyen ve yara iyilesmesi i¢in uygun bir
ortam saglayan kosullarla ilgilidir. Yara tedavisinin temel amaci, minimum siirede ve
daha fazla travmaya neden olmadan yaranin etkili bir sekilde iyilesmesini saglamaktir
[26]. Hizli iyilesme icin yaranin tipine uygun yara 6rtii malzemesinin secimi 6nemlidir
[27]. Mevcut yara iyilestirme malzemelerinin genellikle yapisal olarak (6r., Yara
yeniden epitelizasyonu, sivi kaybinin kontrolii) veya islevsel olarak (6r., Esnekligi,
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dayanikliligi, duyarliign vb. belirleyen histolojik ozellikler) iyi bir klinik sonuc
saglamada basarisiz olmaktadir. Bu nedenle nanoteknoloji, ¢cok yonlii fizikokimyasal
ozellikler sayesinde, yara iyilestirici tedaviler icin giivenilir bir arastirma alanidir.
Yara iyilestirmede kullanilan nanomalzemelere, sifir boyutlu nanomalzemeler
(yani, nanopartikiiller, nanokarterler ve nanodotlar), tek boyutlu nanomalzemeler
(vani nanolifler, nanotiipler ve nanoteller) ve iki boyutlu nanomalzemeler (yani
nanoplatelets ve nanofilmler) o6rnek verilebilmektedir [28]. Yara iyilesmesinde
kullanilan nanopartikiiller metalik ve polimerik nanopartikiiller olarak ikiye
ayrilmaktadir. Polimerik nanopartikiiller, antibakteriyel ve re-epitelizasyon ozellikleri
gostermeleri nedeniyle yara sargisi olarak veya tasima vektorleri olarak polimerik
nanopartikiilleri (6rn. Kitosan) kullanir [29]. Biyopolimerler, 6nemli miktarlarda
stviyl emebilen ve ayni zamanda nemli bir yara ortami saglayan biyo-uyumlu polimerik
aglardir [30]. Nanomalzemelerin yaralarda kullanilan bir diger tiirii elektroegirme
yontemi ile elde edilen nanoliflerdir. Nanolifler, yaralarda hiicre dist matrisin
ozelliklerini taklit eden iskeleler veya yara ortiisii olarak kullanilmaktadir. Buna ek
olarak nanolifler, icerisine bliylime faktorii, yara iyilestirici 6zellikteki bitkisel oziitler

yiiklenerek yara iyilestirme alaninda kullanilmaktadir [31].

Bitkisel tiirevli bilesikler, yaralarin tedavisi icin en yaygin kullanilan geleneksel
tedavilerdir. Bu tedaviler, iyilesme siirecini uyaran biyolojik olarak aktif bilesikler
iceren sifali otlarin, bitkisel preparatlarin ve bitmis bitkisel tirtinlerin kullanilmasini
icermektedir. ~ Bugiin diinyanin farkli boélgelerinden gelen cok cesitli bitkiler
arastirilmakta ve yara tedavisinde kullanilmaktadir [32]. Bu bitkilere 6rnek olarak
Hypericum perforatum verilebilmektedir.Tiirkiye’de yerel olarak “Kantaron” olarak
bilinen L. ve Ingilizce’de ise St. John’s Wort olarak bilinen bitki, Avrupa, Asya,
Kuzey Afrika ve Amerika Birlesik Devletlerinde yetisen Hypericaceae familyasindan
cok yillik bir bitkidir. ~Kantaron, ytzyillardir Hafif ila orta dereceli depresyon,
yaralarin iyilestirilmesi (akut ve kontiizyonlu yaralanmalar), birinci derece yaniklarin
tedavisinde kullamilmistir [33]. Bir diger Ornek ise Tiirkiye’de Safranbolu’da
yetisen Safran bitkisi 6rnek verilebilir [34]. Yapilan bir calismada Safran bitkisine
ait stamenlerin sulu ekstraktinin termal yanik yaralarina iyi geldigi belirlenmistir
[35]. Arilar aracihigiyla bitki Ozlerinden elde edilen propolisin yara yataginda
graniilasyon dokusu olusumu, doku biiylimesi ve yara kapanmasi icin gerekli olan
glikozaminoglikan sentezini ve salinmasini uyararak doku onarimini hizlandirdig:

gosterilmistir [36].

Bu tez calismasinda, biyolojik aktiviteleri, mutajenitesi ve genotoksik dozu
cesitli testler ile belirlenen sar1 kantaron ve safran ekstrakti iceren kitosan
nanopartikiillerinin sentezlendi. Sentezlenen bu nanopartikiiller ile birlikte uygun

dozda propolis 0zii iceren elektroegirme teknigi ile yara ortiisii gelistirildi, ve elde



edilen bu yara ortiisiiniin etkinliginin in vivo olarak incelendi. Bu kapsamda, sar1
kantaron ve safran stamenlerinin sulu ekstrakti dekoksiyon metodu kullanilarak elde
edildi. Propolisin sulu ekstrakti ise ticari olarak satin alindi. Propolis, sar1 kantaron ve
safran sulu ekstraklari dondurulduktan sonra liyofilize edilerek kurutuldu. Kurutulan
ekstraklar 1,25 mg, 2,5 mg, 5 mg ve 10 mg olmak tizere tartillarak su ile ¢ozdirildi.
Elde edilen soliisyonlarin DNA baglanma sekilleri UV-vis absorpsiyon titrasyon deneyi,
DNA kirma deneyi agaroz jel elektroforezi, antimikrobiyal 6zellikleri minumum
inhibisyon konsantrasypnu (MIK) deneyi, mutajenite ve genotoksik potansiyeli ise
AMES deneyi, elde edilen kombinasyonlarin antioksidan potansiyelleri ise DPPH
deneyi ile belirlendi. Bu deneyler sonucu, Safran sulu ekstraktinin 1,25 mg dozu
ve sar1 kantaron sulu ekstraktinin 2,5 mg dozu iyonik jelasyon teknigi kullanilarak
kitosan nanopartikiilleri ile enkapsiile edildi. Elde edilen kitosan nanopartikiillerinin
DLS analizi yapildi, morfolojileri ve salinim kinetigi belirlendi. Elektroegirme ile yara
ortiisii olusturma deneyi icin %10’luk Polikaprolakton (PCL) soliisyonu hazirlandi.
Hazirlanan egirme soliisyonu icerisine 10’ar mg safran sulu ekstrak ve kantaron sulu
ekstrak yiiklii liyofiliza edilmis kitosan nanopartikiilleri eklendi. Elektroegirme islemi
10 kV, 1 mL/sa ve 15 cm uzaklik degerinde 2 saat boyunca gerceklestirildi. Elde edilen
yara Ortlisiniin SEM analizi ve salinim kinetikleri belirlendi. Yara ortiisiiniin etkinligi
Wistar albino erkek sicanlarin dorsalinde acilan 2x2 cm’lik yaralara uygulanarak 4

hafta boyunca incelendi.

1.2 Tezin Amaci

Yara ortiileri, ciltteki yaralar ve deri travmalari gibi tibbi ve cerrahi uygulamada
tekstil ortiidiir. Giiniimiizde bircok firma tarafindan gerceklestirilen yara ortiilerinin
{iretimi; Iyilesme siirecinde yaray1 temiz tutmak icin kullanilir. Hastanin enfeksiyon
durumuna ve yara tipine gore yara Ortiisii secimi oldukca 6nemlidir. Genelde pamuklu
gazli bez, iyi emme 6zellikleri ve yumusak bir yap1 yarattig1 icin yara ortiisi olarak
kullanilir. Ancak pamuklu gazli bez, yara iyilesmesini hizlandiran nemli yara ortamini
koruyamaz ve antibakteriyel alani1 saglayamaz. Modern yara ortiileri, viicuda uyumlu
olmali, antibakteriyel olmali, nem ve gaz gecisini saglamali, toksik olmamali, alerjik
reaksiyon gostermemelidir. Bu tiir bir yara Ortiisti sentetik, yar1 sentetik veya sentetik
olmamalidir [37-39].

Bu bilgiler 1s181nda tez calismasinda, biyolojik aktiviteleri, mutajenitesi ve genotoksik
dozu belirlenen kantaron ve safran sulu ektrakti yiikli kitosan nanopartikiilleri
sentezlenmesi, karakterizasyonu ve salinim kinetiklerinin belirlenmesi amac¢lanmaistir.
Daha sonra karakterizasyonu ve salinim kinetikleri belirlenen kitosan nanopartikiiller

ve biyolojik aktiviteleri, mutajenitesi, genotoksik dozu belirlenen propolis



iceren polikaprolakton bazli nanoliflerin eldesi ve in vivo etkisinin belirlenmesi

amaclanmastir.

1.3 Hipotez

Yara ortiisii malzemeleri uzun yillardir kullanilmaktadir. Yaygin caglardan once,
yaralar yaprak ve bitki ozleriyle sarilirdi, bunlar aslinda giiniimiiziin yeni nesli olan
yara Ortiisiiniin en temel adimlaridir [40, 41]. Yara ortiisii biyouyumlu olmali,

mutajenik, toksik, alerjik ve kanserojen olmamalidir [42, 43].

Yara ortiisii denildiginde akla ilk olarak pamuklu gazli bez veya al¢1 gibi bircok
malzeme gelebilir  Ancak yaranin acik birakilmamasi ve yaranin havalanmasi
onemlidir [44]. Hastanelerde yatan hastalar iltihapli bakterilere acikti, yara
enfeksiyonu cok yaygin bir durumdur ve bakterileri yaradan uzak tutmak, yaranin
iyilesmesini etkileyen bir faktordiir . Kisacasi yara oOrtiisii, vicudumuzdaki cilt
hasarlarinin iyilesmesini hizlandirmali ve dis etkenlerden korumak i¢in yaranin tistiinti

kapatmali ve antibakteriyel bir sisteme sahip olmalidir [45].

Bu calismada biyolojik aktiviteleri, mutajenitesi ve genotoksik dozu belirlenen
sar1 kantaron ve safran sulu ektrakti yiikli kitosan nanopartikiilleri ve propolis
iceren polikaprolakton bazli nanoliflerin cilt hasarlar1 sonucunda olusan yaralarin
iyilesmesini hizlandirmasi, yaray1 dis etkenlerden korumasi, yara iyilesmede gorevli
hiicrelerden herhangi bir toksik etkiye sahip olmamasi, yaranin iltthaplanmasina engel
olmasi beklenmektedir.
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GENEL BILGILER

2.1 Deri ve Derinin Islevleri

iki veya daha fazla doku tiirii, viicut icin belirli islevleri yerine getiren, organ adi
verilen daha karmasik yapilar halinde organize olmaktadir [46]. Deri gibi bircok
organ, dort doku tiiriiniin tamamindan olusur. Deri genellikle kutan6z membran
olarak adlandirilsa da tanimi geregi bir organdir. Aslinda deri, viicudun en biyiik
organlarindan biridir. Ortalama bir yetiskinde deri, toplam viicut agirliginin yaklasik
%7’sini olusturur ve 4-5 kilogram agirligindadir. Deri, tiirevleri (ter bezleri, yag
bezleri, sac ve tirnaklar) ve yardimci yapilar1 (kan damarlari ve sinirler) ile, biitiincil

sistemin bir parcasidir [47-49].

Deri, viicut icinde nispeten sabit bir ortam saglama yetenegi olan ve homeostaz
icin kesinlikle gerekli bir organdir. Derinin birincil islevi, viicudu dehidrasyondan
koruyan bir bariyer olusturmaktir. Aslinda, kara hayvanlar icin hayatta kalmanin
ontindeki en biiylik tehdit dehidrasyondur. Derinin su gecgirmez yapisi sivilari
ve diger 6nemli maddeleri igeride tutar [50]. Deri ayrica tiim viicudu mekanik
yaralanmalardan (carpmalar, siyriklar ve kesikler) ve kimyasal hasarlardan (asitler
ve bazlar) korur[51]. Ek olarak, deri bizi siirekli bakteri istilasindan ve giines 1siginda

moroétesi radyasyondan korur [52].

Deri, sicaklik regiilasyonunda 6nemli bir rol oynar. Bu durum, sinir sistemi tarafindan
kontrol edilen zengin kan kaynag ve ter bezleri ile saglanir. Ornegin, yorucu egzersiz
sirasinda, yiizeydeki genis kan damarlari ve ter bezlerini aktive ederek asir1 1s1 ortadan
kaldirir. Ter, su, tuz ve lire icerdiginden, biitiinciil sistemin teknik olarak bosaltim islevi
vardir [53-55].

Deri ayrica ultraviyole radyasyona maruz kaldiginda degistirilmis kolesterol
molekiillerinden D vitamini sentezler [56]. Ince bagirsagin diyetteki kalsiyumu
emmesi icin D vitamini gereklidir Bu vitaminin eksikligi, kemiklerin yetersiz

mineralizasyonu ile karakterize bir hastalik olan rasitizm hastaligina neden



olmaktadir. Belirtiler arasinda egilmis bacaklar, pelvis, kafatasi ve gogiis kafesinin
deformiteleri yer alir [57, 58]. Son olarak deri, sicaklik, dokunma, basin¢ ve agri
uyaranlarini algilayan sinir sistemi bilesenlerini icerir. Ayrica deri, bize, dis cevremiz
hakkinda pek ¢ok bilgi saglar [59].

2.2 Derinin Anatomisi

Deri, epidermis, dermis ve hipodermis olmak iizere ii¢ katmandan olusmaktadir(Sekil
2.1) [60]. En distaki seviye olan epidermis, koruyucu bir role sahip, uzun ve iplik
benzeri bir protein olan keratini sentezleme islevi goren keratinositler olarak bilinen
belirli bir hiicre takimindan olusur [61]. Orta katman, dermis, temelde kolajen
olarak bilinen, fibriller proteininden olusur. Dermis, lipositler olarak bilinen kiiciik
yag hiicresi loblarini iceren deri alti doku veya pannikulus iizerinde bulunur. Bu
katmanlarin kalinligi, viicudun anatomisinde konuma bagli olarak O6nemli Ol¢lide
degisir [62]. Ornegin gz kapag, epidermisin en ince tabakasina sahiptir, 0,1 mm’den
daha azdir [63], oysa ellerin avug ici ve ayak tabanlar yaklasik 1,5 mm ile en kalin
epidermal tabakaya sahiptir [64]. Dermis, stiindeki epidermisin 30-40 katidir ve
deriyi olusturan tabakalar arasinda en kalin olanidir [65].

Epidermis -

Dermis

Hipodermis

Sekil 2.1 Derinin katmanlar
[66]

2.2.1 Epidermis

Epidermis, cildin dis tabakasidir ve cogunlukla keratinosit hiicrelerinden olusur.

Keratinositlerin yani sira melanositler, langerhans ve merkel hiicreleri epidermisin

7



diger bilesenleridir. Epidermis vaskiiler yap: icermez ve Stratum basale, Stratum
spinosum, Stratum lucidum, Stratum granulose, Stratum corneum olmak iizere 5
katmandan olusur(Sekil 2.2) [67].

Keratin dolu S0
hiitreber

Stratum
COMmeum

Stratum
lugidurm

Straturm
granubosum — Lamedlar
Eranaller

Stratum — KeraTundril
LPENGELm

Stratum
basale
Merkel Hiicresi

Sekil 2.2 Epidermisin anatomik yapisi
[68]

En alt katman Stratum bazale olarak tanimlanmistir. Dogrudan dermisin iizerinde
bulunur. Bu katman, tek sirali bazal hiicreler, merkel hiicreleri (duyuyu sinirlere
ileten hiicreler) ve melanositlerden olusur [69, 70]. Stratum spinosum tabakasi
keratinositlerden olusur. Ote yandan, langerhans hiicreleri (bagisiklik sistemi
hiicreleri) stratum spinosum tabakasinda bulunur[71, 72]. Stratum granulosum
tabakasi, biiyiik miktarlarda protein (keratin ve keratohyalin) lireten ve lameller
tabaka olarak biriken keratinositlerden olusur. Deri dokusunda gecis tabakasi olarak
da bilinir [73]. Stratum lucidum, Stratum granulosum’un hemen istiinde ve Stra-
tum corneum’un altinda bulunan epidermisin piiriizsiiz, goriiniiste yar1 saydam bir
tabakadir. Bu ince hiicre tabakasi sadece avug ici, ayak tabani ve parmaklarin kalin
derisinde bulunur. Stratum lucidum’u olusturan keratinositler 6liidiir ve yassidir. Bu
hiicreler, hiicrelere seffaf (yani berrak) bir goriintim veren ve suya karsi bir bariyer
saglayan keratohyalinden tiiretilen, lipidler acisindan zengin berrak bir protein olan

eleiden ile yogun bir sekilde paketlenir [74]. Stratum corneum tabakasi cildi dis
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etkenlerden korur. Stratum corneum tabakasindaki hiicreler canli degildir. Ancak
biyokimyasal olarak aktiftirler(Sekil 2.3) [75].

" = -‘5‘_\'_'._';—_' :

Stratum corneum =
, Stratum lucidum -
(~ Stratum granulosum —
~ Stratum spinosum —
Stratum basale

Sekil 2.3 Epidermisin histolojik yapisi
[76]

2.2.2 Dermis

Dermis, cilt dokusunun ikinci tabakasidir ve fibroblast hiicrelerinden olusur. Kan
dolasimindan, besin ve oksijenden sorumlu olan kan damarlari ve edinilmis bagisiklik
sistemi icin lenfatik yapilar da dermiste bulunur. Kolajen ve elastin, sirasiyla deriye
gerginlik ve elastikiyet veren dermisin fibroz destek proteinleridir. Ayrica dermis,
papiller ve retikiiler olmak tizere iki farkli bolgeden olusur. Papiller ince tabakadir,
retikiiler ise dermiste kalin tabakadir (Sekil 2.4) [77].

Papiller tabakadaki kolajen lifler ince ve gevsektir. Ayni zamanda cilt yiizeyine diktir.
Papiller tabaka, dermisin iist tabakasini olusturur. Retikiiler tabakada kolajen lifler
daha kalin ve cilde paraleldir. Retikiiler tabaka hipodermise gecis alanidir (Sekil 2.5)
[79].



8 | Papiler
; ‘ﬁit' P

ST 28 Tabaka

Melanosit

~ Retiktiler
Tabaka

Sekil 2.4 Dermisin anatomik yapisi
[78]

2.2.3 Hipodermis

Hipodermis veya deri alti tabaka, cogunlukla mezenkimal olarak tiiretilmis yag
dokusundan olusan cildin en derin tabakasidir. Hipodermis ektodermden tiiretilmekte
olup, Panniculus adiposus ve Panniculus carnosus olmak {iizere iki katmandan
olusmaktadir. Panniculus adiposus, adipoz dokudan olusurken, Panniculus carnosus
cizgili kas liflerinden olusmaktadir (Sekil 2.6).Hipodermis, alttaki kaslar, tendonlar,
kemikler ve eklemler icin yastiklama etkisi saglamaktadir. Sag¢ kokleri, sinirler
ve kan damarlarini icermektedir ve tabakanin derinligi viicuttaki bolgeye gore
degismektedir.Deri alti adipoz hiicreleri de sinyal vermede rol oynamaktadir ve

kutan6z yara onarimini diizenleyen leptini tiretmektedir [81, 82].

2.3 Yara ve Yara Tiirleri

Yara, dokularin fizyolojik yapisinda, islevinde bir tahribat veya hasar1 temsil
etmektedir. Epidermis ile sinirlandirilarak cildin biitiinliigliniin bozulmasina neden
olabilmektedir veya deri alti dokuya ulasarak kaslar, tendonlar, damarlar, sinirler,
parankimal organlar ve kemik gibi diger yapilara zarar verebilmektedir [84]. Basit
bir yara, 6nemli doku kayb1 ve diger iliskili komplikasyonlar: icermez; karmasik bir

yara ise doku devitalizasyonunu, enfeksiyonu, iskemiyi (flep nekrozu), hematomu
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Sekil 2.5 Dermisin Histolojik yapisi
[80]
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Sekil 2.6 Hipodermisin yapisi
[83]
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veya kompartman sendromunu gostermektedir. Bir yaranin dogrudan sonucu,
dogal savunma bariyerinin ihlali ve enfeksiyonlara neden olan mikro organizmalarin
istilasidir [85]. Yaralarin varligini belirleyen bircok faktor vardir; tesadiifi veya kasitl
bir etiyolojiye sahip olabilirler veya bir hastalik siirecinin sonucu olabilmektedirler.
Yaralar1 siniflandirmak icin zaman dahil bircok kriter vardir. Nitekim, yara iyilesme
siirecinin dinamikliginden dolay1 yara onariminda zaman 6nemli bir degiskendir [86].
Ozellikle yaralar, iyilesme siiresine gére akut, kronik ve karmasik yaralar olarak
kategorize edilebilmektedir [87, 88].

2.3.1 Akut Yaralar

Hem fonksiyonel hem de anatomik restorasyon sonucunda kendini onaran, zamaninda
ve diizenli bir iyilesme yolu izleyerek kapana yaralar akut yaralar olarak siniflandirilir
[89]. lyilesme siiresi genellikle 5 ila 30 giin icinde degisir. Akut yaralar, travmatik
doku kaybi veya cerrahi bir islem sonucunda olusabilir[90]. Deride ve altta
yatan parankimde bulunan bir yumusak doku tiimoriini cikarmak icin yapilan
bir operasyon, bazen doku icindeki biiyiik kusur nedeniyle iyilestirilemeyen biiyiik
ama kontamine olmayan bir yaraya Ornek verilebilir. Akut yaralar baslig1 altinda
travmatik yaralara da siklikla rastlanir. Travmatik yaralar, yalnizca yumusak dokuda
olusabilirler veya kemik kiriklariyla iliskili olabilirler. Bu kombine yaralanmalar, en
kapsamli ve en yaygin kullanilanlardan biri olan AOF'in (Arbeitsgemeinschaft fuer
Osteosynthesefragen / Association for the Study of Internal Fixation) siniflandirma
sistemine gore siniflandirilmistir. Bu siniflandirma sistemine dahil olanlar, deri, kas,
tendon ve norovaskiiler yaralanmalarile sonuglanan kapal ve agik kiriklardir. AOF'1n
siniflandirma sisteminin yarari, yarali uzvun prognozunu belirledigi i¢in kaslara ve

tendonlara verilen hasarin derecesinin hesaplanmasini saglamasidir [91].

2.3.2 Kronik Yaralar

Kronik deri yaralari, diinya capinda 37 milyon hastay1 etkileyen biiyiik bir sorunu
temsil etmektedir [92]. Toplum icin 6nemli bir ekonomik yiik ve birey icin énemli
bir hastaliktir[93, 94]. Akut yaralar gore kronik yaralarin iyilesmesi 6 hafta sonra
tamamlanamaz ve enfeksiyona, doku hipoksisine, nekroza, eksiidaya, asir1 seviyelerde
enflamatuar sitokinlere, daha az mitojenik aktiviteye ve yiiksek proteaz aktivitesine
duyarhidir[95]. Kronik yaralar, bir dizi doku tepkisine neden olan stirekli iltihaplanma
ve bunun sonucunda Onemli, fibrotik yara izi olusumuyla birlikte artan, kolajen
birikimine neden olan, iyilesmeyen bir durumla karakterize edilmektedir [96]. Bu
enflamatuar durum nedeniyle fonksiyonel ve anatomik iyilesme engellenir. Bu

yaralar siklikla niikseder. Kronik yaralar, temel olarak diabetes mellitus, periferik
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arter hastaligi, venoz yetmezlik gibi bir arada bulunan patolojilerden kaynaklanir
ve tlitlin i¢imi, diisiik serum albiimini, ileri yas, hareketsizlik, yetersiz beslenme ve
diger enflamatuar durumlar ile siddetlenmektedir. Kronik yaralar, basing iilserlerini,
diyabetik ayak f{ilserlerini ve vaskiiler iilserleri (venoz ve arteriyel iilserler dahil)
kapsamaktadir [97, 98].

Basing iilserleri en yaygin kronik yaralari temsil eder ve epidermis veya deri alti
dokusunda lokalize bir yaralanmadan olusmaktadir [99]. Yatak yaralari, basing
yaralar1 ve dekibit iilserleri olarak da bilinmektedirler. =~ Kayma ve siirtiinme
kuvvetleriyle birlikte asir1 basinctan kaynaklanmaktadirlar. Basing iilserlerine sahip
olma potansiyeline sahip hastalar, yashlar, inme magdurlari, diyabet hastalari,
bunama hastalari, tekerlekli sandalye kullanan ve yatalak olanlardir. Hastalarda
genellikle sakrum ve topuklarda basing iilserleri goriilmektedir, ancak ayni zamanda
iskiumda, dirseklerde, dizlerde ve posterior kafa derisi gibi kemik c¢ikintilarinda

goriilme ihtimali vardir [100].

Diyabetik iilserler, yercekimleriyle iliskili olarak cildi, deri alt1 ve kemik dokularini
etkileyebilen zor iyilesme 6zelligine sahip lezyonlardir. En yaygin anatomik yerlesim
ayaktadir, ayrica parmaklarin tepe bolgelerini, parmak eklemlerini, metatarsal baslari
(plantar bolge), topuk, ayak bilegi ve bacagi yerlesim gorlmektedir [101]. Diyabetik
ayak tilserleri, hemoglobin ve eritrosit zarlarinin glikosilasyonundan kaynaklanir.
Birincisi dokularda oksijenlenmenin azalmasina neden olurken, ikincisi artmis kan
viskozitesine, azalmis eritrosit deformasyonuna ve kan akisinin azalmasina neden
olmaktadir [102]. Diyabetik hastalarda ayrica alt ekstremitelerin uzak uclarinda
paresteziye neden olan periferik néropatiler gelismektedir. Tiim diyabetiklerin %25’e
varan oranda diyabetik ayak {ilseri gelistirecegi tahmin edilmektedir. Bu patoloji
siklikla, septik nekroz gelismesine ve bunun sonucunda amputasyona yol acabilen bir

enfeksiyona doniismektedir [ 103].

Vaskiiler  iilserler  genellikle arteriyel veya venoz  {ilserler olarak
siniflandirilabilmektedir.  Vaskiiler iilserlerin yeri, goriiniimii, kanamasi ve buna
bagl olarak agrisi farklidir. Bu 6zellikler baz alinarak arteriyel veya venoz {iilserleri
ayirt edilmektedir. Arteriyel (veya iskemik) iilser, deride iskemiye ve doku kaybina
neden olan ilerleyici ateroskleroz veya arteriyel embolizasyondan kaynaklanmaktadir
[104].

Venoz (veya staz) iilserasyon, venoz hipertansiyondan kaynaklanmaktadir. Calismalar,
patolojinin, etkilenen dokuya oksijen ve diger besinlerin veya biiyiime faktorlerinin
verilmesini engelleyen fibrinli bir perikapiller mansetin gelismesine yol acan

artmis bir stazdan kaynaklanabilecegini gostermektedir. Oksijen kaybi, nekroz ve
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lilserasyonun olgunlagsmasi anlamina gelmektedir. Bu konu hakkindaki Anothe
hipotezi, damarlardaki basincin artmasi ve 16kositlerin aktivasyonunun endotelyuma

zarar vererek yaralanma ve iilserasyona yol actigini ileri stirmektedir [ 105].

2.3.3 Karmasik Yaralar

Karmagsik bir yara, 6zel bir durumdur ve bir enfeksiyon veya doku bozuklugunun
bir kombinasyonu olarak tanimlanir. Enfeksiyon, yaraya siirekli bir tehdit olusturur.
Ancak yara, travmatik,enfeksiyon sonrasi etiyoloji veya genis doku rezeksiyonu (6rn.
Timo6r yonetiminde) nedeniyle gelisir Nedeni, boyutu, konumu ve yOnetimi ne
olursa olsun her yara kontamine olur. Belirgin bir enfeksiyonun gelisip gelismeyecegi,
virlilansa, mikroorganizmalarin sayisi ve tiiriiniin yani sira yerel kan kaynagina ve
hastanin dogal direncine baghdir. Enfeksiyonun tipik 6zellikleri, iyi belgelenmis bes
belirti ve semptomdur: etkilenen kisimda kizariklik, ates, agri, 6dem ve kayip veya
sinirli islev. Yara enfeksiyonlarinin sikligi, yaranin tiiriine veya cerrahi teknigine ve

yaranin konumuna baglidir [106-108].

Yara smiflandirmasi sirasinda dikkate alinan diger kriterler arasinda etiyoloji,
kontaminasyon derecesi, morfolojik Ozellikler yer alir [86, 109]. Etiyoloji, tetik
faktoriine gore yaralar1 kontiizyonlar, siyriklar, aviilsiyonlar, laserasyonlar, kesikler,
bicak yaralari, ezilme yaralari, kursun yaralar1 ve yaniklar olarak siniflandirir [110].
Kontaminasyon derecesine gore yaralar su sekilde ii¢ gruba ayrilir: (i) aseptik
yaralar (kemik ve eklem operasyonlar1); (ii) kontamine yaralar (abdominal ve akciger
operasyonlar1); ve (iii) septik yaralar (apseler, bagirsak operasyonlari, vb.). Yaralar,
altta yatan dokunun travma gecirdigi ancak cildin kesilmedigi kapali veya acik
olarak, deri tabakasinin altta yatan doku ile hasar gordiigl yerlerde acgik olarak da
adlandirlabilir [111].

2.4 Yara lyilesme Siireci ve Basamaklari

Yara iyilesmesi, hasarli dokunun biitiinliigiinii olusturmak icin kan hiicreleri,
parankimal hiicreler, hiicre dis1 matriks gibi cesitli biyolojik, immiinolojik sistemler
arasindaki koordineli etkilesimlerin sonucu olan karmasik ve stirekli bir siirectir
[112]. Yara iyilesmesinin zamana bagli olarak pihtilasma ve hemostaz, iltihaplanma,

proliferasyon, yeniden sekillenmesi seklinde dort asamasi vardir [113].

Pihtilasma ve hemostaz asamasi, bir yara olustuktan hemen sonra baslar ve yaklasik
1-3 giin siirer. Hemostaz, biiylik hasarli kan damarlarinin daha sonra tikanmasi
ve diiz kas kasilmasiyla gerceklestirilir. Trombositlerin aktivasyonu ve agregasyonu

ve damar duvari yaralanma bolgesinde pihtilagsma faktorlerinin salinmasi, hasarl
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damarlarin trombozunu destekleyen pihtilasmay: tetikler. Trombositler bir pihti
olusturur ve birbirine fibrin ile baglanir. inflamasyon asamasini baslatmak icin

yaralanma bolgesine 16kositleri toplayan birkag sitokin salinir (Sekil 2.7a)[114, 115].

Enflamasyon asamasinda, notrofiller olarak da bilinen l6kositler, cevreleyen mikro
damar sisteminden goc eder ve yabanci veya nekrotik kalintilari, bakterileri ve
diger kirleticileri yara bolgesinden cikarmaya baslar. T hiicreleri yaraya sizar ve
iyilesme siirecinin metabolik ihtiyaclarim1 saglamak icin gerekli olan anjiyogenez ve
fibroplazinin iyilestirilmesinin iki énemli yoniinii baslatmak icin TGF- ve PDGF
salgilayan makrofajlar1 cagirir (Sekil 2.7b) [116, 117].

Cogalma asamasi (Proliferasyon), yara iyilesme siirecindeki iltihaplanma asamasini
takip eder. Cogalma asamasinin siiresi, yaralanma sonrasi yaklasik 3 haftadir (3 ila
21 giin). Enflamasyon asamasinda aktif hale gelen makrofajlar, anjiyogenez faktoriini
(AGF), fibroblastlar1 kollajen ve glikozaminoglikanlar (GAG’lar) iiretmek icin aktive
eden ve yara bolgesine kan saglayan yeni kilcal damar gelisimini baslatan fibroblast
uyaric1 faktorii salmaya baslar [118]. Kolajen ve GAG’ler, neovaskiilarizasyonla
birlikte proliferasyon fazi boyunca yara kusurlarini dolduran graniilasyon dokusunu
yapilandirir [119, 120]. Yara olustuktan sonraki ilk ve ikinci hafta arasinda
kontraktil 6zelliklere sahip miyofibroblastlarin (6zel fibroblastlar) varliginda yaranin
yeniden olusturulmas: defektin boyutunu kii¢tltiir ve yara kenarlarini birbirine
yaklastirir.  Bozuklugu kopriilemek icin epitel hiicrelerinin graniilasyon dokusu
lizerinden go¢linli ve cogalmasini iceren yeniden epitelizasyon siireci proliferasyon
asamasinda gerceklesir. Yeni epitel hiicreleri bakteri istilasina karsi bir bariyer gorevi
gordiigli ve yara bolgesinden sivi kaybini 6nledigi icin bu siire¢ yara iyilesmesi
icin gereklidir. GOc¢ sirasinda epitel hiicrelerinin hizi, ylizey tipinden biiyiik olciide
etkilenir. Nemli bir yiizey epitel hiicrelerinin gociinii artirirken, yara kabugu ile kaph

veya kuru bir yara ylizeyi yara bolgesine gocii engeller(Sekil 2.7¢c) [121, 122].

Yara iyilesmesi, yaralanma meydana geldikten yaklasik 21 giin sonra baslayan ve
en az 1 ila 2 yil siiren yeniden sekillenme veya olgunlasma asamasi adi verilen son
asama ile sona erer. Bu asamada iiretilen kollajenazlar, kusurlu yara dokusunun
yeniden sekillenmesinden sorumludur. Kolajen sentezinin miktari, onarilan yaranin
nihai giicint belirler. Yeniden sekillenme asamasinin sonunda, maksimum gerilme
mukavemetine ulasilir ve saglikli dokunun giiclintin neredeyse % 80’i kadardir (Sekil
2.7d) [123, 124].
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(a) Kirmizi Kan (b) (C) Graniilasyon (d)

i 1 - Dokusu ien li
Hiicreleri Makrofaj Nétrofil Kollajen lifler

Kabuk
Pihti Kan Pulcuklan

Fibroblast Miyofibroblast

Pihtilasma ve Hemostaz Enflamasyon Proliferasyon Yeniden $ekillenme

Sekil 2.7 Yara iyilesme basamaklar1 (E:Epidermis, D:Dermis, H:Hipodermis)
[125]

2.5 Yara lyilestirici Uriinler

2.5.1 Gazh Bez

Yaralar1 sarmak icin gazhh bez kullammnin koékenleri, MO besinci yiizyila
dayanmaktadir ve bugiin hala kullanilmaktadir. Gazli bez, dokuma ve dokuma
olmayan bandajlar1 temsil eder. Dokuma bandajlar %100 dogal pamuk olup,
dokunmamis bandajlar sentetik pansuman malzemelerinden olusmaktadir. Dokuma
gazli bez, kesildiginde lifleri doktiigii ve cikarildiginda yara yataginda kalinti
birakabilecegi icin pansuman ve yaralarin kapatilmasinda sorunludur. Ayni zamanda
emicidir ve yaraya yapisma egilimindedir, yarayr cabucak kurutup sikisarak yarayi
cikarirken travmaya neden olur . Giiniimiizde dokuma gazl bez "islaktan kuruya" bir
pansuman olarak goriilmekte ve cesitli yara bakimi stratejilerinde kullanilmaktadir.
Secici olmayan fiziksel debridman moduna, yara yatagina travmaya ve buna bagh
agriya ragmen, halen diinyada en ¢ok kullanilan yara sargisidir. Ayni zamanda

antimikrobiyal maddeler icin bir arac¢ olarak da kullanilir[126, 127].

2.5.2 Film Sargilar

Film sargilar yara bolgesini korumak icin bir bariyer olarak kullanilabilir ve genellikle
hidrokolloidler, kopiik, hidrojel tabakalar ve kompozit sargilar gibi diger sargilarin
yapisinin bir parcasini (dis katman) olusturur. Film sargisinin yara tedavisinde uzun
bir gecmisi vardir ve siklikla giinliik klinikte kullamilmaktadir. Film sargisi nem
gecisine izin verir, boylece yara bolgesinden sivi kaybini azaltir. Ayrica bakterileri
gecisini engeller ve boylece yaranin ikincil enfeksiyonunu onler. Yaranin iirettigi
stvi miktarina baglh olarak pansuman genellikle birkac giin yara yataginda birakilir.

Film sargilar, yara Ortiistiniin cikarilmasina gerek kalmadan yaranin goriilmesini
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saglamaktadir [128-130].

2.5.3 Hidrokolloidler

Hidrokolloid yara ortiileri esas olarak seliillozdan olusur ve tikayici bir yapiya
sahiptir, bu nedenle cesitli yara tiirlerinin(basing iilserleri, bacak iilserleri, cerrahi
yaralar, siyriklar ve kiiciik yaniklar) optimal iyilesmesine yardimci olan yeni doku
olusumunu uyarmak icin nemli ortam saglar [131]. Hidrokolloidler, bakteri ve su
gecirmeyen bir dis tabakaya sahiptir, ayrica 1s1 yalitimi saglayarak yara yataginin
viicut sicakligina yakin kalmasini saglar[132]. Ic hidrokolloid tabaka, otolizi tesvik
eden bir jel olusturmak i¢in yara ekstidasiyla etkilesime girer [133]. Hidrokolloid
sarg1 bezleri, hidrojellerden cok daha karmasiktir ¢iinkii metilseliiloz, pektin, jelatin
ve poli izobutilen gibi cesitli bilesenler icerirler, bazilar1 da aljinat icerir [134, 135].
Yara yiizeyiyle temas ettikten sonra, hidrokolloidler sivilar1 yavasca emerek sarginin
fiziksel durumunda bir degisiklige ve yarayi orten jel olusumuna yol acar. Bu nedenle
interaktif pansuman olarak adlandirilir [136, 137]. Uriin secimine bagli olarak,
hidrokolloidler hem akut yaralarin hem de kronik yaralarin sarilmasi icin uygundur.
Baslangicta, hidrokolloid yara ortiilerinin giinliik olarak degistirilmesi gerekir (eksiida
seviyesine bagl olarak), ancak eksiida azaldiginda, pansumanlar 7 giine kadar yara
ylizeyinde kalabilir. Birkag istisna disinda, hidrokolloidler, yerine sabitlenmesi i¢in

ikincil bir sarg1 gerektirir. Hidrokolloidler enfekte yaralarda kullanilmamalidir [138].

2.5.4 Aljinat Ortiiler

D-Mannuronik ve L-Guluronik asidi farkli oranlara sahip deniz yosunlarindan elde
edilen aljinat yaradaki sodyum ve kalsiyum dengesini saglamaktadir. D-Mannuronic
acisindan zengin aljinatlar, ¢ozelti icinde daha fazla dagilan yumusak amorf jeller
olusturur. L-Guluronik asit bakimindan zengin aljinatlar, bazik yapilarin1 korurken,
cozelti icinde daha fazla sisme egilimindedir [139]. Kanla temas ettiginde,
aljinattaki kalsiyum iyonlar1 kandaki sodyum iyonlar ile degistirilerek sarginin
¢oziiniirliigiinii artirir. Jel olusumunu hizlandirmak icin pansumandaki bazi kalsiyum
iyonlarinin sodyum iyonlari ile degistirilmesi gerektigi belirlenmistir ancak bu durum

pihtilasmanin aktive edilmesini azaltabilir [140].

2.5.5 Hidrojeller

Hidrojeller, kimyasal veya fiziksel baglarla bir arada tutulan hidrofilik tabiath {i¢
boyutlu aglardir. Polimer zincirleri tizerindeki hidroksil (OH) ve karboksil (COOH)
gibi hidrofilik gruplar suyu emer ve depolar. Yapida bulunan agda yeterli bosluk

varsa, su molekiilleri yakalanabilir ve hareketsiz hale getirilerek mevcut bos hacim
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doldurulur [141, 142]. Bu, hidrojellerin yara tedavisinde spesifik faydasini saglayan
kalitedir. Hidrojeller nemli yara oOrtiisii olarak islev goriirler. Ayn1 zamanda kontamine
olmus eksiidalar1 emebilir ve bunlari jel yapisi icinde giivenli bir sekilde tutabilirler.
Salgilarin emilmesi, polimer zincirlerindeki capraz baglarin genislemesine neden olur.
Hidrojel sargilarin temel fiziksel 6zellikleri, kullanilan polimerlerin 6zelliklerine gore
Ozel olarak degistirilebilir. Hidrojeller yaray:1 sivi kaybindan korur, lezyona ek nem
saglayabilir ve onu harici travmalara kars: glivenli bir sekilde koruyabilir. Pansuman
altinda, yara iyilesmesinin bireysel asamalarinda tiim hiicresel aktiviteleri ve beslenme

siireclerini uyaran, diizenleyen bir mikro iklim gelistirilir [143].

Seffaflik, tamponlama etkisi, sogutma etkileri vb. gibi ek avantajlar, o6zellikle
hasta konforu ve uygulama kolaylig1 acisindan hidrojellerin fayda degerini 6nemli
Olclide artinir.  Seffaf hidrojellerin avantaji, yara iyilesme siirecinin pansumani
cikarmadan kolaylikla izlenebilmesidir. Hidrojelin yiiksek nem icerigi ve yumusak
elastik, tamponlama 6zellikleri neredeyse "ikinci bir cilt" gibi davranir. Hidrojel
sarginin ¢ikarilmasi neredeyse agrisizdir ¢linkii hidrojel yaraya yapismaz, ancak
yara ylizeyindeki hidrofilik gruplarla ikincil baglar olusturan hidrofilik gruplarin
varligindan dolay1 yara bolgesinde bozulmadan kalir. Hidrojel kalici olarak nemli
kalir ve uzun siireli uygulamadan sonra bile agr1 ve yara tahrisi riski olmadan
cikarilabilir. Ayrica hidrojel sargilarla kotii koku azaltilir, ciinkii koku molekiilleri
salgilarin emilmesiyle birlikte jel yapisinda tutulur. Yaralarin hidrojellerle tedavisi hem
hasta hem de bakim personeli icin biiyiik rahatlama saglayabilir. Bu nedenle,hidrojel

ile bir yara tedavisinin kabulii, genel olarak, hasta agisindan cok yiiksektir [ 144, 145].

2.5.6 Kopiik Ortiiler

Kopiik yara ortiisii, orta ila yiiksek diizeyde eksiidal yaralarda kullanilir. Ortiiler,
optimum sivi dengesini saglamak icin emer, tutar ve aciga cikarir. Bu islem, optimum
yara iyilesme ortamini koruyarak daha hizli iyilesmeyi tesvik etmeye yardimeci olur
ve yaranin ¢ok 1slanmasina izin vermeyerek maserasyon riskini azaltir. Yapigskan
kopiik ortiiler emicilige yardimci olurken, birincil ortiilerin yara yataginda kalmasina
yardimc1 olmak igin ikincil ortiiler olarak da kullanilir. Kopiik ortiiler, debride

yaralarda kullanilmasi uygun degildir [ 146, 147].

2.5.7 Silikon Ortiiler

Silikon, ya bir temas sargisi olarak ya da bir ortii icinde temas tabakasi olarak
kullanilir [148]. Bu duruma 6rnek olarak, yumusak silikon bir tabaka ile kaplanmis
bir politiretan kopiik zar olan Mepilex verilebilir. Dokumasiz polyester aglar gibi

malzemeler {izerinde kaplama olarak da kullanilirlar. Negatif basin¢ terapisinde,
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silikon kapli polyester iyilesme oranlarini artirir ve basing terapisi ile kombine
edildiginde hipertrofik skarlasmanin 6nlenmesine yardimeci olabilir [149]. Yumusak
silikon temas katmanlari iceren ortiiler, yara bolgesine yapismazken kuru cilde yapisir,
bu da atravmatik ¢ikarma ile sonuglanir ve ortii degisikliklerinde yara bolgesinde hasar
riski azalir.Silikon, bircok farkli bandajlama stratejisine dahil edildigi i¢in bir dizi akut
ve kronik yarada kullanilabilir [150].

2.5.8 Antimikrobiyal Ortiiler

Bal ortiileri (6rn: Derma Sciences MediHone), iyotlu ortiiler (Inadine), Glimiis ortiiler
(Sorbsan Silver), antibiyotikler iceren oOrtiiler yara enfeksiyonlari i¢in kullanilan
antibakteriyel ortiilerden bazilaridir [151, 152].

2.6 Yara Ortiisii Gesitleri

2.6.1 Pasif Ortiiler

Bunlar gazli bez, tiil ve tiiyleri kucaklayan geleneksel 6rtii malzemeleridir. Ideal
ortii malzemelerinin ¢ok az o6zelligini yerine getirirler.  Bir¢ogu, yara yatagini
kuruturken yogun yapisma nedeniyle ikincil yara sargisi olarak kullanilir ve bu da
daha fazla travmaya yol acar. Gazli bez, bandaj, slinger, tiip bandaj ve ¢orap olarak
iretilmektedir. Bu oOrtiiler, yaralara yapisabilir ve c¢ikarildiginda yara yatagini bozabilir.
Bu nedenle bunlar kiiciik yaralar i¢in uygundur (6rn. Multisorb, Til gazli bez ve
vazelin iceren yaglh gazli bezler). Bu Ortii yara ylizeyine yapismaz ve minimum ila
orta derecede ekslidali diiz ve si1g bir yara icin uygundur [153-155].

2.6.2 Interaktif Ortiiler

Interaktif 6rtii malzemeleri, oksijen ve su buharinin tasinmasina izin veren, mikrobiyal
saldirty1 6nleyen ve dogasi geregi seffaf olan polimerik film ve kopiiklerden olusur.
Bu filmler diisiik eksiidali yaralar icin uygundur ve yara iyilesmesi kademesini
uyarma Ozelligine sahiptir. Polimerik filmler saydamdir ve ayrica diisiik eksiidal
s1g yaralar icin uygundur(6rnegin: Tegaderm) Kopiikler, biiyiik miktarda eksiiday1
emecek sekilde tasarlanmistir. Kuruluga ve kabuklanmaya neden olacagindan diisiik
ekzudasyonlu yaralarda kullanilmazlar(6érn. Allevyn). Amorf jeller capraz bagh
degildir. Olii dokuyu rehidrate etmek ve ¢ikarmak icin nekrotik veya gevsek yara
yataklar1 icin kullanilirlar. Orta ve agir derecede eksiidali yaralar icin kullanilmazlar
[156-158].
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2.6.3 Biyoaktif Ortiiler

Biyoaktif materyaller ayrica aktif yara sargi materyalleri olarak bilinir. Bunlar,
biyoaktif bilesiklerin verilmesi yoluyla yara iyilesmesinde aktif maddeler
verebilmektedir veya sargilar, hidrokolloidler, aljinatlar, kolajenler ve kitosan
dahil olmak iizere endojen aktiviteye sahip malzemelerden yapilmistir [159, 160].
Hidrokolloidler, kati1 formunda yar1 gecirgen poliiiretan filmlerdir; Eksiidalarla sisen
veya jel olusturan sodyum karboksimetil seliilloz gibi hidroaktif partikiiller icerir.
Secilen hidrokolloid pansumana bagl olarak, hafif ila agir eksiidali yaralarda, soyulma
veya graniil yaralarda kullanilabilirler (Orn DouDERM) [154]. Deniz yosunu tiirevi
aljinatlar, yumusak ve dokunmamis kalsiyum-sodyum aljinat sargilarini sentezlemek
icin kullanili, genellikle yiiksek ekstida drenajina sahip yaralar icin kullanilir ve
agirliklarinin 20 katin1 emebilir. Bunlar genellikle yapiskan degildir ve siv1 ile temas
halinde jel olustururlar ancak yapiskan goriinmektedir ve hicbir eksiida yarasinda
jel olusturmamaktadir. Bu tiir pansumanlar carsaf ve ipler seklinde mevcuttur (Orn
Kaltostat) [161]. Kolajen, dokuda dogal bir yapi iskelesidir ve hiicre dis1 matrisin ana
bilesenidir. Kolajen sargi bezleri; pedler, jeller veya partikiiller halinde mevcuttur.
Yeni olusan kolajenin yara yataginda birikmesini tesvik ederler, ekstidalar1 emerler,
nemli bir ortam saglarlar ve yara iyilesme siirecini desteklerler [162]. Hidrofiberler,
sodyum karboksimetil seliiloz liflerinden yapilan yumusak dokunmamais ped veya serit
sargidir. Siviy1 yara yatagindan ¢ekip kilitlerler ve sivi ile jel temasina gecerler. Bu tiir
ortlilerde bulunan lifler, 6rtii materyallerine, doku biiylimesini istila etmeden, yara
ve pansumanlar arasinda yapisma saglar, bu da materyallerin kolay uygulanmasi,

bakimi ve cikarilmast icin faydalidir(Orn Aquacel) [163].

2.7 Yara lyilesmesinde Nanoteknolojik Yaklagimlar

Nanoteknoloji, rejeneratif tipta ¢ok sayida iimit vaat eden uygulamalari olan heyecan
verici, gelisen bir alandir [164]. Birgok calismada, nanoyapili, degisken bilesimli ve
yara iyilesme siirecinde farkli rollere sahip malzemeler gelistirilmistir[ 165]. Bunlarin
arasinda, nanolifli malzemeler cilt yenilenmesi i¢in iskeleler ve ila¢ dagitim sistemleri
olarak kapsamli bir sekilde arastirilmistir [166]. Nanopartikiiller ve lipozomlar
gibi diger nano yapili ila¢ dagitim sistemleri, farkli asamalarda yara iyilesmesini
iyilestirmek icin kullanilmistir (Sekil 2.8) [28].

2.7.1 Nanopartikiiller

Son yillarda yapilan calismalar, geleneksel ilaclarin uygulamalarinda bircok sikintinin
ortaya ciktigin1 rapor etmistir. Nanoteknoloji alanindaki gelismeler sonucunda,

nano bazli yeni ila¢ dagitim ve iletim sistemlerinin gelistirilmesine dayali kapsaml
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arastirmalar yapilmistir. Son birkac¢ yilda, yeni ila¢ salinim sistemlerinin kullanimi,
farkli ilaglarin terapotik etkililigini artirmak ve istenmeyen yan etkilerini en aza
indirmek icin umut verici bir strateji olarak ortaya ¢ikmistir. Bu sistemler kanserler,
osteoporoz, diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar, nérodejeneratif bozukluklar, artrit,
enfeksiyonlar ve yara iyilesmesi gibi cok cesitli hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisi i¢in
faydali olabilir [168, 169].

flaglarin kontrollii bir sekilde nano bazl ila¢ dagitim sistemlerinden salinmasi yara
iyilesmesi acisinda biiyiik avantajlar saglamaktadir. Kullanilan biyoaktif molekiillerin
yaraya bozulmadan ve parcalanmadan ulastirmasi, yan etkilerin ve toksisitenin
azaltmasi, yara bolgezinde uzun siire kalmasi, cilt hidrasyonunu saglamasi, iyilestirme
siirecini hizlandirmasi, nano bazli kontrollii ila¢ salinim sistemlerinin avantajlari
arasinda yer almaktadir. Yara iyilesmesinde kullanilan en 6nemli nano bazl ilag
tasinim sistemlerine 6rnek olarak polimerik nanopartikiilleri verilebilmektedir. Ayrica
miseller lipozomlar, nanofiberler, polimerik iskeler, lipid nazli nanopartikiiller yara
iyilesmesinde kullanilarn diger kontrollii ila¢ dagitim sistemleridir. (Sekil 2.8) [170-
172].
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2.7.1.1 Polimerik Nanopartikiiller

Polimerik nanopartikiiller, yara iyilesmesinde kullanilan en 6nemli ila¢ dagitim
ajanlarindan biridir. Yara iyilesmesinde kullanilan biyoaktif maddeler ve terapotik
ajanlarin, polimerik nanopartikiiller ile enkapsiilasyonu, bu maddelerin kontrolli
bir sekilde yara ortamina salinmasina, yan etkilerin ve toksik etkilerinin ortadan
kaldirilmasina, biyoyararlanim oranin artmasina, neden olmaktadir. Kullanilan
polimerler biyouyumlu olmasi ve parcalandiktan sonra vuciit disina atilmasi da
polimerik nanopartikiillerin diger avantajlar1 arasindadir. Polimerik nanopartikiiller
PCL, poli (laktik asit) (PLA), PLGA, poli alkil-siyanoakrilat gibi sentetik polimerler
kullanilarak elde edildigi gibi, jelatin, dekstroz, aljinat ve kitosan gibi dogal

polimerlerin kullanilmasi ile elde edilebilmektedir. [173].

Kitosan, giliclii bir antimikrobiyal ajandir ve antimikrobiyal 6zelligi, katyonik
yapisimin varligindan kaynaklanmaktadir. ~ Antimikrobiyal, mikroorganizmalari
oldiiren veya biiyiimelerini engelleyen bir ajandir. Iltihabi azaltan madde veya
tedavi, anti-enflamatuar olarak bilinir. Anti-enflamatuar ilaclar, merkezi sinir sistemini
etkileyen opioidlerin aksine, iltihab1 azaltan ve boylece agriy1 dindiren analjeziklerin
yaklasik yarisini olusturur. Kitosan, umut verici gesitli biyomedikal uygulamalara
sahiptir ve su anda, son zamanlarda yayinlanan c¢ok sayida calismanin gosterdigi
gibi, ila¢ verme sistemleri, yara iyilestirme, antibakteriyel, yag baglayici, hemostatik
ajan, hipokolesterolemik etki alanlarinda yeni ve yenilik¢i bir materyal olarak kabul
edilmektedir [174-176].

Asetik asidin intraperitoneal uygulanmasina bagl olarak, kitosan tedavisi enflamatuar
agriy1 doza bagh bir sekilde azaltir. Bradikinin, agr ile ilgili ana maddelerden biridir.
Peritoneal lavaj sivisinda kitosan asit asetik soliisyonunun uygulanmasi sirasinda
bradikinin konsantrasyonunun %0,5 asetik asit soliisyonunun uygulanmasina gore
daha diistik oldugu bildirildi, ki bu da kitosanin analjezik etkilere sahip oldugunu
distindiirdii. Yara tedavisi icin formiile edilmis kitosan, acik bir yaraya
uygulandiginda serin, hos ve yatistirici bir etki saglayarak analjeziye neden olabilir.
Kitosan, yaniklar, deri siyriklari, deri tilserleri ve deri greftli alanlar gibi agik yaralara

topikal bir ajan olarak uygulandiginda miitkemmel bir agr1 giderimi sagladi[177].

Hou ve ark. 2020 yilinda vacarin isimli bilesigi kitosan nanopartikiilleri ile
enkapstile ederek yara iyilestirmesini hizlandirmasini amaclamislardir. Calismanin
sonucunda Vacarin yiikli kitosan nanopartikiillerinin, yara iyilesmesinin tedavisi
icin potansiyel bir uygulama degerine ve biyo-tibbi olarak ilgili sistemlerde umut
verici bir performansa sahip olabilecegini belirtmislerdir [178]. Biranje vd. 2019
yilinda yaptiklar1 calismada, Etkili ve ekonomik bir yara pansumani malzemesi

icin kitosan nanopartikiilleri iceren biyolojik olarak parcalanabilir bir pansuman
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basariyla gelistirmeyi amaclamiglardir. ~ Calisma sonucunda etkili ve hizli yara
iyilesmesi icin gelistirilen kitosan nanopartikiil bazli pansumanin nekrotik dokular1
cikarma ve hemostaz aktivitesini hizlandirma etkisine sahip oldugu belirlenmistir
[179]. Diger bir calismada, yara iyilesmesini destekleyebilen ve eglik eden
olas1 bakteriyel enfeksiyonu inhibe edebilen sefadroksil (CDX) yikli kitosan
nanopartikiillerin kolayca uygulanabilen yeni bir jel iretmeyi amaclamislardir.Yapilan
calisma sonucunda serbest CDX ile tedavi edilen sicanlarla karsilastirildiginda, CDX
yiikli kitosan nanopartikiiller ile tedavi edilen grup, cilt biyopsilerinin histopatolojik
incelemesiyle daha da dogrulanan, kayda deger bir hizlandirilmis yara iyilesme siireci

ve bakteriyel klirens ortaya ¢ikardigi belirlenmistir [180].

2.7.2 Nanolif Malzemeler

Son on yilda, nanolif yap1 iskeleleri, 6zellikle ECM’ye benzerlikleriyle, cilt onarimi
icin yap iskelesi olarak biiyiik ilgi gormiistiir [181]. Nanofibroz iskeleler iiretme
teknikleri arasinda olan elektroegirme, cok cesitli polimer c¢ozeltilerinden mikro ve
nano lif iretme yetenegi sayesinde 6ne ¢ikmistir. Elektrospinning temel kurulumu, bir
siringa pompasi, bir yiiksek voltaj kaynagi ve bir toplayicidan olusur. Bu teknikte, fiber
olusumu, polimerik bir ¢6zeltinin yilizeyinde bir elektrik alani olusturuldugunda baslar
ve elektriksel potansiyel kuvvet, cozeltinin ylizey geriliminin {istesinden gelerek,
kiiresel damlay1 konik bir sekle degistirerek Taylor konisi olarak bilinir. Elektrik
yiklii jetler koninin ucundan ortaya ¢ikar ve elektrostatik kuvvetler, jetleri kollektore
yonlendiren kaotik bir hareket (biikiilme kararsizlig1) yaratirken, stirekli nanoliflerin
uzamasi ve katilasmasi meydana gelir [ 182, 183]. Toplayici 6zellikleri, elektrik alanini
ve dolayisiyla elektrospun fiberlerin morfolojisini ve mimari birikimini gii¢lii bir
sekilde etkiler. Yenilik¢i nanolif desenler olusturmak i¢in yeni sistem konfigiirasyonlari
ve toplayici tasarimlari gelistirilmistir [184-186].

Elektroegirme nanolifler, biyoaktif dagitim sistemleri ve c¢ok fonksiyonlu
biyomalzemelerin gelistirilmesi icin olaganiistii 6zellikler sunar. Bu o6zellikler
arasinda yiiksek yiizey alami hacim orani, ayarlanabilir gozeneklilik ve ECM’ye
yapisal benzerlik bulunur. Elektroegirme isleminin en 6nemli 6zelligi, muhtemelen,
sentetik ve dogal polimerler, karisimlar ve kopolimerler dahil olmak iizere cok cesitli

polimerlerle nanolif malzemeler iiretme ¢ok yonliiliigiidiir[ 187-189].

Elektroegirme konfiglirasyonunun ve parametrelerinin manipiilasyonu, iskele
ozelliklerini kontrol etmek ve nihayetinde belirli bir uygulama icin en iyi tasarimi
elde etmek icin 6nemli bir ara¢ olusturur. Elektroegirme soliisyonunun kimyasal
bilesimi, elektroegirme ile olusturulan malzemeni fizikokimyasal, mekanik ve

biyolojik 6zelliklerinin temel bilesenidir. Nanoliflerin diizenli olmasi malzemeye
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benzersiz ozellikler getirirken, secilen polimerlerin kendine o6zgii 6zellikleri
elektroegirme sonucu olusan iskelenin nihai 6zelliklerini yansitir. Polimerin degisken
konsantrasyonu ve molekiiler agirligi, elektroegirme sonucu olusan malzemelerin
morfolojisini kontrol etmenin en etkili yoludur. Nanoliflerin morfolojisi ve iskelenin
i¢ boyutlu mimarisi, hiicre davranisi ve nihayetinde belirli bir dokunun onarim stireci

lizerinde muazzam bir etkiye sahiptir [190].

Bir dizi biyoaktif bilesik, antibiyotikler, antikanser ilaglar ve analjezikler gibi
sentetik ilaclar da dahil olmak {izere yenilikci iskeleler ve dagitim sistemleri
olusturmak icin basariyla nanoliflere yiiklenmistir. Nanoliflere yiikleme de, bitkilerden
elde edilen dogal bilesikler ve hatta niikleik asitler, peptidler ve proteinler
kullanilmistir [191]. Nanolif bazli biyoaktif dagitim sistemleri {iretmek icin farkli
yaklasimlar kullanilmaktadir. Bunlarin en basiti, biyoaktif maddenin, biyoaktif
bilesik ¢oziiniir oldugunda uygulanabilecek sekilde, polimerik cozeltiye dogrudan
dahil edilmesidir. Ote yandan, koaksiyel elektroegirme ve emiilsiyon elektroegirme
ile iiretilen cekirdek-kabuk nanolifler, bliytime faktorlerini fiberlerin c¢ekirdegine
kapsiillemek icin basariyla uygulanmis, biyoaktivitelerini ve stirekli salimlarini
korumustur[192].  Enzimler, adhezyon molekiilleri ve biiyiime faktorleri gibi
fonksiyonel biyomolekiillerin hareketsizlestirilmesi, nanoliflerin yiizey o6zelliklerini
degistirerek yapismayi ve hiicre canliligini arttirmaktadir. Yiizey islevsellestirme,
plazma islemi, kaplama veya kimyasal yontemlerle (6rnegin hidroliz ve aminoliz)
yapilmaktadir ve liflerin mekanik 6zelliklerini korurken yiizey 6zelliklerini degistirme

avantajina sahiptir [193, 194].

Yara sargisi olarak kullanildiginda, elektroegirme nanolifler, yaraya siirekli olarak
verilebilen bir dizi biyoaktif bilesikle yiiklenebilirken, ii¢ boyutlu, oldukc¢a gézenekli
yapilari, mikroorganizmalara karsi bir bariyer gorevi gorerek yeterli bir gaz degisimini
ve ekstidalarin emiciligini korur. Ayrica, enfeksiyonlu yara tedavisine yonelik yara
sargisi olarak antibiyotik iceren bir dizi elektroegirme nanolif orijinli kompozitler
gelistirilmistir. ~ Enfeksiyonlar1 Onlemenin yani sira, iyilesme siirecini etkileyen
hiicre ¢ogalmas: ve goct, iltihaplanma, anjiyogenez, kolajen sentezi ve diger ECM
bilesenlerini de iceren hiicresel olaylar1 dikkate almak o6nemlidir. Bu olaylarda
biiytime faktorleri 6nemli rol oynar ve iyilesme siirecinin basarisi i¢in belirleyicidir.
Bu nedenle, bir dizi calismada, biiyiime faktorlerinin saglanmas icin elektrospun

nanolifler gelistirmistir [195].

Hem dogal hem de sentetik polimerlerin yara ortiileri, yara tipine daha iyi uymasi i¢in
bir elektroegirme sistemi kullanilarak tiretilebilir. Biyoaktif nanolifler elde etmek icin
elektroegirme polimer c¢ozeltisine ucucu yaglar ve bitki 6zleri dahil dogal tirtinler de
eklenebilir [32, 196, 197].
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2.7.2.1 PCL Nanolifler

PCL, nanolif fabrikasyonu icin en yaygin olarak kullanilan biyouyumlu, diisiik
maliyetli, biyolojik olarak parcalanabilen, lineer-alifatik polyesterdir [198,
199]. Antibakteriyel ve biyolojik ozellikleri gelistirmek icin dogal polimerler ve
biyomolekiillerle kombinasyon halinde kolayca islenebilir. ~Ayrica, PCL nispeten
yliksek mekanik o6zellikler sergiler. PCL liflerinin "iyi huylu" (toksik olmayan)
cozeltiler kullanilarak elektrospinning yoluyla gelistirilmesi de arastirilmistir. Son
yillarda, esansiyel taglar (EO) ve PCL kombinasyonlari, cesitli calismalarda yara
ortiisii malzemeleri olarak arastirilmustir [200]. Ornegin, Suganya ve ark. (2011)
Elektrospinning teknigi ile Tecomella undulata’dan bitkisel ila¢ iceren PCL ve polivinil
pirolidon (PVP) nanofiber matlar iiretmistir. Caligmalari, EO ile birlesmenin Pseu-
domonas aureuginosa,Staphulococcus aureus ve Escherichia coli gibi birka¢ bakteri

susuna kars1 giiclii antibakteriyel 6zelliklere yol agtigini ortaya koydu [41].

Shao ve ark. (2011), yesil cay fenolleri (GTP) yiiklii poli (e-kaprolakton) / ¢cok duvarl
karbon nanotiipler (PCL / MWCNT’ler) kompozit nanolifler osteoblast hiicreleri icin
diisiik sitotoksisite gosterirken Hep-G2 tiimor hiicreleri icin yiiksek inhibisyon etkisi
gozlenmistir [201]. Baska bir calismada Karami ve ark. (2013), yara iyilesmesi i¢in
timol yiiklii 50/50 PCL / poli (laktik asit) (PLA) hibrit nanofibr6z matlar iiretti. In
vivo sican yarasi iyilestirme sonuclari, yara kapanma yiizdesinin 14 giin sonra %
92.5 oldugunu, buna karsilik gazli bez bandajlarinin kontrol olarak % 68 oldugunu
gostermistir [202]. Daha yakin zamanlarda, Amiri ve Rahimi (2019) tarc¢in yagi
nanopartikiilleri iceren PCL elektrospun nanolifleri gelistirdiler ve sonuclari, ilag
dagitimi1 ve doku miihendisligi uygulamalarinda kontrollii tar¢in yagi saliniminin
olumlu etkisini ortaya koymustur [203].

Bahrami ve ark., PCL nanofibroz iskelelere yiiklenen ve si¢anlarin tam kalinliktaki deri
kusurlarinda cilt yenilenmesi i¢in kullanilan sinirsiz somatik kok hiicreler (USSC’ler)
hazirlamistir. Hayvan modelinde yapilan yara iyilestirme calismasi, 21 giinliik
tedavide yara kapanmasi iizerinde belirgin bir etki sergilemistir. USSC’lerle yiikli
nanofibroz yapi iskelesi ile tedavi edilen yeniden yapilandirilmis cilt alani, sag
kokleri ve yag bezlerinin olusumu ile birlikte saglam bir epitel gostermistir. Benzer
sekilde, cinko oksit (ZnO) nanopartikiiller, elektrospun nanolifler kullanilarak PCL
nanofiberlere dahil edilmistir ve ayrica, deri ikame malzemeleri olarak performans
gosterme yetenekleri Amerikan saten kobaylar1 kullanilarak test edilmistir. In vivo
fibroblast hiicre proliferasyonu, saf PCL membranlarinin ve agirlikca % 1 ZnO
nanopartikiilleri iceren PCL membranlarinin 20 giinliik subkutan implantasyonu
sirasinda analiz edilmistir. Histolojik goriintii, ZnO nanopartikiil emdirilmis PCL

nanofibroz yapi iskeletlerinin hiicre proliferasyonunu arttirdigini gostermistir. Ayrica,
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yara iyilestirme calismasi da 30 giinliik bir gozlem donemini kapsamistir; yaralar,
nanopartikiil iceren membranlar icin herhangi bir yara izi olusmadan tamamen
kapatilmistir. Tersine, iyilesmis alandaki sa¢ olusumu, temiz PCL membranlari ile
tedavi edilen hayvanlar icin 6nemli Olciide daha az oldugu goriilmiistiir. Genel
sonuclar, ZnO nanopartikiillerinin dahil edilmesinin yara iyilestirme etkilerini 6nemli
oOlclide artirdigini gostermistir [204]. Ayrica Pinzon-Garcia ve ark. , bir antioksidan
karotenoid pigment olan Bixin, PCL nanoliflere yiiklenmislerdir ve diyabetik farelerde
yapilan in vivo yara iyilestirme calismasi, saf PCL nanoliflere kiyasla hizlandirilmis

yara iyilesmesi ve daha az yara izi olusumu ile sonuclanmistir [205].

2.7.3 PCL Nanolif ve Kitosan Nanopartikiilleri ile Yapilan Yara Ortiisii Galis-
malar

PCL nanofiberlerin icerisine konulan aktif bilesenlerin veya ilaglarin yiiklendigi
kitosan nanopartikiilleri ile ilgili baz1 calismalar bulunmaktadir. Bu calismalara
ornek olarak, Piran ve ark. 2018 yilinda yaptiklar1 calismada PDGF-BB yiikli
kitosan nanopartikiilleri iceren PCL nanolifleri {ireterek bu nanoliflerin yara iyilestirici
Ozelligini arastirmislardir.Yapilan calisma sonucunda PDGF-BB yiiklii yara ortiisiiniin
hiicre proliferasyonunu ve hiicre migrasyonunu arttidigi bildirilmistir [206]. Bir
diger calismada Jung ve ark. 2015 yilinda, kitosan nanopartikiiller ile elektrospun
polikaprolakton nanofiber kompozit iiretmeyi ve ardindan ila¢ salimi ve deri
fibroblastlarina biyouyumlulugu agisindan degerlendirmeyi amaclamislardir.Calisma
sonucunda Calismalarimiz, yan etkiler olmaksizin cilt yara iyilesmesi i¢in ilac iletimli
bir yara pansuman sistemi olarak kitosan nanopartikiill PCL nanokompozitlerin
uygulanma potansiyelini sahip oldugunu gostermektedir [207]. Zahiri ve ark.
2020 yilinda yaptiklar1 calismada Kurkumin yiikli kitosan nanopartikiilii iceren bir
elektrospun polikaperlakton (PCL) ve jelatin (Gela) iskelesi tiretmeyi ve bu yapi
iskeletlerinin in vivo yara iyilestirme kabiliyetini degerlendirmeyi amaclamislardir.
Yapilan calisma sonucunda, iiretilen iskelenin {izerindeki hiicre baglanmasi ve
proliferasyonu, PCL ve PCL / Gela iskelelerinden daha yiiksek oldugu belirtilmistir.
Ayrica histolojik analizde, hibrit yap1 iskeletinin ve insan endometriyal kok hiicrelerin
kapasitesi acisindan, bu yeni doku miihendisligi yapisi, yarali cildi onarmak ve
rejeneratif tip uygulamasi icin bir cilt ikame maddesi olarak kullanilabilecegi rapor
edilmistir [208].

2.8 Bitkisel Materyallerin Yara Iyilesiminde Kullanimi

Bitkiler, yaralarin yoOnetimi ve tedavisi i¢cin muazzam bir potansiyele sahiptir.

Insanlar tarafindan bircok iilkede yaralarin ve yamiklarin tedavisi icin cok sayida
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bitki kullamilmaktadir. =~ Bu dogal ajanlar, birden fazla mekanizma ile kayip
dokunun iyilesmesine ve yenilenmesine neden olur. Bu bitkisel tip sadece ucuz
ve uygun fiyath degil, ayn1 zamanda giivenlidir [32]. Bitkilerde cesitli yasami
siirdiiren bilesenlerin varligi, bilim insanlarini, potansiyel yara iyilestirme 6zelliklerini
belirlemek amaciyla bu bitkileri incelemeye sevk etmistir . Pek ¢ok fitofarmasotik
laboratuvari, c¢esitli tibbi bitkilerin aktif bilesenlerini ve etki tarzlarimi belirleme
cabalarina yogunlagsmaktadir. Bu bitkilerin tibbi degeri, insan viicudu iizerinde kesin
fizyolojik etki iireten biyoaktif fitokimyasal bilesenlerde yatmaktadir. Bu bilesenler,
alkaloidler, ucucu yaglar, flavonoidler, tanenler, terpenoidler, saponinler ve fenolik
bilesikler gibi cesitli kimyasal aileleri icerir. Bitkisel 6zlerin taranmasi, yeni etkili
ilaclarin kesfi icin bilim adamlarimin biiyiik ilgisini cekmistir. Literatiirde cesitli
bitkilerin antibakteriyel, antiinflamatuar ve yara iyilestirici aktivitelerine iliskin bir
dizi rapor yayinlanmistir, ancak biiylik cogunlugu heniiz arastirilmamistir. Geleneksel
iddialarinin dogrulanmasi ve yaralar icin giivenli, etkili ve diinya ¢apinda kabul goren
bitkisel ilaclarin gelistirilmesi icin farkli yara iyilestirme modelleri ve bunun altinda
yatan molekiiler mekanizma kullanan bitkiler hakkinda ¢esitli farmakolojik raporlar
mevcuttur [209-211].

2.8.1 Kantaron

Hypericum perforatum L., Hypericaceae ailesine aittir (Sekil 2.9). Aymi zamanda
kantaron olarak da bilinir ve geleneksel olarak bitki cay1 ve besin takviyesi
olarak kullanilir. Farmakolojik ve biyokimyasal aktivite ile karakterize edilen c¢ok
sayida bilesik icerirKantaron, antidepresan etkiden sorumlu oldugu diisiiniilen
naftodiyantron, hiperisin ve psodohiperisin icerir.Yapisinda diger bilesikler
arasinda rutin, hiperosit, izokersitrin, kuersitrin ve miquelianin gibi flavonol
glikozitler bulunur.Floroglukinol tiirevleri ve hiperforin ve tiirevi adhyperflorin gibi
biflavonoidler de bulunur[212-214].

Kantaron preparatlari, yalnizca antidepresan aktiviteleri icin degil, ayni zamanda
antioksidan, anksiyolitik, antikanser ve antiinflamatuar aktiviteleri icin de genis
capta incelenmektedir.Kantaron ekstraktlari, oksidatif stresi azaltabilir ve bu nedenle
enflamasyonu, norotoksisiteyi ve gastrointestinal sorunlar1 o6nleyebilir. Zou ve ark.
(2010) kantaron ekstrelerinin oksidatif strese karsi koruyucu etkileri nedeniyle
Parkinson hastalig1 gibi norodejeneratif hastaliklarda uygulamalari olabilir. Kantaron

ekstraktinin antimikrobiyal ve antiviral aktiviteye sahip oldugu bulunmustur [216].

Yeni antimikrobiyal maddelere sadece farkli enfeksiyon ve hastaliklara karsi degil ayni
zamanda gida bozulmasina ve bozulmasina neden olan mikroorganizmalara da ihtiyag

duyulmaktadir. Avato ve ark. (2004), kantaronun yalnizca incelenen Gram pozitif
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Sekil 2.9 Kantaron cicegi
[215]

bakterilere karsi antimikrobiyal aktivitesini gozlemledi[217]. Gibbons ve ark. (2002),
kantaron cinsinin anti-stafilokokal etkisini vurguladilar. ~Kantaron ekstraktinda
bulunan hiperisin, zarfli viriislere kars1 da etkili olabilecegi bulunmustur. Yagh
kantaron preparatlari, derideki kii¢lik yaralari, yaniklar: ve iltihabi tedavi etmek i¢in
kullanilabilecegi belirlenmistir. Yaralarin tedavisi, antimikrobiyal ve antiinflamatuar
aktivitelerin yan1 sira fibroblast hareketliliginin ve kolajen iiretiminin uyarilmasi ile
ilgilidir. Hiperforin, atopik dermatit dahil farkli cilt problemlerinin tedavisi i¢in
potansiyele sahip oldugu belirlenmistir [218]. Reuter ve ark. (2008), kantaron
ekstrakti iceren yeni banyo yagini test etmis ve iyi cilt toleransi gozlemlemistir [219].

2.8.1.1 Kantaron’un Yara lyilesmesinde Kullanimi

Mukherjee ve ark., farkli sican yara modellerinde Hypericum patulum’dan metanolik
bir yaprak oziitliniin etkilerini arastirmiglardir ve kontrol ile karsilastirildiginda, H.
patulum ekstrakti ile kesik yaralarinda eksizyon yaralarinin daha hizli kapanmasi ve

daha yiiksek gerilme mukavemeti bulmuslardir. Buna gore Siintar ve ark., kantaron
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yag ekstresi ve glikol stearat, propilen glikol ve sivi parafin karisimi icinde uygulanan
etanol ekstresi ile tedavi edildiginde, sicanlarda eksizyon, dairesel ve lineer insizyon

yaralarinin iyilesmesinde 6nemli bir hizlanma oldugunu dogrulamislardir [220].

Castro ve ark., sican modellerinde tek basina mikro akim uygulamas: ve bir
homeopatik % 10’luk kantaron preparati ile kombinasyon halinde yara iyilestirme
ozelliklerinde hicbir fark bulanamamistir. ~ Hypericum perforatum preparati tek
basina muhtemelen diisiik konsantrasyon nedeniyle etkili olmadigi belirlenmistir
[221]. Oztiirk ve ark., dekspantenol ve Centella asiatica ekstraktina kiyasla 1-100
ug / mL etanolik kantaron ekstraktinin embriyonik tavuk fibroblast kiiltiirleri
tizerindeki etkisini arastirmislardir.  H.perforatum konsantrasyonunun artmasiyla
birlikte, en yiiksek konsantrasyon disinda, toplam fibroblast sayis1 ve mitozla cogalan
hiicre sayis1 artmistir.  Yiiksek motiliteyi goOsteren poligonal hiicrelerin yiizdesi
% 31'den % 80’e yiikselirken, yaslanan, hareketsiz ve cansiz hiicrelerin yiizdesi
buna bagl olarak azaldig1 ve fibroblastlardaki kolajen graniil sayis1 da arttigi
belirlenmistir. 3 test maddesinin etkilerinin kantitatif karsilastirmasi, her iki bitki
Oziiniin, dekspantenol icin karakteristik oldugu gibi, mitotik hiicre proliferasyonunu
arttirmaktan ziyade, kollajen {iretiminin ve fibroblastlarin gociiniin uyarilmasiyla yara

onarimini destekleyebilecegini gostermistir [222]. .

Kantaronun etkisi, yara iyilesmesinin proliferatif fazi ile siirli degildir, aym
zamanda, yaralanmadan sonra veya atopik dermatit ve sedef hastaligi gibi
hastaliklar tarafindan fonksiyonel olarak bozuldugunda epidermisin fonksiyonel
organizasyonunu iyilestirir [223, 224]. Ust epidermal tabakalarin eksik olusumu,
trans-epidermal su kaybinin artmasina, mikrobiyal enfeksiyonlara, iltihaplanmaya ve
kasintiya yol acar. Hiperforin, antimikrobiyal ve antiinflamatuar aktivitesinin yani sira,
keratinosit farklilasmasini ve "kornifiye zarf" olusumunu uyararak bozulmus epidermal
organizasyonu geri yiikleyebilir. Keratinositlerin farklilasmasi, spesifik gegici reseptor
potansiyel kanalinin (TRPC6, hiperforinin antidepresif aktivitesinde de rol alan bir
etki) aktivasyonu ile, fizyolojik uyaran, hiicre dis1 kalsiyum konsantrasyonundaki
artisla hemen hemen aym sekilde tesvik edilir. TRP reseptorleri de kasint: ile iligkili

gorlindiigiinden, hiperforin ¢cok hedefli bir dermatolojik farmakon olabilir [225].

2.8.2 Safran

Safran (Crocus sativus) (Sekil 2.10), kurutulmus yiyeceklerin yam sira, boyamak,
tatlandirmak ve renklendirmek icin kullanilan altin renkli Iridaceae ailesinin ¢ok
yillik soganh bir bitkisidir. Safran, 6zellikle Ispanya, Iran, Yunanistan ve Tiirkiye'de
yetistirilen bir baharattir. Safran adi, sar1 anlamina gelen Arapca za’faran’dan

gelmektedir. Safran kullanimi aym1 zamanda eski Misir ve Roma’ya kadar
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uzanmaktadir. Burada boya olarak, parfiimlerde, ila¢ olarak ve yemek pisirme
amaclartyla kullanilmistir. Tibbi bir bitki olarak safran, geleneksel olarak bir anodin,
antidepresan, solunum tikaniklig1 giderici, antispazmodik, afrodizyak, terletici,
emmenagog, balgam soktiiriicii ve yatistirict olarak kabul edilmistir. Kizil, cicek
hastaligi, soguk alginligi, astim, géz ve kalp hastaliklari, tiimor ve kansere karsi halk
ilaclarinda kullanilmistir. Safran ayrica, dis ¢cikaran bebeklerin rahatsizligini azaltmak

ve yaralar1 temizlemek, iyilestirmek icin topikal olarak kullanilabilir [226-228].

Sekil 2.10 Safran cicegi
[229]

2.8.2.1 Safran’in Yara fyilesmesinde Kullanimi

Safran polenlerinin 6zii, termal kaynakli yanik yaralarinin tedavisinde etkinligini
degerlendirmek ve sonuclarini sicanlarda giimiis siilfadiazin (SSD) ile karsilastirilarak
arastirilmistir. Hayvanlar dort gruba ayrilmis ve sicak suyla meydana gelen yanik
yaralanmasindan 24 saat sonra kontrol, baz, safran (%20) veya SSD (% 1) iceren
bir topikal krem uygulanmistir. Ozel giinlerde, énceden planlanmis bir programa
gore, topikal tedaviler altinda farkli gruplarda hayvanin agirligi, yara boyutu ve
cilt histo-patolojisi tespit edilmistir. 25. giinde kontrol, baz, safran ve giimiis
gruplarinda ortalama yara biiyiikliigii 5.5, 4, 0.9 ve 4.1 cm? idi. Safran grubunun yara
biiyiikliigii diger gruplardan anlamli derecede daha kiiciiktii. Histolojik karsilastirma,
safranin, krema ile tedavi edilen diger yaralara kiyasla, yanik yaralarinda yeniden

epitelizasyonun 6nemli 6lciide arttigin1 gostermistir. Safranin kesin mekanizmasi
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belirsiz olsa da safranin anti-enflamatuar ve antioksidan etkileri, yara iyilesmesine
katkida bulunmus olabilir. Bu calismanin sonuclari, safranin yanik yaralanmalarinda

yara iyilesmesini hizlandirmadaki potansiyel etkinligi olasiligini arttirmaktadir [35].

2.8.3 Propolis

Propolis veya ar1 tutkali, bal arilan tarafindan aga¢ tomurcuklarindan veya kavak,
sogiit, hus agaci, karaagacg, kizilagac, kayimn, kozalakli agac ve at kestanesi
agaclar gibi diger botanik kaynaklardan toplanan dogal recineli bir maddedir
[230, 231]. Arnlar tarafindan kovanda kullanilan propolis, kovani enfeksiyon
yaratan mikroorganizmalardan korumaktadir [232]. Propolis maddesi yiizyillardir
hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. ~ [233]. In vitro calismalar, bazi
propolis tiirlerinin galangin gibi flavonoidlerin ve kafeik asit gibi hidroksisinnamik
asitlerin, antibakteriyel ve antifungal aktivitelere sahip oldugunu goéstermistir [234—
236]. Yanik yarasimin iyilesmesinde onemli bir faktor, oliime yol acabilecek
enfeksiyondur. Bakteriler tarafindan olusturulan biyofilm, yaralarin iyilesmesinin
gecikmesine neden olmaktadir. Bu sebeple, yara iyilesmesi siiresince, yaralarda
olusabilecek enfeksiyonlarin kontrolii ¢ok oOnelidir. [237]. Biyofilm olusumunu
engellemedeki roliine ek olarak antimikrobiyal aktivitenin, propolisin en Onemli
biyolojik 6zellikleri oldugu, Staphylococcus aureus, Streptococci, Moraxella catarrhalis
ve mevcut antibiyotiklerin ¢oguna direncli olan baz tiiberkiiloz mikobakterileri gibi
farkli bakterilerle basarili bir sekilde savasabilmesini sagladigi ileri siirtilmiistiir
[238]. Propolisin biyolojik 6zellikleri, anti-mikrobiyal aktivitesiyle sinirli degildir.
On in vivo calismalar, propolisin sicanlarda deri yaniklarinin inflamatuvar bileseninin
tedavisinde etkili olabilecegini gostermektedir [239, 240]. Yapilan bir diger 6n
calismada, Brezilya’nin cesitli yorelerinden toplanan propolis ile elde edilen cilt
kreminin yaniklar sonucu olusan yaralarda SSD’ye gore daha hizli iyilesme sagladig:
belirlenmistir [241]. Propolisin hem immiinosupresif hem de immiinostimiilan etkiler
sergiledigi gosterilmistir [242, 243]. Ek olarak, propolisin antioksidan aktivitesi,
sican yavrularinda katarakt olasiligini azalttigi daha 6nce gosterilmistir [244]. Son
olarak, propolisin yara yataginda graniilasyon dokusu olusumu, doku biiylimesi ve
yara kapanmasi icin gerekli olan glikozaminoglikan sentezini ve salinmasini uyararak
doku onarimini hizlandirdig1 gosterilmistir [245]. Hepatoprotektivite, antitiimoral
ve sitostatik aktiviteler gibi diger biyolojik 6zellikler propolisin biyolojik 6zellikleri
arasindadir [246, 247]. Yapilan in vivo ve in vitro ¢aligmalar propolisin cesitli yaralarin
iyilesmesinde etkili oldugunu gostermistir. Ancak, yara iyilesmesinde kullanilan
propolisin toksik dozu, olusabilecek yan etkileri ve klinik denemeleri hakkinda hala
sinirh bilgi bulunmaktadir. [248].
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2.8.3.1 Propolis’in Yara Iyilesmesinde Kullanimi

Mast hiicreleri, yara iyilesmesinin tiim asamalarinda onemli rol oynar [249].
Dis etmenler sonucu olusan doku hasarinin hemen ardindan, mast hiicreleri
doku hasarinin olustugu bolgede toplanir. ~ Daha sonra yine mast hiicreleri
tarafindan damarlarin genislemesini saglayan ve damar gecirgenligi arrtiran,
histamin, proteazlar, timor nekroz faktorii (TNF) ve arasidonik asit gibi ajanlar
serbest birakilir. Ek olarak, heparin, triptaz, kimaz ve plazminojen aktivatoriiniin
salinmasiyla, mast hiicreleri gecici pithtinin ¢6ziilmesine katkida bulunur, antikoagiilan
aktiviteleri destekler ve cilt yaralarinin iyilesmesini artirir.  Enflamatuar siireg
gelistikce, mast hiicreleri yarali bolgede lokosit toplanmasinda dogrudan bir role
sahiptir; bu l6kositler, yerlesik makrofaj poptilasyonlar ile fagositoza ve debridmana
katkida bulunur. Yara iyilesme basamaklarindan biri olan ¢ogalma fazinda, mast
hiicreleri epitel hiicrelerin artmasinda etkin rol oynamaktadir. Bu asamada, fibroblast
cogalmasindan ve anjiyogenezden sorumlu olan TGF-f1 ile VEGF gibi bazi faktorler
mast hiicreleri tarafindan salgilanir. =~ Mast hiicreleri ayrica fibroblastlarin bir
miyofiblast fenotipine doniisimiinii uyararak yaranin kasilmasini ve kapanmasini
kolaylastirir. Cogalma asamasindan sonra, yara iyilesme siireci, tekrar modelleme
ve yara olgunlasmasi siireci ile devam eder. Bu sirada, mast hiicreleri, yara
kapanmasinda onemli ve etkin rol oynayan matrisler olusturur. Ayni zamanda
mast hiicreleri tarafindan salinan bazi maddeler (histamin ve triptaz) fibroblastlarin
kollajen tretimini saglamaktadir. ~Buna ek olarak salinan histamin ve triptaz

molekiilleri a diiz kas aktininin (aSMA) kasilmasina neden olmaktadir [250-252].

Biiyiik boyutlu yara kusurlarinin iyilesmesinde en 6nemli sinirlamalarin, yara izi ve
yara izi kontraktiirii oldugu ileri siirilmistiir [253]. Azalmis enflamatuar yanit,
azalmis fibrin, pitht1 olusumu ve trombosit degraniilasyonu gibi bircok faktor, biiyiik
boyutlu yara iyilesmesini dogrudan etkiler [254]. Yara dokusu olusumu dogumdan
sonra insanlarda yara iyilesmesinin genel modu iken, embriyonik yara iyilesmesi
iz birakmadan gerceklesir [255]. Mast hiicreleri, yaralarin fibrotik iyilesmeye
doniisiimde onemli bir role sahiptir. Keloidler ve hipertrofik yaralarin her ikisi de cok
sayida mast hiicresi icerir. Mast hiicrelerinin yash bireyler ile geng bireylerin derisinde
bulunma ve olgun olma durumu kiyaslanirsa, yash bireylerde mast hiicrelerinin daha
olgun, graniiler ve biliyiik oldugu goriiliir. Geng bireylerin derilerinde bulunan mast
hiicrelerinde degraniilasyon olay1 goriilmez. Yapilan bir calismada, olgun bireylerin
derilerinde bulunan mast hiicrelerinin, dis ve i¢ uyaranlara kars1 daha yiiksek yanit
verebildikleri belirlenmistir. Buna bagl olarak aymi calismada mast hiicrelerinin
artigl, deride olusan degraniilasyondan sorumlu olabilecegi de bildirilmistir. [254].
Mast hiicreler triptaz gibi cesitli enflamatuara neden olabilecek molekiilleri serbest

birakir. Bu molekiiller sayesinde fibroblastlarin miyofibroblastlara farklilasmasi
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uyarilir.. Farklilasma sonucunda olusan miyofibroblstlar yara kapanma siirecinde
onemli role sahiptir [256, 257]. Yara iyilesmesinde mast hiicrelerinin rolii 6nceden
kanitlanmis olmasina ragmen, ¢ok sayida mast hiicresinin varligi iyilesme siirecine
zarar verebilir [258]. Iyilesmis yaranin biyomekanik 6zelliklerini etkilemeden mast
hiicrelerinin aktivasyonunun bloke edilmesinin skar olusumunu ve inflamasyonu

azalttig1 gosterilmistir [259].

Topikal propolis uygulamas: mast hiicre sayisini azaltabilir. Propolisin mast hiicreleri
tizerindeki bu etkisi, yaralarin kapanma siirecini hizlandirmaktadir. Propolis, akut
inflamatuvar fazda cerrahi yaradaki mast hiicrelerinde 6nemli bir azalmaya neden
olur ve kafeik asit fenetil ester ve propolis icindeki diger aktif bilesikler muhtemelen bu
etkiden sorumludur [249]. Propolisin bilesenlerinden biri olan kafeik asit fenetil ester,
yara iyilesmesinde etkili olan histamin salinimini ve inflamatuar sitokinlerin iiretimini
azaltmaktadir. [260]. Buna ek olarak yine propolisin yapisinda bulunan krizin ve
kaempferol maddeleri anti-alerjik etkiye sahiptir. Krizin, mast hiicrelerinde TNF-a,
IL-1p3, IL-4 ve IL-6 gibi proinflamatuar sitokinlerin gen ekspresyonunu bir NF-jB ve
kaspaz-1 bagimli mekanizma ile azaltabilir. Ek olarak, aktive edilmis mast hiicrelerinin
hiicre ici kalsiyum icerigini azaltir ve hiicrelerin disindan kalsiyum akisini baskilar.
Diger madde olan kaempferol ise, aktif mast hiicreleri tarafindan gerceklestirilern
degraniilasyon olgusunun ve sitokin {iretiminin durdurulmasina neden olmaktadr.
[261, 262].

Yapilan bircok in vitro calisma, propolis maddesinin ve iceriginde bulunan maddelerin
cesitli biyolojik Ozelliklere (antibakteriyel, antiinflamatuvar gibi) sahip oldugunu
gostermistir. In vivo calismalar ile karsilastirildiginda, in vitro arastirmalarin bazi
degerli bulgular1 olmasina ragmen, bu tiir bulgular klinik duruma tam olarak
cevrilememistir. In vitro ve klinik caligmalara kiyasla in vivo c¢alismalarin sonuclari
propolisin yaralar tizerindeki etkisinin belirlenmesinde daha giivenilirdir =~ Ek
olarak hayvan calismalari in vitro ve klinik calismalar arasinda koprii kurulmasini
saglamaktadir. Bununla birlikte, hayvan modellerinin sonuglarinin klinik ortamlara
donistiiriilmesinde farkli hayvan tiirleri ve insanlar arasindaki anatomik ve fizyolojik
farkliliklar dikkate alinmalidir [263-265]. Hayvan modellerinin kullanildig
calismalarda domuz, sican, fare ve kopek gibi hayvanlar kullanilmistin. ~ Bu
calismalarda propolisin cesitli yara tiirlerine karsi iyilestirici 6zellikleri arastirilmistir.
Yapilan calismalar sonucunda, propolisin iyilesme siirecini hizlandirdig1 ve yara

iyilesmes siiresini kisalttig1 goriilmiistiir. [266-270].

Propolisin yara iyilestirici 6zelliginin arastirildigi calismalarda yapilan histopatolojik
deneylerde, propolisin yarayr debride etme aktivitesini hizlandirdigi, mast

hiicrelerinin ve inflamatuar hiicrelerin,n sayisini1 azalttigi, buna bagh olarakta
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inflamatuar fazimi kisalttig1 belirlenmistir. Ayrica propolisin yara kontraksiyonunu
hizlandirdigr bulunmustur.  Yara kontraksiyonu, yaralanmayi takiben yumusak
dokulardaki boslugun kapanmasina yardimci olan ve fibroblastlar tarafindan
kollajen sentezi ile iliskili olan onarimin temel bir siirecidir [271, 272]. PPropolis,
kollajen sentezini arttirarak yaralarin daha hizli kasilmasini saglamaktadir. Yapilan
bir calismada, propolis uygulamasinin yara iyilesmesinde 6nemli rolii olan tip I
kollajen miktarinmi arttirdig1 goriilmiistiir. [273]. Ahmed ve ark., yaptiklar1 calismada
Misir’dan 6rnekledikleri propolisin yani yaralarindaki tedavi edici 6zelligini, Dermazin
ile kiyaslayarak arastirmislardir. Misir propolis-Dermazin karisiminin, propolis ve
Dermazine ile tedavi edilen gruba kiyasla koloni sayisim1 daha onemli oOlciide
azalttigini ve yiizey alanim yaktigini gostermislerdir [274, 275]. Ayrica propolisin,
yara onariminin erken evrelerinde hemostaz ve inflamasyona katilan vitronektin
(VN)'in artmig birikiminden sorumlu olan TGF- ekspresyonunu uyararak yara

iyilesmesinin baslangicinda VN igerigini arttirdig: belirlenmistir [276].

Propolis HS/HP birikimini arttirir ve siiperoksit dismutaz aktivitesini uyarir.
Stiperoksit dismutaz, heparanaz ekspresyonunu azaltir. ~Bununla birlikte, yara
iyilesmesinin son asamasinda HS/HP iceriginde bir azalma vardir ve bu, gelismis
fibroblast aktivasyonu ile iliskilendirilebilir ve asir1 ECM birikimi ve kasilmasina yol
acabilir. Olczyk ve arkadaslarinin calismasindan elde edilen bulgular. propolisin
(sertifika numarasi: HZ / 06107/00) iyilesme siirecinde ECM yeniden sekillenmesinin
kontroliinde apiterapétik bir ajan olarak diisiintilebilecegini 6ne siirmektedir [276].
Fibronektin, yara iyilesmesinin her asamasinda gorev alan, yara onarimi siirecinde
yapisal ve fonksiyonel roller oynayan cok islevli bir glikoproteindir. Propolis (sertifika
numarasi: HZ / 06107/00), yara iyilesme siirecinde fibronektin metabolizmasini
degistirir. Yanik yaralarinin propolis ile tedavisi, iyilesen yaralardan fibronektin
bilesenlerinin salinimini azaltir. Propolis bilesenlerinden olan kuarsetin ve
resveratrol, yarada sentezlenen fibronektini inhibe etmektedir. [277, 278]. ECM’de
fibronektin konsantrasyonunda olusan artis, dokularda kollajen salgilanmas: ile
sonuclanmaktadir. Yanik tedavilerinde kullanilan propolis, fibronektin salgilanmasini

distirerek, keloid yara olusum riskinide azaltmaktadir [277].
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3

MATERYAL VE METOD

3.1 Deneylerde Kullanilan Kimyasallar

Deneylerde kullanilan kimyasallar isimleri, alindig1 ticari firmalar ve katalog

numaralari Tablo 3.1.’de verilmistir.

Tablo 3.1 Deneylerde kullanilan kimyasal listesi

Malzeme Ad1 Firma Kat. ve CAS Numarasi
Kitosan Sigma-Aldrich | 9012 -76-4
TPP Sigma-Aldrich | 7758 -29 -4
HCI Merck-Millipore | 100317
NaOH Merck-Millipore | 106469
CT-DNA Sigma-Aldrich | D4522
Tris Merck-Millipore | 648310
EDTA Merck-Millipore | 324503
DMSO Merck-Millipore | 102952
NacCl Merck-Millipore | 137017
PBR322 Plasmid DNA | Thermo SD0041
DNA ladder Thermo SMO0311
EcoRI Thermo ER0271
MgS0,.7H,0 Sigma-Aldrich | M2773
C¢H40,.H,0 Sigma-Aldrich | 5949-29-1
K,HPO, Sigma-Aldrich | 4.11.7758
NaH,PO,.H,0 Sigma-Aldrich 10049-21-5
MgCl,.6H,0 Sigma-Aldrich | 7786-30-3
Na,HPO,.2H,0 Sigma-Aldrich | 7558-79-4
KCl Sigma-Aldrich | 7447-40-7
Difco Agar BD 9316509
L-histidine Sigma-Aldrich | 71-00-1
D -biotin Sigma-Aldrich 851209
NaHNH,(PO.4H,0) | Sigma-Aldrich | S9506
NPD Sigma-Aldrich 108871
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Tablo 3.2 Deneylerde kullanilan kimyasal listesi devami

Salmonella tphymurium TA98 | Xenometrix | PSS-0110
Salmonella tphymurium TA100 | Xenometrix | PSS-0111
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Bacillus subtilis ATCC 6633
Escherichia coli NRRL B-3704
Escherichia coli ATCC 25922
Escherichia faecalis ATCC 29212
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Listeria monocytogenes ATCC 7644

Candida albicans ATCC 60193
Miieller Hinton Agar Merck 105437
Sabouraud Dekstroz Agar Merck 105438

NaCl Merck 1.06404.1000
Nutrient Broth Sigma 70123

Agar Oxoid LP00O11
Ampisilin Sigma 7177-48-2
NaOH Merck 1.06462.1000
Kristal Viyole Merck 548-62-9
NaN;, Merck 26628-22-8
RPMI 1640 Sigma R8758

MOPS ChemCruz | 1132-62-2
H,SO, Merck 7664-93-9
BaCl, Sigma 10326-27-9
Glasiyal Asetik Asit Merck 1.00056.2500
Kloroform Merck 1.02445.2500
PCL Sigma 440752
DMSO Biofrox 1084

3.2 Deneylerde Kullanilan Cihazlar

Malvern Zetasizer Nano ZS

Shimadzu UV 1601 UV Spektrofotometre
Bandelin Sonorex Ultrasonik Su Banyosu
FEI Versa 3D-FEG HR-SEM

Millipore Ultra Saf Su Cihazi

Prob Sonikasyon Cihaz1

Hanna pH metre

Biobase Liyafilizator
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Witeg Isiticili Calkalamali Su Banyosu
Elektrospining Cihazi
Biorad Gii¢ Kaynagi

Yatay Agaroz Jel Elektroforezi

3.3 Deneyde Kullanilan Cozeltiler ve Besiyerleri

3.3.1 DNA Baglanma Deneyinde Kullanilan Cozelti

8 mM Tris, 50 mM NaCl tartilarak 800 mL ultra saf su icerisinde ¢oziildii. Elde
edilen soliisyonun icerisine 0.5 M EDTA (pH: 8) eklendi ve 1000 mL tamamlandi.
Soliisyonun pH degeri HCI kullanilarak 7.4 seviyesine ayarlandi. 0,22 pm’lik steril
filtre kullanilarak soliisyon sterilizasyonu yapildi ve deneyde kullanim siiresince oda

sicakliginda saklandi.

3.3.2 DNA Kesme Deneyinde Kullanilan Cozeltiler
3.3.2.1 100 mM Tris-HCl Tamponu Hazirlanmasi

100 mM Tris tartildiktan sonra 150 mL ultra saf suda ¢ozdiiriildii. Soliisyon tamamen
berrak hale geldikten sonra HCI ile pH degeri 7.4’e ayarland: ve 50 mL su eklendi.
Sterilize etmek amaciyla soliisyon 0,22 pm’lik filtreden gecirildi ve deney siiresince

oda sicakliginda saklandi.

3.3.2.2 Agaroz Jel Elektroforez Yiikleme Tamponu Hazirlanmasi

Toplam hacim 10 mL olacak sekilde EDTA, Gliserol, ksilen siyanol ve bromofenol

mavisi karistirilarak yiikleme tamponu hazirlandi (Tablo 3.3).

Tablo 3.3 Yiikleme tamponu hazirlanmasinda kullanilan kimyasallar ve oranlari

EDTA 0,5M
Gliserol %30
Ksilen Siyanol | %0,3
B.Mavisi %0,3

3.3.2.3 TAE (Tris-Asetik asit-EDTA) Tamponunun Hazirlanmasi
TAE tamponunu hazirlamak i¢in Tris, Glasiyel Asetik Asit ve EDTA 800 mL ultra saf

su icerisinde ¢ozdiiriildii. Elde edilen soliisyonun pH degeri olciildiikten sonra 8’e
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ayarlandi ve 1000 mL tamamlandi. Soliisyon oda sicakliginda muhafaza edildi (Tablo
3.4).

Tablo 3.4 TAE (Tris-Asetik asit-EDTA) tamponunun hazirlanmasinda kullanilan
kimyasallar ve oranlari

EDTA 20 mL (0,5 M)
Glasiyel asetik asit | 5,5 mL
Tris 48,4 g

3.3.2.4 Agaroz Jelin Hazirlanmasi

AAgaroz jel elektroforezi icin gerekli olan agaroz jeli hazirlamak icin 1 gr agaroz
tartilarak icerisinde Tris asetat tampon (1mM EDTA, 40mM tris asetat, pH 8.0) tampon
iceren 100 mLl ¢ozeltinin icerisine konuldu. Soliisyon berrak haline gelinceye kadar
isiticili manyetik karistirici da isitilarak karistirildi. Kaynama derecesine geldikten
sonra 1siticili manyetik karistiricidan alinarak 60°C’ye kadar sogutuldu ve igerisine
3 pL etidyum bromiir eklendi. Soliisyon agaroz jel elektroforez tankina dokiilerek

taraklar yerlestirildi.

3.3.3 AMES Deneyinde Kullanilan Kullanilan Besiyerlerin ve Stok Cozeltilerin
Hazirlanmasi

3.3.3.1 Nutrient Agar (NA) Hazirlanmasi
1,25 mg nutrient broth ve 0,75 mg agar 50 mL ultra saf su icerisinde ¢ozdiiriildi

ve otoklavlanarak steril hale getirildi. Sterilizasyon islemi sonrasinda besiyeri, petri

kaplarinin her birine 25 mL olacak sekilde dokildii.

3.3.3.2 Histidin/Biyotin (HB) Agar

HB agar Tablo 3.5te verilen oranlarda 50 mL ultra saf su icerisinde ¢ozdiiriilerek
hazirlandi. Besiyerinin hazirlanmasi i¢in agar saf su icerisine eklenerek otoklavlandi.
Otoklavlanma sonrasinda steril 50X VB tuz ¢ozeltisi, %20’lik glukoz ve % 0,5’lik
histidin soliisyonlar1 besiyerine eklendi. Soliisyon 50 mL'ye tamamlandiktan sonra
her petriye 25 mlL olacak sekilde dokiildii.

3.3.3.3 Minimal Glukoz Agar (MGA) Hazirlanmasi

Besiyerinin hazirlanmasi i¢in agar tartildiktan sonra ultra saf su icerisinde ¢cozdiirildii.
Daha sonra elde edilen soliisyon otoklavlandi. Otoklav islemi sonrasinda soliisyon

icerisine 50X VB tuz soliisyonu eklendi ve tuz soliisyonu tamamen ¢6ziindiikten sonra
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Tablo 3.5 Histidin/Biyotin Agarin hazirlanmasinda kullanilan kimyasallar ve oranlari

Agar 15¢g
50X VB tuz cozeltisi | 2 mL
Glukoz cozeltisi 10 mL
Histidin ¢ozeltisi 1 mL
Biyotin c¢ozeltisi 0,6 mL
Distile su 200 mL

% 20’liik glukoz soliisyonu ilave edildi (Tablo 3.6). Soliisyonun son hacmi 100 mL
tamamlandi. Besiyeri esit sekilde her bir petriye 25 mL gelecek sekilde dokiildii.

Tablo 3.6 Minimal Glukoz Agarin hazirlanmasinda kullanilan kimyasallar ve oranlari

Agar 3g
50X VB tuz cozeltisi | 8 mL
Glukoz cozeltisi 40 mL
Distile su 400 mL

3.3.3.4 Histidin/Biyotin/Ampisilin (HBA) Agar Hazirlanmasi

Ultra saf su icerisine agar eklenerek besiyeri hazirlandiktan sonra sterilizasyon islemi
gerceklestirildi. Sterile eilmis soliisyon icerisine sirasiyla 50X VB tuz soliisyonu %20
glukoz ve %0,5 histidin soliisyonlari ortama eklendi. Eklenen soliisyonlarin tamamen
¢oziinmesinden sonra 0,5 mM biyotin ¢ozeltisi ve ampisilin besiyerine ilave edildi
(Tablo 3.7). Soliisyonun berrak hale gelmesinde sonra her bir petriye esit miktarda

dokiildii ve + 4°C’de 2 ay siire boyunca saklandi.

Tablo 3.7 Histidin/Biyotin/Ampisilin (HBA) Agarin hazirlanmasinda kullanilan
kimyasallar ve oranlari

Agar 15¢
50X VB tuz ¢ozeltisi | 2 mL
Glukoz cozeltisi 10 mL
Histidin c¢ozeltisi 1 mL
Biyotin c¢ozeltisi 0,6 mL
Ampisilin ¢ozeltisi | 0,315 mL
Distile su 200 mL

3.3.3.5 50X VB tuz ¢ozeltisi (Vogel-Bonner E ortami)

Tablo 3.8’da verilen kimyasallar 45°C’deki 134 mL saf su icerisinde ¢ozdiiriildii.
Eklenen kimyasallarin tamami ¢6ziindiikten sonra soliisyon 200 mLye tamamlandi.

Sterilizasyon islemi icin soliisyon otoklavlandi ve oda sicakliginda saklandi.
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Tablo 3.8 50X VB tuz ¢ozeltisinin (Vogel-Bonner E ortami) hazirlanmasinda
kullanilan kimyasallar ve oranlari

Magnezyum siilfat heptahidrat 2g
Sitrik asit monohidrat 20¢g
Potasyum fosfat 100 g
Sodyum amonyum fosfat tetrahidrat | 35 g

3.3.3.6 Top (Ust) Agar Hazirlanmasi

Top (Ust) Agar hazirlanmas: icin Agar ve NaCl tartildiktan sonra ultra saf su iceridine
konuldu. Daha sonra soliisyonun ¢ozlinmesi icin 1siticili manyetik karistiricida sicaklik
verilerek karistirildi. Soliisyonun tamamen ¢oziinmesinden sonra soliisyondan her bir
deney tiiptine 2 mL olmak iizere konuldu (Tablo 3.9). Deney tiiplerinin agz1 pamuk
ile kapatildiktan sonra otoklav yardimu ile sterilizasyon gerceklestirildi. Top agarlarin

bulundugu tiipler deney zamanina kadar + 4°C’de sakland.

Tablo 3.9 Top agarin hazirlanmasinda kullanilan kimyasallar ve oranlar1

Agar 0,6 g
NaCl 0,5¢g
Distile su | 100 mL

3.3.3.7 Nutrient Broth (NB) Hazirlanmasi

NB besiyerinin hazirlanmasi icin broth tartildiktan sonra ultra saf su icerisinde
cozdirildi (Tablo 3.10). Daha sonra elde edilen soliisyon 20 mL olarak
erlen-mayerlere aktarildiktan sonra otoklav ile sterilize edildi. Deney siiresince
+ 4°C’de saklandh.

Tablo 3.10 Nutrient broth hazirlanmasinda kullanilan kimyasallar ve oranlari

Nutrient broth | 2 g
Distile su 80 mL

3.3.4 %20’1lik Glukoz Cozeltisinin hazirlanmasi

Glukoz tartildiktan sonra ultra saf su icerisinde manyetik karistiricida karistirilarak
¢ozdiiriildii (Tablo 3.11). Sterlizasyon islemi i¢in elde edilen glukoz soliisyonu
otoklanlandi ve + 4°C’de muhafaza edildi.

Tablo 3.11 Glukoz ¢6zeltisinin hazirlanmasinda kullanilan kimyasallar ve oranlari

Glukoz 4g
Distile su | 20 mL
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3.3.4.1 %5’lik Histidin Cozeltisinin hazirlanmasi

Tablo 3.12’da verilen oran dahilinde histidin tartildiktan sonra ultra saf su icerisinde
¢ozdiiriildii. Daha sonra otoklav yardimi ile sterilizasyon islemi gerceklestirildi. Sterile

edilen soliisyon + 4°C’de saklandu.

Tablo 3.12 Histidin ¢ozeltisinin hazirlanmasinda kullanilan kimyasallar ve oranlari

L-Histidin | 0,05 g
Distile su | 10 mL

3.3.4.2 Biyotin Gozeltisinin Hazirlanmasi

Biyotin ¢ozeltisi tartildiktan sonra ultra saf su icersine eklendi(Tablo 3.13). Manyetik
karistirici yardimi ile soliisyon tamamen ¢oziiniinceye kadar karistirildi. Soliisyon
otoklavlanarak sterile edildi ve + 4°C’de sakland.

Tablo 3.13 Biyotin ¢ozeltisinin hazirlanmasinda kullanilan kimyasallar ve oranlari

D-Biyotin | 0,03 g
Distile su | 10 mL

3.3.4.3 NaOH (Cozeltisinin Hazirlanmasi

NaOH ultra sa su icerisine ilave edilerek ¢c6zdiirtildii (Tablo 3.14). Daha sonra soliisyon

10 mLye tamamland.

Tablo 3.14 NaOH cozeltisinin hazirlanmasinda kullanilan kimyasallar ve oranlar1

NaOH 0,016 g
Distile su | 20 mL

3.3.4.4 Ampisilin Cozeltisinin (% 0,8/0,02 N NaOH) Hazirlanmasi
Ampsilin trihidrat 0.02 N’lik NaOH icerisine eklenerek ¢ozdiiriildii (Tablo 3.15). Daha

sonra soliisyon 0,22 nm’lik steril siringa filtresi kullanilarak sterlize edildi.

Tablo 3.15 Ampisilin Cozeltisinin (% 0,8/0,02 N NaOH) hazirlanmasinda kullanilan
kimyasallar ve oranlari

Ampisilin trihidrat | 0,4 g
NaOH 50 mL

41



3.3.4.5 Sodyum-Fosfat Tamponunun hazirlanmasi

Tablo 3.16’te verilen degerler dikkate alinarak ayr1 kaplarda hazirlanan soliisyonlar
karistirildi. Soliisyonu pH degeri 7.4 olarak ayarlandi. Otoklavlanarak sterilizasyon

islemi gerceklestirildi.

Tablo 3.16 Sodyum-Fosfat Tamponunun hazirlanmasinda kullanilan kimyasallar ve
oranlar1

0,2M NaH,PO,.H,0 | 60 mL
0,2 M Na,HPO,.2H,0 | 440 mL

3.3.4.6 Histidin/Biyotin Cozeltisinin Hazirlanmasi

Biyotin tartildiktan sonra ultra saf su icerisine eklenerek manyetik karistirict yardimi
ile ¢ozdiiriildi. Daha sonra ortama histidin eklendi (Tablo 3.17). Soliisyon
tamamen ¢ozdiirildiikten sonra 0,22 pm membran filtre kullanilarak sterilizasyon

islemi gerceklestirildi ve + 4°C’de saklandu.

Tablo 3.17 Histidin/Biyotin ¢Ozeltisinin hazirlanmasinda kullanilan kimyasallar ve

oranlari
D-Biyotin 0,124 g
L-Histidin.HCI | 0,096 g
Distile su 1000 mL

3.3.4.7 %0,1’lik Kristal Viyole Cozeltisinin Hazirlanmasi
Kristal viyole boyas:i tartildiktan sonra ultra saf su icerisinde c¢ozdiiriildii (Tablo

3.18).Ardindan karanlik ortamda + 4°C’de sakland:.

Tablo 3.18 Kristal viyole ¢ozeltisinin hazirlanmasinda kullanilan kimyasallar ve
oranlari

Kristal viyole | 0,02 g
Distile su 20 mL

3.3.4.8 4-Nitro-o-fenilendiamin (NPD) (0,1 pg/nL) Cozeltisinin Hazirlanmasi

NPD tartildiktan sonra DMSO ile ¢ozdiiriildii. Ardindan 0,22 pm’lik steril filtreler
kullanilarak soliisyon sterile edildi (Tablo 3.19). Mutajenite ¢aligmalarinda 10 pg/plak
olacak sekilde kullanildi. Calismalar sirasinda oda sicakliginda mufaza edildi.
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Tablo 3.19 NPD (0,1 png/pL) ¢ozeltisinin hazirlanmasinda kullanilan kimyasallar ve

oranlari
NPD 0,2 mg
DMSO | 2 mL

3.3.4.9 Sodyum Azid Cozeltisinin Hazirlanmasi

Sodyum azid’'in tartilma islemi gerceklestirildikten sonra ultra saf su icerisine
konularak ¢6zdiiriildii (Tablo 3.20). Daha sonra 0,22 nm’lik steril filtreler kullanilarak
soliisyon sterile edildi. Mutajenite calismalarinda 1 pg/plak olacak sekilde kullanildi.

Calismalar sirasinda + 4°C’de muhafaza edildi.

Tablo 3.20 NaNj; cozeltisinin hazirlanmasinda kullanilan kimyasallar ve oranlari

NaN, 0,1 mg
Distile su | 10 mL

3.3.5 MIK Deneyinde Kullanilan Soliisyonlar ve Besiyerleri
3.3.5.1 NA Hazirlanmasi

NA tartildiktan sonra ultra saf su icerisinde cozdiiriildii ve otoklav yardimi ile

sterilizasyon islemi gerceklestirildi (Tablo 3.21).

Tablo 3.21 NA1n hazirlanmasinda kullanilan kimyasallar ve oranlari

NA 6g
Distile su | 300 mL

3.3.5.2 Mueller-Hinton Broth’un Hazirlanmasi

Tablo 3.22’de verilen oranda tartilan besiyeri ultra saf su igerisinde tamamen
coziiniinceye kadar karistirildi. Ardindan hazirlanan besiyerinin pH degeri 7.4 olarak

ayarlandi ve otoklav yardimiu ile sterile edildi.

Tablo 3.22 Mueller-Hinton Broth’un hazirlanmasinda kullanilan kimyasallar ve
oranlari

Mueller-Hinton Broth | 13 g
Distile su 200 mL

3.3.5.3 Saboraud Dekstroz Agar’in Hazirlanmasi

Besiyeri tartildiktan sonra ultra saf su icerisinde tamamen c¢oziiniinceye kadar
manyetik karistiricida karistirildi (Tablo 3.23). Daha sonra besiyeri sterilizasyon islemi

icin otoklavlandi.
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Tablo 3.23 Saboraud Dextroz Agar'in hazirlanmasinda kullanilan kimyasallar ve
oranlar1

Saboraud Dekstroz Agar | 13 g
Distile su 200 mL

3.3.5.4 RPMI 1640 Besiyeri’nin Hazirlanmasi
RPMI 1640, Glukoz ve MOPS Tablo 3.24’da verilen oranda tartildiktan sonra ultra saf

su kullanilarak ¢6zdiiriildi. Elde edilen besiyerinin pH degeri 7.4 olarak ayarlandi ve

steril filtre kullanilarak sterile edildi.

Tablo 3.24 RPMI 1640 Besiyerinin hazirlanmasinda kullanilan kimyasallar ve

oranlari
MOPS 17,26 g
RPMI 1640 | 5,2 g
Glukoz 3,758
Distile su 450 mL

3.3.5.5 McFarland Turbidity Standart Hazirlanmasi
0,36 N H,SO, ve %1,175’lik BaCl, soliisyonlar1 hazirlandiktan sonra Tablo 3.25’de

verilen oranlarda karistirildi. Daha sonra UV-vis spektrofotometre yardimi ile 625
nm’de abdorbans okumasi yapildi. Soliisyonun Optik density araligi1 0,08-0,010 olarak
ayarlandi. Optik densitisi ayarlanan standart soliisyonu tiiplere konulduktan sonra

agz1 sikica kapatildiktan sonra oda sicakliginda saklandi.

Tablo 3.25 McFarland Turbidity Standart Hazirlanmasinda kullanilan kimyasallar ve
oranlar1

H,SO, | 19,90 mL
BaCl, | 0,10 mL

3.3.6 Kitosan Nanopartikiil Sentezinde Kullanilan Soliisyonlar
3.3.6.1 Kitosan Soliisyonunun Hazirlanmasi

Diisik molekiiler agirlikli kitosan tartildiktan sonra icerisinde galsiyal asidik asit
bulunan ultra saf su icerisinde 24 saat boyuncu ¢ozdiiriildii (Tablo 3.26). Kitosan
tamamen coziindiikten sonra soliisyonun pH degeri 4.7’ye ayarlandi. Ardindan 0,45

nm’lik membran filtre ile siiziildii. Deney siiresince + 4°C’de saklandi.
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Tablo 3.26 Kitosan Soliisyonunun Hazirlanmasinda kullanilan kimyasallar ve

oranlari
Kitosan 20 mg
Glasiyal Asetik Asit | 333 pL
Distile su 100 mL

3.3.6.2 Tripolifosfat (TPP) Soliisyonunun Hazirlanmasi

Tablo 3.27’de belirtilen oranda tartilan TPP ultra saf su igerisinde ¢6ziildii. Soliisyonun
berrak hale gelmesinden sonra soliisyon 0,22 pm’lik membran filtre ile siiziildii. Deney
boyunca + 4°C’de sakland.

Tablo 3.27 TPP soliisyonunun hazirlanmasinda kullanilan kimyasallar ve oranlari

TPP 50 mg
Distile su | 100 mL

3.3.7 Elektroegirme Soliisyonunun Hazirlanmasi

%10’luk PCL soliisyonunun hazirlanmasi icin deneyden 24 saat 6énce PCL polimeri
tartildiktan sonra 2:1 oraninda DMSO:kloroform icerisinde ¢ozdiiriildii (Tablo 3.28).
Polimerin tamamen c¢o6ziindiikten sonra sollisyonun igerisine safran ve kantaron
iceren kitosan nanopartikiilii ve propolis ekstrakti eklendi. Elde edilen soliisyonun
saklanmasi icin soliisyon siringa icine cekildi ve sikica parfilmlenip oda sicakliginda
sakland.

Tablo 3.28 Elektroegirme blended oliisyonunun hazirlanmasinda kullanilan
kimyasallar ve oranlari

PCL 15g
Safran Yiiklii Kitosan Nanopartikiilleri 10 mg
Kantaron yiikli Kitosan Nanopartikiilleri | 10 mg
Propolis 1.25 mg
DMSO 10 mL
Kloroform 5 mL

3.4 Deneysel Metodlar

3.4.1 Dekoksiyon Metodu ile Bitki Esktraksiyonu

Safran ve kantaron bitkilerinden 1 g tartildi. Tartilan bitkiler énceden 70°C’ye 1sitilan
ultra saf su icerisine konuldu ve manyetik karistirici yardimi ile 30 dk. boyunca
karistirildi. Daha sonra soliisyonun oda sicakligina gelmesi saglandi. Soliisyonun

icerisindeki biiyiik partikiillerden kurtulmak icin kurutma kagidi ile siizme islemi
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gerceklestirildir. Kaba siizme islemi sonrasinda elde edilen soliisyon 0,45 pm’lik
membran filtre ile siiziildii. Ardindan - 20°C’de dondurulduktan sonra, deneylerde

kullanilmak tizere liyofilize edildi. Propolis sulu ekstrakti ticari olarak elde edildi.

3.4.2 DNA Baglanma Deneyi
3.4.2.1 UV-Vis Absorpsiyon Titrasyon Deneyi

DNA baglanma aktivitesi deneyinde bircok arastirici tarafindan kullanilan Dana
Timiis DNAs1 kullanildi. Deneyde tampon cozelti olarak TNE tamponu kullanildi.
CT-DNAnin RNA ve protein kontaminasyonuna sahip olup olmadigini belirlemek
amaciyla 260 nm ve 280 nm’deki absorbanslar alindi. Absorbans oranlar1 1,8 ile 1,9
arasinda oldugu gériildii. Ol¢iim sonucunda CT-DNAnin herhangi bir RNA ve protein
komtaminasyona sahip olmadigi goriildii. UV-vis absorbsiyon titrsyon deneyinin
yapilmasinda kiivet olarak kuartz kiivet kullanildi. Tezde kullanilan propolis,
safran ve kantaron ekstraklarindan 1 mg tartilarak DMSO ile ¢ozdiiriildii ve stok
soliisyon hazirlandi. Deneyde ekstraklarin stoklarinin seyreltilmesinde kullanilan TNE
tamponu kor olarak alindi. Deney sirasinda CT-DNA konsantrasyonu kademeli olarak
arttirilirken, ekstraklarin konsantrasyonlari sabit tutuldu ve CT-DNAnin kuartz kiivete
her eklenmesi sonras: karistirilarak 5 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon islemi sonrasinda
UV spektrofotometrede 200-600 nm arasinda spektrum okumasi yapildi. Titrasyon
sonucu elde edilen veriler sayesinde bilesiklerin DNAya hangi modla baglandiginm
gosteren baglanma sabiti degeri hesaplanabilmektedir. Bu sabitin hesaplanabilmesi
icin bir formiil gelistirilmistir Deney sonucunda ekstraklarin DNAya baglanma
sekillerini gosteren baglanma sabiti adi verilen bir deger hesaplandi. Baglanma

sabitini hesaplanmasi icin asagida verilen formiil kullanildi.

DNA/[ey—¢e;]=DNA/[eg—€;]p + 1/K,[e5 — & ] 3.1)

€,;0lciilen konsantrosyandaki soniim katsayisi
€g;DNAYya tiim bilesiklerin baglanmasi sonrasindaki séniim katsayisi
&5 ;serbest haldeki bilegigin sontim katsayisi

Formiildeki Kb degeri, DNA/(g, - &;) ve DNA degerleri kullanilarak olusturulan

grafikteki egim yardimai ile bulunmustur.
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Absorbansdaki degisimler asagida verilen formiil ile ytizdelik olarak hesaplandi.

Ai S
%H = 2 x 100 (3.2)

i

Formiilde verilen A; degeri ekstraklarin ortama CT-DNA eklenmeden 6nceki absorbans

siddetini, A, ise CT-DNAnin maksimum seviyede eklenmesi sonucunda olusan

absorbans siddetini ifade etmektedir.

3.4.3 DNA kesme Deneyi

Safran, kantaron ve propolis sulu ekstraktlarinin DNA kesme aktivitelerinin
belirlenmesi agaroz jel elektroforezi ile gerceklestirildi. Bu yontemde DNA ornegi
olarak stiper kivrimli yapiya sahip pBR322 plazmid DNA kullanildi. Sulu ekstraklarin
dilisyonlar1 100 mM Tris-HCI tampon (pH:7,6) kullanilarak elde edildi. Ekstraksiyon
sonrast liyofilize edilen safran, kantaron ve propolisin herbirinden 1,25 mg, 2.5 mg,
5 mg ve 10 mg tartildiktan sonra Tris-HCl ile ¢ozdiiriildii. Sulu ekstraktlarin DNA
kesme aktiviteleri iki fakli sekilde belirlendi. Bunlardan birincisi H202 varliginda olan
oksidatif yontem, ikincisi ise hidrolitik yontemdir. Deneyde reaksiyon ortami 2 ulL
pBR322 plazmid DNA, 2 uL Tris-HCl tampon (pH:7,6) karistirllarak hazirlandi. Daha
sonra reaksiyon ortamina sulu ekstraklarininn her bir dozundan eklendi.Oksidatif
yontemde ise reaksiyon ortamina ekstra olarak 2 uL H,O, eklendi. Ardindan
reaksiyon ortami 20 uL’e tamamlandi ve 37°C’de 3 saat boyunca karanlik ortaminda
inkiibasyon islemi gerceklestirildi. Agaroz jel elektroforez deneyi icin %1 ‘lik agaroz
jeli hazirlandi ve icerisinde TAE tamponu bulunan elektroforez tankina yerlestirildi. 3
saati inkiibasyon sonrasinda DNA oOrnekleri 6X yiirtitme tamponu ile karistirildiktan
sonra jelde bulunan kuyucuklara yiiklendi. Pozitif kontrol olarak plazmid DNAda
cift kirik olusturan EcoRI enzimi kullanildi. Elektroforezde marker olarak 1 kb’lik
ladder kuyucuga yiiklendi. Elektroforez islemi 1 saat boyunca 60 V’da gerceklestirildi.
Agaroz jel UV 151k altinda incelendi ve alanizi Gel Pro ver.3.0 kullanilarak yapild:.

3.4.4 MIK Yontemi

Safran, kantaron ve propolisin minimum inhibisyon konsantrasyonlarinin
belirlenmesinde broth mikrodiliisyon yontemi kullanildi. Calismada gram pozitif
bakterilerden; Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus subtilis ATCC 6633,
Escherichia coli NRRL B-3704, Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia faecalis ATCC
29212, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Listeria monocytogenes ATCC 7644 ve
mayalardan Candida albicans ATCC 60193 kullanild:.
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Minimum inhibisyon konsantrasyonlarinin belirlenmesinde U tabanli 96 kuyucuklu
steril mikroplaklar kullanilarak yapildi.  Pozitif kontrol olarak bakteriler igin
gentamisin ve ampisilin, maya 6rnegi i¢in flukonazol kullanildi. Galismada kullanilan
bakteriler NAa, mayalar ise Saboraud Dextroz Agar’a ekildi ve 37°C de 24 saat inkiibe
edilerek cogaltildi.

Deneyde kullanilan inokulum siispansiyonunun hazirlanmasi icin cogaltilan
kiiltiirlerden benzer koloniler alinarak serum fizyolojik suda siispanse edildi.
Siispansiyonun yogunlugu 0,5 McFarland soliisyonu kullanilarak 1-2 x 108 CFU/mLye

ayarlandi.

Ekstraktlar

5 |
Mikrodilisyon plakasinda test \

ekstraktlarin 2 kat seri seyreltme
yapilir
inkiilbasyen

)/ — |

3 Seyreltilmis ekstraktlarile
bakteriler mikrodilisyon
Plak okuyucuda okuma

- . plakasinda kanstirihr. " . N
Steril ekiivyon ile koloni yapilarak MIK degerleri

alimir \ Mcfarland bulunur
hazirlanir ve
Bakteri miktar
belirlenir

Sekil 3.1 MIK deneyinin yapilisi
[279]

Broth mikrodiliisyon testinde mikroplaktaki kuyucuklara bakteriler icin 100’er uL
Mueller-Hinton Broth, maya icin 100’er uL RPMI 1640 besiyeri eklendi. Sulu
ekstraklarin 10 mg’lik stok cozeltilerden 100 uL eklendikten sonra mikropipet ile
kanistirilma islemi gerceklestirildi. Ikinci kuyucuga 100 ulL aktarim yapildi ve bu
islem 5. kuyucuga kadar devam ederek seri diliisyon yapilmis oldu. Daha sonraki iki
kuyucuk pozitif ve negatif kontrol icin kullanildi. Hazirlanan inokulum siispansiyonu
1:20 oranin seyreltildi ve negatif kontrol kuyucugu disinda her kuyucuga 100 uL
konuldu. Seyreltme sonunda her kuyucuktaki bakteri yogunlugu 5x 10* CFU/mL
olarak ayarlandi. Inokulumun hazirlanmasi ve mikroplaktaki kuyucuklara eklenmesi,
deneyde kullanilan bakteri ve maya konsantrasyonlarinin degismemesi icin 15 dk
icerisinde gerceklestirildi. Bakteriler 37°C’de 24 saat ve mayalar 37°C’de 48 saat
boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi, sulu ekstraklarin bakteriler ve mayaya

48



kars1 minimum inhibisyon konsantrasyonu belirlendi (Sekil 3.1).Pozitif kontrol i¢in
gram-pozitif ve gram-negatif bakteriler i¢cin gentamisin ve ampisilin kullanildi. Maya
icinse flukonazol kullanildi. Negatif kontrol ve kontaminasyonu engellemek i¢in

DMSO uygulamasi yapildu.

3.4.5 Ames Yontemi

Ames testinin giivenirligi acisindan, deneyde kullanilan Salmonella tphymurium TA98
ve TA100 suslarinin istenilen genetik 6zelliklere sahip olup olmadiginin kontrol
edilmesi gerekmektedir. ~Bu nedenle istenilen mutasyonlarin suslarda bulunup

bulunmadig: asagida verilen testler ile belirlenmistir.

3.4.5.1 Test Suslarimin Histidin gereksinimi kontrolii

Salmonella tphymurium TA98 ve TA100 suslarinin histidin oksotrofu (his-) 6zelligine
sahip oldugunu belirlemek amaciyla histidin gereksinimi kontrolii deneyi yapildi.
Bu kontrol deneyinde histidin sentezleme kabiliyeti olmayan mutant suslar, histidin
icermeyen MGA plaklarina ve HB agara NB icerisindeki taze kiiltiir kullanilarak cizgi
ekim yapildi. Plaklar, 37°C’de 48-72 saat inkiibe edildikten sonra MGA ve HB

plaklarinda iireyip tiremedikleri belirlendi.

3.4.5.2 Test Suslarinin rfa mutasyonu kontrolii

Ames deneyinde kullanilan TA98 ve TA100 tes suslarinin rfa mustasyon kontrolii
kristal viyole boyas: kullanilarak yapildi. Bu amacla, her bir susa ait taze gecelik
kiiltirden 100’er uL alinarak NA besiyerine ekim yapildi. Kontrol deneyinde
kullanilmak tizere 0,5 cm boyutunda steril filtre kagidindan diskler hazirlandi ve
besiyerinin ortasina yerlestirildi. Daha sonra bu disklerin iizerine %0.1’lik kristal
viyoel ¢ozeltisinden eklendi ve disklerin bu ¢ozeltiyi emmesi saglandi. Ekim yapilan
besiyerleri 37 °C’de 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi kristal viyole emdirilen
disklerin etrafinda seffaf olarak 14 mm’lik inhibisyon zonunun var olup olmadig:
gozlendi. rfa mutasyonuna sahip olan suslarin hiicre duvarindan kristal viyole boyasi

gecerek, suslarin iiremesinin engellemesi nedeniyle zon olusumu gézlenmektedir.

3.4.5.3 Test Suslarimin uvrB mutasyonu kontrolii

UV hassasiyet testi araciligiyla Ames deneyinde kullanilacak olan TA100 ve TA98
suslarinin uvrB mutasyonuna sahip olup olmadiginin kontrolii yapildi. Taze gecelik
kiltiirden aliman sus Ornekleri bir 6ze yardimiyla NA besiyerine paralel cizgi

ekimi yapildi. NA besiyerinin bulundugu petri kabinin yarisi 151k gecirmeyen bir
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materyal kullanilarak kapatildi. Petrileri, 8 sn boyunca 33 cm yiikseklikten 30
Wk germisidal UV isinlarina maruz birakildi. Ardindan petriler 37°C’de 24 saat
boyunca inkiibasyona birakildi. 24 saat sonunda petrilerin 151k gecirmeyen materyal
ile kapatilan kisimlarinda tireme oldugu takdirde test suslarinin uvrB delesyonuna

sahip oldugu anlasilmaktadir.

3.4.5.4 Test Suslarinin R faktorii kontrolii

Salmonella tphymurium TA100 ve TA98 suslarinin, ampisilin antibiyotigine direng
faktorii olan R faktorii iceren pKM101 plazmidlerine sahip olup olmadiginin kontroli
amaci ile suslar ampisilin iceren HBA agarlarina ekildi. Daha sonra petriler 37°C’de 24
saat inkiibe edildi. Inkiibe islemi sonrasinda HBA agarlarda iireyen suslarin pKM101

plazmidini tasidiklar: anlasiimaktadir.

3.4.5.5 AMES deneyinde Kullanilacak Suslarin Master Plaklarinin Hazirlanmasi

Taze kiiltiirlerden alinan test suslari, ¢izgi ekim teknigi kullanilarak HBA agarlarina
ekildi. Ardindan petriler inkiibatérde 37°C’de 48 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon
islemi sonrasinda, besiyerlerinde {iremis olan iyi izole olmus ve normal biyiikliige
sahip koloniler belirlendi. Belirlenen koloniler 6ze yardimu ile alind: ve icerisinde 6.3
wL ampisilin iceren 2 mL NB ekildi. Ekim yapilan NBlar 37°C’de 12 saat inkiibasyona
birakildi. Ardindan master plaklarin elde edilmesi i¢in inkiibasyon sonrasi tekrar HBA
agarma ekim yapildi ve 37°C’de 48 saat inkiibasyon islemi gerceklestirildi. 48 saatlik

inkiibasyon sonrasi elde edilen master plaklar + 4°C’de muhafaza edildi.

3.4.5.6 AMES deneyinde Kullanmilacak Suslarin Gecelik Kiiltiirlerinin Hazirlan-
masl

Deneyde kullanilacak TA100 ve TA98 suslarinin gecelik kiiltiirleri 6nceden hazirlanan
master plaklardan elde edilidi. Master plaklarda bulunan kolonilerden izole olmus ve
normal biiyiikliige sahip koloni secildi ve 6ze yardimu ile alinarak ampisilin (63uL)
iceren 20 mLlik NB besiyerine ekildi. Ekim sonrasi besiyeri, calkalayici inhiibatorde
37°C’de 140 rpm’de 16 saat boyunca inkiibasyon islemi gerceklestirildi. Ardindan
hazirlanan gecelik kiiltiirden 0,5 mL bakteri siispansiyonu alinarak taze besiyerine
aktarild1 ve besiyeri calkalayicili inkiibator kullanilarak 37°C’de 110 rpm’de 6 saat
inkiibe edildi. Deneyde 1-2 x 10° (kob)/ml yogunluk oranina sahip olan bakteri
kiiltiirleri kullanildi.
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3.4.5.7 Swv1 Besiyerinin mUsindeki Test Suslarininin Sayisinin Belirlenmesi

Ames deneyinde kullanilacak test suslarina ait gecelik kiiltiirlerdeki bakteri sayisinin
belirlenmesi i¢in spektrofotometrik ve NA plaklarina ekim yontemi ile belirlendi.
Spektrofotometrik o6l¢climler 540 nm’de yapildi.  Yapilan o6lciimlerin absorbans
degerlerinin 0,1-0,2 arasinda olmasi beklendi. NA plaklarina ekim icin gecelik
kiiltiirler %0,9 serum fizlojojik ile 107"den 10 ”’ye kadar seri diliisyon yapildi.
Daha sonra taze kiiltiirden 100 uL alindiktan sonra 43°C’ye sahip olan 2 mLlik
top agara eklendi. Top agar vorteks yardimu ile karistirildiktan sonra NA plaklarina
dokiildii. Top agarin donmasindan sonra, plaklar 37°C’de 24 saat boyunca inkiibe
edildi. Inkiibasyon islemi sonrasinda olusan koloniler sayild: ve altta verilen formiil

kullanilarak mI’de bulunan canli bakteri suslarinin sayisi belirlendi.

BS[kob/ml]=SF x PKS x 10 (3.3)

BS;Bakteri Sayisi
SF;Sulandirma Faktorii

PKS;Plaktaki Koloni Sayis1

3.4.5.8 Ames Deneyinin Yapilisi

Ames deneyinin prensibi, hisitidin aminoasidine gereksinim duyan mutasyona
ugramis oksotrof Salmonella suslarinin, sulu ekstraklar ile mualmele edilmesinden
sonra suglarin tekrardan hisitidin sentezleyebilme 6zelligine sahip olmasina

dayanmaktadir.

Safran, kantaron ve propolis sulu ekstraktlarinin mutajenitesinin belirlenmesi icin,
histidin- biyotin ¢6zeltisi iceren 43°C’de su banyosunda tutulan 2 mLlik top agarlara,
500 uL sodyum fosfat tamponu eklendi. Ardindan bu karisimin icerisine herbir
dozdan 100 pl'lik sulu ekstrak eklendikten sonra, 100 ulL test susu konuldu. Elde
edilen karisim vorteks yardimi ile karistirildiktan sonra MGA plaklarina ekim yapildi.
Top agarin donmasi amaciyla plaklar 15 dk oda sicakliginda bekletildi. Daha sonra
37°C’de 48 saat inkiibasyon iglemi gerceklestirildi. Inkiibasyon islemi sonrasinda
histidin sentez 6zelligini geri kazanan koloniler (his+ revertantlar) sayildi. Calismada

sulu ekstraklarin her konsantrasyonu icin ii¢ ayr1 MGA plagina ekim yapildi.

Deneyde pozitif kontrol icin TA98 suslar1 icin NPD, TA100 suslar1 icin NaN3 kullanildi.
Histidin biyotin iceren 2 mLlik top agara 500 pl sodyum fosfat eklendikten sonra 100
uL pozitif kontrol maddesi eklendi. Karistma 100 uL test susu konulduktan sonra
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I Baz Batiyeri (Top agar, l

Megatif Kontrol FBS, TASE veya TALDD  Pogitif Kontrol
[Baz Besiyeri+ su) Fugu) (Baz Beslyerl, Sodyum

i

azid veya NPD)

Baz Basiyeri*Ekstrake

Ekim Yapilir l Ekim Yapilir l
Ekim Yapilir 1
MGA

Nagatif Kontrol His+ Kolaniler Pozitif Kantral
Plaklan Plaklan

Sekil 3.2 Ames Deneyinin Yapilist
[280]
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vortekslendi ve MGA plaklarina ekim yapildi. Top agarin donmasi beklendi. 37°C’de

48 saat inkiibasyon islemi sonrasinda his+ revertant koloniler sayildi.

Her iki test susunun negatif kontrolii icin saf su kullanildi. Histidin biyotin eklenen 2
mLlik top agar igerisine 500 uL sodyum fosfat eklendi. Ardindan karisimin icerisine
100 uL negatif kontrol maddesi, 100 uL test susu konuldu ve vortekslendi. MGA
plaklar1 ekim yapildiktan sonra Top agarin donmasi i¢in 15 dk oda sicakliginda
bekletildi. 37°C’de 48 saat inkiibasyon islemi sonrasinda his+ revertant koloniler
sayildi.

Spontan kontrolii icin, histidin biyotin iceren 2 mLlik top agara sirast ile 500 uL
sodyum fosfat tamponu ve 100 uL test suslari eklendikten sonra MGA plaklarina ekim
yapildi. Plaklar, 37°C’de 48 saat inkiibe edildi ve his+ revertant koloniler sayild: (Sekil
3.1).

3.4.5.9 Ames Deney Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Calismada kullanilan safran, kantaron ve propolis sulu ekstraklarinin herhangi bir
mutajenik aktiviteye sahip olup olmadig1 negatif kontrolle kiyaslanarak belirlenmistir.
Test edilen sulu ekstraklarin MGA plaklarinda tireyen his+ revertant koloni sayisinin
negatif kontrolle kiyasla iki kat1 ve daha {istii olmasi durumunda bu dozlarin mutajenik

aktiviteye sahip oldugu soylenebilmektedir.

3.4.6 Ekstraklarin Kombinasyonlarinin Antioksidan Potansiyellerinin Belirlen-

mesi

Ekstraklardan elde edilen kombinasyonlarin (Tablo 3.29) antioksidan
potansiyellerinin  belirlenmesinde =~ DPPH  testi  kullanilmistir. Herbir
kombinasyonlardan 20 uL Ornek alinacaktir ve her bir kombinasyon icin 200
uL (200 nM) DPPH eklendikten sonra elde edilen soliisyon vortekslenmistir. 30
dakika karanlik ortamda oda kosullarinda inkiibe edildikten sonra 517 nm UV
spektrofotometrede Ol¢iimler alinmistir. Antioksidan potansiyelleri asagidaki formiil

kullanilarak hesaplanmustur.

A —_
%SRG = kontrol numune % 100 (34)

kontrol

Aionirot = (Etanol + DPPH)abs (3.5)
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Tablo 3.29 Biyolojik Deneyler Sonunda Olusturulan Kombinasyonlar

Ekstraktlar S:H:P (mg/ml)
1.Kombinasyon | 2.5:1.25:1.25
2.Kombinasyon | 1.25:2.5:1.25
3.Kombinasyon | 1.25:1.25:2.50
4.Kombinasyon | 2.5:2.5:1.25
5.Kombinasyon | 1.25:2.5:2.5
6.Kombinasyon | 2.5:1.25:2.5

3.4.7 Ekstraklarin Spektrumunun Belirlenmesi ve Kalibrasyon Grafiginin

Cikarilmasi

Secilen kombinasyonun spektrum belirlenmesi icin soliisyon 1:100 oraninda
seyreltildikten sonra 600nm-200nm arasinda spektrumu alindi. Spektrumu
belirlendikten sonra secilen kombinasyondan seri diliisyon metodu ile elde edilen
konsantrasyonlarin absorbansi UV-vis spektrofotometrik olarak belirlendi. Daha sonra
elde edilen degerler ile salinim kinetiklerinin, enkapsiilasyon veriminin ve ylikleme

kapasitesinin belirlenmesi icin kalibrasyon grafigi olusturuldu.

3.4.8 Kitosan Nanopartikiillerinin Sentezi

Uygun dozlar belirlenen safran ve kantaron sulu ekstraklarinin kitosan
nanopartikiilleri ile enkapsiile edilmesi icin iyonik jelasyon yontemi kullanildi.
Iyonotropik jellesme, polielektrolitlerin karsi iyonlarm varhiginda nanopartikiiller
olusturmak icin capraz baglanti kurma kabiliyetine dayanir.  Iyonik jellesme
yonteminde, kitosan polisakkariti sulu asidik ¢ozelti icinde ¢oziilerek kitosan katyonu
elde edilir. Bu cozeltiye polianyonik tripolifosfat ¢ozeltisi damla damla eklenir. Zit
yukli tiirler arasindaki karmasiklik nedeniyle, kitosan iyonik jellesmeye ugrar ve

kiiresel parcaciklar olusturmak icin ¢okelir [281] .

Tez calismasinda, 10 mLlik kitosan soliisyonu, énceden 70°C’ye ayarlanmis olan
calkalamali su banyosunda 10 dk tutuldu. Kitosan soliisyonu su banyosundan alinip,
onceden + 4°C’ye konmus olan manyetik karistiriciya yerlestirildi. Karistirict 1000
rpm’e ayarlanir. Kitosan soliisyonunun {iistiine 3.3 ml'lik TPP damla damla konuldu
(Sekil 3.3). Karistirma islemi 10 dk, + 4°C’de devam ettirildi. Ardindan olusan opak
soliisyon, oda sicakligina getirildi. Son asamada ise elde edilen soliisyon 0,22 pm’lik

filtreden gecirildi.
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Ekstrakt Yuklu
Kitosan
Nanopartikiilleri

a

lyonik Jelasyon Metodu

Sekil 3.3 Iyonik jelasyon yéntemi ile kitosan nanopartikiil sentezi

3.4.9 Ortalama boyut, Polidispersite Indeksi(PdI) ve { Potansiyelinin Belirlen-

mesi

Ortalama boyut, polidispersite indeksi (PdI) ve { potansiyeli analizleri, 25 °
C’de calisan 4.0 mV He-Ne lazer (633 nm) ile donatilmis Zeta Sizer Nano ZS
(Malvern Instruments, UK) cihazi kullanilarak gerceklestirildi. Elde edilen kitosan
nanopartikiillerinin ortalama boyutlari, PdI degerleri ve { potansiyelleri, 700yl kitosan

nanopartikiilleri { kiivetine konularak DLS cihazi ile belirlendi.

3.4.10 Enkapsiilasyon verimi ve Yiikleme Kapasitesinin Belirlenmesi

Enkapsiilasyon veriminin belirlenmesi icin dolu kitosan nanopartikiillerinin
spektrofotometrik absorbansi alindi. Bu deney sirasinda kor olarak bos kitosan
kullanildi.  Enkapsiilasyon veriminin belirlenmesi icin asagida verilen formiil

kullanilarak hesaplands;

TMM—-EOMM N
TMM

%EV = 100 (3.6)

Yiikleme kapasitesinin belirlenmesi i¢in dolu nanopartikiiller liyofilize edildikten sonra
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tartildi. Yiikkleme kapasitesinin belirlenmesi i¢in asagidaki denklem kullanildi;

EEMM
%YK =

x 100 (3.7)

3.4.11 Salim Kinetiginin Belirlenmesi

Salim kinetiginin belirlenmesi icin kitosan nanopartikiillerinden 1 mg tartildiktan
sonra ultra saf suya konuldu ve ultrasonik su banyosunda ¢ozdiiriildii. Daha sonra
sollisyonlar 10.000 kDa’luk seliilloz membrana sahip diyaliz kapsiillerine konularak
salim baslatildi . In vitro salim calismasi, 0, 0.5, 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 24, 48, 96,
120 ve 240 saatlik zaman araliklarinda gerceklestirildi. Numunelerin inkiibasyonu,
calkalama altinda 37°C’de calkalamali bir su banyosunda yapildi. Numunelerden 0,
05,1,2,3,4,5,6,7, 8,9, 10, 24, 48, 96, 120 ve 240 saatlik zaman araliklarinda
ornekler alindiktan sonra UV-vis spektrofotometrede absorbanslar1 alindi. Alinan bu
absorbanslar kalibrasyon grafigine ait denklemde yerine konularak kiimilatif salim

grafigi cikarildi.

3.4.12 Kitosan Nanopartikiillerinin Taramali Elektron Mikroskobu (SEM)
Mikrografisi

Kitosan nanopartikiillerinin taramali elektron mikroskobu (SEM) mikrografi [stanbul
Universitesi Fizik Boliimi'nden hizmet alimi ile elde edilmistir. Iletkenlik
ozellikleri belirlenmis camlarin tizerine 40 ulL ekstrakt yiiklenmis ve bos kitosan
nanopartikiillerinin damlatilmasinin ardindan 1 giin oda sicakliginda kurutulmasiyla
numuneler hazirlandi. SEM mikrograflari, 120 KX biiyiitme, 5.00 kV elektron yiiksek
gerilim (EHT) ve 9.4 mm calisma mesafesinde (WD) mercek ic¢i detektorii ile elde
edildi.

3.4.13 Elektroegirme ile Nanoliflerin Elde Edilmesi

Safran, kantaron yiiklii kitosan nanopartikiilleri ve propolis sulu ekstrakti iceren
%10’luk PCL soliisyonu 5 mL siringaya cekildi. Ardindan siringa siringa pompasina
yerlestirildi. Siringa pompasi 1 mL/sa olarak ayarlandi. Siringa ve yaglh kagit
yerlestirilen plaka arasi 15 cm olarak ayarlandi. Siringa ucuna 10 kV elektriksel
kuvvet uygulandi ve elektroegirme islemi 2 saat boyunca devam etti. 2 saat sonunda
elektriksel akim kesildi ve yagh kagit plakadan dikkatlice alindiktan sonra salinim,

SEM ve in vivo hayvan deneylerine kadar 4°C’de saklandh.
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3.4.14 Nanolif icerisindeki Madde Miktarinin Belirlenmesi

Nanoliflere eklenen safran, kantaron ve propolis icerigi, nanoliflerden biyoaktif
bilesiklerin ekstraksiyonundan sonra UV-vis spektroskaopisi kullanilarak bulundu.
Safran, kantaron ve propolis ekstraklarinin her birinin nanoliflerden elde etmek
icin 2Xx2 cm nanolif parcasi kesildikten sonra, nanoliflerin iizerine 1 mL kloroform
ve 1 mL DMSO eklendi. Daha sonra elde edilen disperse soliisyon 10 dakika
boyunca ultrasonik su banyasonunda sonike edildi. Ardindan soliisyon icerisine 8
mL asetonitril eklendi ve ultrasonik su banyosunda 10’ar dakika olmak iizere 2 kere
sonike edildi. Elde edilen soliisyon 2500 rpm’de santrifiijlendi. Soliisyon icerisindeki
ekstrak icerikleri, safran icin 245,5, kantaron i¢in 271 nm ve propolis icin 274 nm

absorbanslar1 alindiktan sonra kalibrasyon egrileri kullanilarak hesaplandu.

3.4.15 Nanoliflerin SEM ile Morfolojilerinin incelenmesi

Nanolifler karbon bantlara uygun sekilde kesildi. Daha sonra kesilen nanolif 6rnekleri
karbon bantlara yapistirildi. Elektriksel iletkenligi arttirmak icin inert gaz verilen
ortamda altin-paladyum ile kaplandi. Nanoliflerin morfolojik yapisi ve ¢api, 3 kV EHT,
9.3 mm WD analiz edildi.

3.4.16 Nanoliflerin Salim Kinetiginin Belirlenmesi

Salim kinetiginin belirlenmesi icin nano fiberlerden 1xX1 c¢cm2 boyutunda ii¢ adet
parca kesildi. Daha sonra bu nanofiber parcalari ultra saf su icerisine konuldu ve
ultrasonik su banyosunda 15 dk bekletildi. Bu islem ii¢ kez tekrarlandi ve her
tekrarda 1s1 nedeniyle nanofiberlein zarar gormemesi i¢in ultra sonik su banyosundaki
su degistirildi.  Sonikasyon islemi sonrasinda, elde edilen siispansiyon diyaliz
kapsiiliine konuldu ve kapiil 10.000 MW diyaliz membrani ile kaplandi. Ardindan
diyaliz kapsiilleri igerisinde PBS (pH=7.4) olan beherlere konuldu. Beherler 37°C
sicakliga sahip calkalamali su banyosuna yerlestirildi. Nanofiberlerin salimlarin
belirlemek icin ilk 10 saat daha sonra ise 24,48,72,96,120, 144 ve 168. Saatlerde
ornekler alindi. Her ornek alindiktan sonra beherdeki PBS ortami taze PBS ortami
ile degistirildi. Alinan salim Orneklerinin absorbanslari UV-vis spektrofotometresi
kullanilarak alindi. Absorbanslar standart egri denklemlerinde yerlerine konularak

nanofiberlerden salinan safran, kantaron ve propolis miktarlar1 belirlendi.

3.4.17 Nanoliflerin In vivo Etkisinin Belirlenmesi

Elde edilen nanoliflerin In vivo etkisinin belirlenmesi icin toplam yirmi bes adet 8

haftalik Wistar albino rat, 1. Grup pozitif kontrol(Yara iyilestirici 6zelligi bilinen ticari

57



yara ortiisii), 2. Grup negatif kontrol (Gazli bez), 3. Grup ekstrak kombinasyonu
(Biyolojik aktivitesi en iyi kombinasyon), 4. Grup Ekstrak kombinasyonu iceren
nanolifler(Biyolojik aktivitesi en iyi olan kombinasyonu iceren PCL nanolifleri) 5.
Grup ise sadece nanolifler (Bogs PCL Nanolifler) seklinde ayrildi. Yapilacak deneyin
oncesinde sicanlar anestezi altina alind1 ve dorsal kismi tras edildi . Daha sonra
sirtlarinda 2x2 cm Olgililerinde tam kalinlikta yaralar, gevsek deri alt1 dokularinin
derinligine kadar bir nester bicagi kullanilarak acildi. Yaralara binde 5’lik povidon
iyodin ¢ozeltisi siiriilerek deney hayvanlarinin derileri sterilize edildi. Yaralar, yara
ortiileri ile ortiildiikten sonra steril gazli bez ve Tensoplast ile cerrahi miidahale
yapilan tiim alanlar kapatilacak sekilde sarildi (Sekil 3.4). Hayvanlara post operasyon
sonucu olusabilecek agrilarim1 dindirmek i¢in agr kesici verildi. Deney hayvanlarinin
sirt bolgelerinde olusturulan 2 adet yara, belirlenen siraya gore yara oOrtiileri ile
kapatildiktan sonra, uygulamanin yapildig:1 giin (0. giin) fotograflar1 ¢ekilip Image
J vers. 3.0 programu ile yara alanlar1 hesaplandi. Uygulamay: takip eden 7. 14. 21.
ve 28. giinlerde fotograflar cekilerek boyutlardaki degisim gozlendi. Yaralardaki %

iyilesim degerleri asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi.

A
%K = 100—A—n x 100 (3.8)

Anestezi altina alinan Dorsal bblgede yaralar

ratlarin dorsal kismi nester ile olugturur
traslanir

e P t > o 1 Uygulama
T S . !, . yapilan bilge

2 N Tensoplast ile
Yara modelinin . " ’ ) sarilir ve

olusturulacag L hayvanlara
bélge isaretlenir % : agn kesici

verilir.

Sekil 3.4 In vivo yara modelinin yapilisi
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4

BULGULAR VE TARTISMA

4.1 DNA Baglanma Deneyleri Sonuclari
Safran sulu ektraktinin CT-DNAYya elektrostatik olarak baglandigi belirlendi. Bu deney

sonucunda UV-vis spektrumunda hiperkromizme dogru kayma oldugu saptandi. Buna
ek olarak ekstraktin 255,6 nm’de 2.60 nm kirmiziya dogru kayma tespit edildi. Ayrica
ekstraktin %29,4 oraninda hiperkromizme neden oldugu belirlenmistir (Sekil 4.1).

1.500 T T T

[DNA]:tLAC
f o

=[x
=os .
=1
=2
3
=L

c ™

1.000

Abs

0,500

1 1 L
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200.00 300,00 400,00 500.00 ©00.00
nm

Sekil 4.1 Safran sulu ekstraktinin CT-DNAYya baglanma seklini gosteren spektrum

Kantaron bitkisine ait sulu ekstraktin DNA baglanma deneyi icin ektrakt bulunan
tamponu icerisine CT-DNA kademeli olarak eklendi. Elde edilen UV-vis spektrumuna
bakildiginda absorbans degisiminin hiperkromizm yoniine dogru oldugu tespit edildi.
Ayrica ekstraktin %234 hiperkromizme neden oldugu, 259 nm absorbansta 14

nm maviye kaymaya neden oldugu belirlenmistir. Elde edilen bu veriler 1s181nda
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kantaronun sulu ekstraktinin CT-DNAYya elektrostatik olarak baglandig1 goriilmiistiir
(Sekil 4.2).

1.340 T T T
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Sekil 4.2 Kantaron sulu ekstraktinin CT-DNAya baglanma seklini gosteren spektrum

Propolisin UV-vis spektrumu incelendiginde, soliisyondaki CT-DNA miktarindaki artisa
baglh olarak absorbanstaki kayma hipokromizm yoniinde oldugu gozlemlenmistir.
Ekstraktin %8 oraninda hipokromisiteye neden oldugu, absorbanstaki kaymanin
ise 4,20 nm kirmiziya dogru olugu goriilmiistii. Propolis ekstraktinin CT-DNAya
interkalatif baglandig1 belirlenmistir (Sekil 4.3).

Genetik bilginin bir tasiyicisi olan DNA, bu makromolekiiliin kopyalanmasina
ve kopyalanmasina miidahale etme olasilig1 nedeniyle bircok ilacin etkilesiminde
birincil hedeftir. Niikleik asit etkilesimi icin reaktif modeller olarak DNA zincirleri
boyunca belirli bolgelerde reaksiyona giren kiiciik molekiil ¢calismalari, tedavi edici
ajanlarin rasyonel gelistirilmesinde biiylik 6neme sahiptir. Kii¢iik ligandlarin DNA
ya baglanabildigi birkac tiir bolge vardir. Bu baglanma bolgeleri (i) iki baz cifti
arasinda (tam interkalasyon), (ii) kiiciik olukta, (iii) ana olukta ve (iv) sarmalin
disinda seklindedir [282-285].

Bitki Ozleri iizerine yapilan arastirmalar, bir¢ok hastaligin tedavisi icin ilaclarin
kesfedilmesine yol acmistir. DNA ile belirli bir bolgede ve sekilde etkilesime girebilen,

su anda kullanilan dogal, sentetik veya hemisentetik biyoaktif ajanlarin ¢ogundan
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Sekil 4.3 Propolis sulu ekstraktinin CT-DNAya baglanma seklini gdsteren spektrum

daha az toksisiteye sahip olan bitki kaynaklarindan molekiilleri tespit etmeye hala
biiyiik bir ilgi bulunmaktadir [286-288]. Bu nedenle calismamizda safran, kantaron
ve propolis ekstraklarinin DNA baglanma sekilleri belirlenmistir. Safran, kantaron ve
propolis ekstraklari ile ilgili veya bu ekstraktlarin icerisinde bulunan aktif maddelerin
DNA baglanma sekilleri ile ilgili bircok calisma bulunmaktadir.

Ashrafi ve ark.(2005),safran ekstraktinda bulunan krosetin molekiiliiniin histidin
1 proteinine baglanma seklini arastirmay:r amacglamislardir.  Yapilan calisma
sonucunda, krosetinin spektrumda 420 nm’de kirmiziya dogru kaymaya neden oldugu
belirlenmistir [289]. Hoshyar ve ark. 2008 yilinda yaptiklari ¢alismada, safranda
bulunan safranal isimli maddenin CT-DNA ile etkilesimini arastirmislardir. Calisma
sonucunda, spektrumun 248 nm’de 8 nm maviye kaydigi tespit edilmistir [290].
Kanakis ve ark. (2007) yaptiklari ¢alismada, safran ekstraktinda bulunan safranal,
krosetin ve dimetilkrosetinin CTDNA ile etkilesimini arastirmislardir. Yapilan bu
calisma sonucunda, arastirmacilar safranalin 314 nm’de yogunlugunun azaldigini ve
DNAya baglanma seklinin interkalasyon seklinde oldugunu bulmuslardir. Krosetin
molekiiliiniin DNA ile etkilesimine bakildiginda 424 ve 449 nm’de eksternal ve
interkalasyon seklinde baglanma oldugu belirlenmistir. Dimetilkrosetin molekiiliinde
de safranal molekiiliine benzer sekilde sadece interkalasyon seklinde baglanma
gorlilmektedir [291]. Azarhazin ve ark. 2018 yilinda yaptiklari ¢alismada krosetin
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ve dimetilkrosetinin DNA ile etkilesimini molekiiler dinamik stimulasyon yolu ile
belirlemislerdir. Yapilan calisma sonucunda, her iki aktif maddednin Van der Waals
etkilesimi ile DNAnin kii¢ciik ve biiyiik oluklarina baglandiklarini belirlemislerdir
[292].

Kantaron ile yapilan caligmalara bakildigi zaman tipki safran ile yapilan ¢alismalarda
oldugu gibi genellikle kantaron ekstraklarinda bulunan aktif maddeler (kuinizarin,
emodin gibi) kullanilmistir. Ornegin; Crlikova ve ark. 2020 yilinda yaptiklari
calismada, biyoaktif kuinizarin ligandini iceren diniikleer Co (III) komplekslerinin
cogalmayr Onleyici, DNA baglanmasi ve boliinme 0Ozelliklerini arastirmay:
amaclamislardir. Yapilan ¢alisma sonucunda, kuinizarin iceren Co (III) molekiiliiniin
613 nm batrokromositeye (7-9 nm) neden oldugu, 607 nm ise batrokromositenin
yaninda azda olsa hipokromositeye neden oldugu bildirilmistir [293]. Diger
bir calismada Stanicova ve ark. 2018 yilinda, emodin molekiiliiniin CT-DNA ile
etkilesimini arastirmiglardir. Yapilan calisma sonucu, 260 nm’de maksimum DNA
absorpsiyonunun hiperkromik etkisi ve kii¢iik batokromik kaymasi elektrostatik
kuvvetler veya hidrojen baglanmasi yoluyla emodin-DNA etkilesimini gostermistir.
Ayrica arastirmacilar, Emodin-DNA kompleksi icin baglanma sabitinin boyutu,

molekiillerin elektrostatik kuvvetlerle etkilesime girdigi sonucuna varmiglardir [294].

Yapilan literatiir taramasinda propolis ekstraktina ve bu ekstrak icerisinde bulunan
aktif maddeler ile ilgili calismalara rastlanmamistir. Tez c¢alismamizda yapilan

propolisin DNA baglanma deneyi literatiirde yapilan ilk caligmadir.

Literatiirde safranda bulunan aktif maddeler ile tezimizde calistigimiz safran sulu
ekstraktinin DNA baglanma deney sonuclari hem benzerlik hem de farkliliklar
gostermektedir.  Ornegin; Ashrafi ve ark. 2005 yilinda yaptiklar1 calismada
safran icerisinde bulunan krosetin maddesinin 420 nm’de kirmiziya dogru kaymaya
neden oldugu bulunmustur [289]. Bu ¢alisma sonucunu tezimizdeki sonuclar ile
karsilastirirsak, kaymanin oldugu nm degerinde farklilik varken her iki sonucta da
kirmiziya dogru kayma bulunmustur. Diger calismada ise Hoshyar ve ark. (2008)
safranalin 248 nm’de 8 nm maviye kaydigi bulunmuslardir. Tezimizde elde ettigimiz
sonuclara gore 255,5 nm de 2.60 nm kirmiziya kayma goriilmistiir [290]. Her
ne kadar kaymanin gerceklestigi nm degerleri birbirine yaklasik olsa da safranalin
maviye dogru kayma gerceklestirmesi biiyiik farklilik olusturmaktadir. Kantaron
sulu esktrakti agisinda degerlendirdigimizde, Crlikova ve ark. tarafindan yapilan
calismadaki sonuclarin tezimizde elde ettigimiz sonuglar tamamen farkli oldugu
goriilmistiir [293]. Bir diger calismada kantaronun aktif maddelerden biri olan
emodinin DNA da 260 nm’de maksimum hiperkromik etki ve kii¢tik bir batrokromik

kayma etkisinin goriildiigii belirtilmistir [294]. Tezimizde elde ettigimiz sonucta,

62



kantaron sulu ekstraktinin 259 nm’de % 234 hiperkromik etki gosterdigi belirlenmistir.
Her ne kadar kantaron icerisinde bulunan aktif madde olsa da bu ¢alismadaki sonug

ile tezimizdeki sonuclar paralellik gostermistir.

Literatiirdeki sonuclar ile tezimizde elde ettigimiz sonugclar arasindaki farklililar ve
benzerlikler esktraktlarin ve aktif maddelerin elde edilmesinde kullanilan methodlarin
farkli olmasi olarak disiintilebilir. Ayrica bu bitkilerin toplandig1 bélge, rakim, sicaklik
ve nem kosullar1 gibi etkenler icerilerinde bulunan aktif maddelerin oranlarinin

degismesine neden olabilmektedir.

4.2 DNA Kesme Sonuclari

Propolis, safran ve kantaron sulu ekstraktlarinin Plazmid pBR322 DNA iizerindeki
hidrolitik ve oksidatif reaksiyonu sonucu kirma aktivitesi agaroz jel elektroforezi
kullanilarak yapilmistir. Jel elektroforezinde pBR322 DNAnin kirilmasi sonucu
3 farkli form olusur. Bu formlar siipersarmal form (Form I), halkasal form
(Form II) ve linear form (Form III) olarak adlandirilir. Sadece Form I goriilen
durumlarda kullanilan ekstraktin DNA {izerinde herhangi bir kirma potansiyeli
olmadig: kabul edilir. Hidrolitik reaksiyon sonucunda olusan kesmeyi belirlenmesi
icin jel elektroforezi sonuclarina bakildiginda, kantaron ve propolis ekstraklarinin
10mg, 5 mg, 2.5 mg ve 1.25 mg dozlarinda Plazmid pBR322 DNA Form I formu
goriilmistiir. Molekiiler agirlik analizi yapildiginda Form I DNA agirliklar1 3698 kb
ile 2940 kb arasinda degistigi goriilmiistlir. Safran ekstraktinin hidrolitik reaksiyon
sonucu olusturdugu kesme sonucunda agaroz jel elektroforezinde Form I ve Form II
DNA formu goriilmiistiir. Molekiiler agirlik analizine bakildiginda Form I DNAlar 3510
kb ile 3079 arasinda degisirken, Form II DNAlarin molekiiler agirliklar1 10000 kb ile
8944 arasinda degismistir (Sekil 4.4).

Oksidatif reaksiyon sonucu olusan kesmelere bakildiginda kantaron ve safranin tim
dozlarinda hem Form I hem de Form II DNA goriilmiistii. Bu DNA formlarinin
molekiiler agirliklar sirasiyla 2683 kb- 2538 kb ve 8459 kb- 7445 kb arasinda oldugu
belirlenmistir.Propolis sulu ekstraktinin oksidatif reaksiyon sonucu sadece Form I DNA

olustugu goriilmiistiir (Sekil 4.5)

Deri de olusan travmalarin, bazal hiicreli karsinomlarin gelisiminde bir risk
faktorii oldugu oOne siiriilmiistiir Bu baglamda, 1828’de Jean-Nicholas Marjolin
tanimladig1 Marjolin ilserleri genellikle skuamoz hiicreleri karsinomlari, kronik ve
kiitanoz yaralarda ortaya cikan kanserlesmeyi tanimlamada kullanilmaktadir. Ancak
marjolin {ilserleri hakkinda arastiricilar arasinda énemli bir tartisma bulunmaktadir.

Arastirmacilarin bir kismi akut cilt yaralarinin neden oldugu cit kanserinin tesadiifi
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Sekil 4.4 Sulu ekstraklarin hidrolitik reaksiyon sonucu DNA kesme potansiyellerini
gosteren jel gorlintiisti

Sekil 4.5 Sulu ekstraklarin oksidatif reaksiyon sonucu DNA kesme potansiyellerini
gosteren jel goriintiisii

oldugunu bildirmislerdir. Bu duruma karsi olan arastirmacilar ise yaralanmanin
mevcut olan karsinogenez siirecini hizlandirdigini soylemislerdir. Bu konuda yapilan
bir calismada kronik yaralarda skuamoz hiicre sarkomasinin, akut yaralarda ise bazal
hiicre karsinomasinin goriildiigii bildirilmistir [295-298].

Antik tibbin baslangicindan beri, bitkilerden tiiretilen kimyasal bilesikler insan
hastaliklarini tedavi etmek icin kullanilmistir. Dogal tiriinler, yeni kanser onleyici ve
tedavi edici ajanlar olma potansiyelleri nedeniyle son 30 yilda artan ilgi gormiistiir
[299, 300]. Buna paralel olarak, bitkiden tiiretilmis bilesiklerin, tiim6r olusumunun
cesitli asamalarinin ve ilgili enflamatuar siireclerin inhibitorleri olarak potansiyeli
icin artan kanitlar vardir [301, 302]. Bu kanitlar, bu iiriinlerin kanserin énlenmesi
ve terapisindeki Onemini vurgulamaktadir [303, 304]. DNA {izerindeki belirli

bolgeleri taniyarak DNAy:1 kesen bitki ekstraklarinin kullanilmasi, antimikrobiyal
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ve antikanser ilaglarin gelistirilmesinde olduk¢a oOnemlidir [305]. DNA kesme
canli hiicrelerde meydana gelen temel bir olaydir. DNA kesilmesi sirasinda,
polimeraz enzimi yardimi ile DNA {izerinde centikler olusmaktatir ve replikasyon
baslamaktadir. Daha sonra restriksiyon enzimleri olusan centiklere aracilig: ile
DNA iizerindeki belirli niikleotidleri taniyarak kesme islemini gerceklestirmektedir.
DNA kesme aktivitesinin belirleme deneyleri hidrolitik ve oksidatif kesme olmak
tizere iki yolla yapilmaktadir. Oksidatif kesmede hedef DNAnin yapisinda bulunan
seker ve niikleobazlarda meydana gelirken, hidrolitik kesme ise DNAnin yapisindaki

fosfodiester baginda meydana gelmektedir [306, 307].

DNA kesme, kanser tedavisi icin tiimorlerin inhibisyonunu gerceklestimek icin
gerekli en onemli mekanizmadir [308].  Bircok kullanilan antikanser ilaclar
DNA replikasyonunu bloke ederek tiimor hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe
edebilmektedir [309]. Bu nedenle tezimizde, akut ve kronik yaralarda olusabilecek
kanserlerin 6nlenmesi icin safran, kantaron ve propolis ekstraktinin DNA kesme
aktiviteleri arastirilmistir. Literatiirde, Bu ekstraklarin ve ekstraklarin igerisinde
bulunan aktif madderin DNAy1 kesme, hiicre icerisinde DNA ile etkilesime girerek

DNAYy1 fragmentlere ayirmasi hakkinda bircok ¢alisma oldugu goéze carpmaktadir.

Bakshi ve ark. (2010) yaptiklar1 c¢alismada insan pankreatik hiicre hattinda
safrandan elde edilen krosinin DNAYy1 fragmentlerine ayirma aktivitesini ve hiicre
déngiisiinii durdurma potansiyelini arastirmislardir.Iinsan pankreatik hiicrelerinden
alinan orneklerden DNA saflastirmasi sonrasinda yapilan agarose jel elektroforez
deneyi sonucunda krosin maddesinin 12. saatte DNA y1 fragmentlere ayirdigi

gorlilmistiir [310].

Sakr ve ark. 2016 yilinda yaptiklari ¢calismada EAC hiicrelerinin subkutan enjeksiyonu
ile indiiklenen kat1 tiimorler tasiyan farelere karsi in vivo ve in vitro olarak safran
ekstraktinin antitiimor aktivitesini degerlendirmeyi amaclamislardir. Bu calismada
yapilan DNA fragmentasyon caligsmasi sonucunda, DNAnin tamami ile degrede oldugu

ve fragmentlerin olustugu rapor edilmistir [311].

Bir diger calismada, Crocus sativus stigmalarinin ve krosinin (trans-crocin 4) sulu
ekstresinin, Comet testi kullanilarak birden fazla fare organinda metil metansiilfonat
ile indiiklenen DNA hasar tizerindeki etkisi incelenmistir. ~Yapilan Comet testi
sonucunda, Crocus sativus stigmalarinin ve krosinin (trans-crocin 4) sulu ekstresinin
DNA iizerinde genoprotektif 6zellige sahip oldugu bulunmustur [312].

Krosinin DNA hasarini korumas: hakkinda yapilan bir diger calismada, fare testis
dokusunda Krosin 'nin paraquat kaynakli oksidatif hasarlara ve apoptotik indekslere

karst koruyucu etkilerini belirleme amacglanmistir. Bu calismada yapilan DNA
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fragmentasyon testi sonucunda, paraquatin siddetli bir DNA parcalanmasina neden
oldugunu gosterdigi, krosin ve paraquat ile tedavi edilen gruptaki hayvanlar,
sadece paraquat uygulanan grubuna kiyasla DNA fragmantasyonunun inhibe edildigi

goriilmistiir [313].

Tezimizde yaptigimiz calismada, safran sulu ekstraktinin hidrolitik reaksiyon sonucu
kesme ve oksidatif reaksiyon sonucu kesme aktiviteleri belirlenmistir. Literatiir
taramasinda safran ekstrakti ve ekstraktinin igerisinde bulunan krosin maddelerin
DNA fragmentasyonu hakkinda yapilan c¢alismalara rastlanilmistir. Bu calismalar
bizim tezimizde kullandigimiz method ile tam uyusmamasina ragmen, safran
ekstraktinin ve ekstrakta bulunan krosin maddesinin DNAy1 denature ettigi ve
fragmentlere ayirdig1 goriilmiistiir. Ayrica safran sulu ekstraktinin igerisinde bulunan
krosin maddesinin, DNAy1 oksidatif ajanlardan korudugu yapilan calismalarda
goriilmistiir. ~ Bu calismalar1 bizim calismamizda elde ettigimiz sonuclar ile
kiyasladigimizda, cesitli hiicre hatlarina uygulana safran ekstraklar1 ve ekstrak
icerisindeki aktif maddelerin DNA fragmentlere ayrilmasi, DNA kesme deneyi sonrasi
elde ettigimiz sonuclar ile paralellik gostermektedir. Buna ek olarak oksidatif
ajan varliginda DNAnin durumunu belirleyen calismada uygulama gruplarinda
DNA korunurken, safran sulu ekstraktinin bizim calismamizda oksidatif ajan
varliginda DNAy1 kestigi goriilmiistiir. Bu calismalarda kullanilan method genellikle
ekstraktin veya ekstraktin icerisinde bulunan aktif maddelerin ¢esitli hiicre hatlarina
uygulanmasina dayanmaktadir. Bizim calismamizda ise direk olarak plasmid DNA
kullanilmaktadir ve DNA direk olarak safran sulu ekstrakti ile etkilesime girmektedir.
Bu fark, safran sulu ekstraktinin direk olarak DNA ile etkilesime girerek yapilan ilk

DNA kesme calismasi olmasini saglamaktadir.

Kantaron sulu ekstrakti ve ekstrak icerisinde bulunan aktif maddeler ile literatiirde
yapilan DNA kesme ve DNA fragmentasyon calismalari bulunmaktadir.Santos-Filho
ve ark. 2008 yilinda yaptiklari calismada, kantaron sulu ekstraktinin E.coli
AB1157’nin hayatta kalmasi ve plazmit DNA topolojisi iizerindeki etkisini arastirmay1
amaclamiglardir. DNA topolojisi tizerindeki etkisini belirlemede kullanilan
tekniklerden biri de DNA kesme deneyidir. Yapilan deney sonucunda, kantaron sulu
ekstraktinin uygulanan 50 mg/mL, 5 mg/mL ve 0.5 mg/mL dozlarinda herhangi bir
kesme aktivitesine rastlanilmamistir [314].

Vantieghem ve ark. 1998 yilinda yaptiklari calismada isikla aktif hale getirilmis
hyperisinin HeLa hiicreleri {izerindeki etkilerini arastirmislardir.  Yapilan DNA
fragmentasyon calismasi sonucunda, 125 ng ile 1 ng arasinda uygulama yapilan
hiicrelerde DNA fragmentasyonunun zamana ve doza bagl olarak arttig1 goriilmiistiir
[315].
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Kizil ve ark. (2009) yaptiklar1 calismada, H. scabrum L. ve H. triquetrifolium Robson
and Poulter bitkilerinin etanollii ekstraktlarinin protein oksidasyonu ve DNA hasari
{izerindeki koruyucu etkilerini arastirmislardir. Iki bitkinin etanollii ekstrakt: ile
yapilan oksidatif ve hidrolitik DNA kesme calismas: sonucunda, her iki bitkinin
etanollii ektraktinin DNAda kesme aktivitesine sahip olmadigi ve DNA oksidatif
reaksiyondan korudugu bildirilmistir [316].

Kizil ve ark. (2011) yilinda yaptiklar1 calismada, H.retusum Aucher ve H. scabrum
L.’nin etanol ekstraktlarinin, BSA oksidasyondan ve Fenton sisteminden ( Fe; + /
H,0, / askorbik asit) tiiretilen hidroksil radikalinin neden oldugu DNA hasarindan
koruma yetenegini arastirmay1 amaclamislardir. Yapilan ¢alismada sonucunda, her iki
bitkininde etanol ektraktlarinin tiim dozlarda (100 ug /mL, 200 ug/mL, 300 ug/mL
ve 400 ug/mL,) DNAYy1 hasar olusumundan korudugu belirlenmistir [317].

Gholivand ve ark (2012) yaptiklar1 ¢alismada, hyperisin molekiiliin bilesenlerinden
olan kinon tiirevi dathron ve quinizarin aktif maddelerinin DNA-baglanma,
DNA-kesme ve sitotoksik potansiyelini arastirmislardir. Yapilan calisma sonucunda,
Kinonlarin varliginda DNA boéliinmesi gozlenmistir. DNA parcalanmasinin biiyiik
Olctide kinonlarin konsantrasyonuna bagli oldugu goriilebildigi rapor edilmistir.
Diisiik kinon konsantrasyonunda siiper sargili DNA (Form I), c¢entikli forma (II)
donistiiriilebildigi goriilmiistiir. ~ Kinonlarin DNAya konsantrasyon orami 0.5%e
ulastiginda, dikkat ¢ekici DNA boliinmesi gozlemlenmistir [318].

Li ve ark. 2013 yilinda yaptiklar1 calismada, emodinin MCE-7 hiicrelerinde
biiytime inhibisyonu, apoptoz indiiksiyonu ve apoptozla iligkili genlerin ekspresyonu
tizerindeki antikanser etkileri arastirilmistir Yapilan Comet deneyi sonucunda, doza
(0, 5, 15, 25 or 35 mg/mL) bagh olarak kuyruk boyunda artis oldugu belirtilmistir.
DNA fragmentasyon calismasinda ise emodinin DNAYy1 denature ederek fragmentlere
ayirdigi bildirilmistir [319].

Akyol ve ark. (2014) yaptiklar1 calismada, H.perforatum Linn. ekstraktinin,
hidrojen peroksit ( H,0,) ile indiiklenen kondrositlerde hiicre canliligi, DNA
hasari, apoptoz, disintegrin benzeri ve trombospondin motifli (ADAMTS) proteinler
ile metaloproteinaz iizerindeki koruyucu rollerinin incelenmesini amaclamislardir.
Yapilan DNA hasar1 calismasinda Comet metodu kullanilmistir. ~ Yapilan deney
sonucunda, 100 ug/mL ekstrak + 0.7 mM H,O, ve 750 ug/mL ekstrak + 0.7 mM
H,0, uygulamalarinda kuyruk olusumu goriiliirken, 400 ug/mL ekstrak + 0.7 mM
H,0, uygulamasinda herhangi bir kuyruk olusumu goriilmemistir. 400 ug/mL ekstrak
+ 0.7 mM H,0, dozun DNAy1 korudugu ve herhangi bir hasara neden olmadigi

seklinde yorumlanmagstir [320].
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Xing ve ark. (2015) yaptiklar1 calismada, emodinin farkli tiirevlerinin (Emodin
asit, Fizkion, Trimetoksiemodin, Krisofanol, emodin ramnopironositl) antitumor
etkisini arastirmiglardir. Yapilan DNA fragmentasyon calismasi sonucunda, emodin

ramnopironosit molekiiliiniin DNAy1 fragmentlerine ayirdigi bulunmustur [321].

Boga ve ark. 2016 yilinda yaptiklar1 calismada, H.capitatum var.  capita-
tum ekstraklarinin (petroleum eterli, asetonlu, methanollii ve sulu) fitokimyasal
analizi, antioksidan, antimikrobiyal, antikolinesteraz ve DNA koruyucu etkilerini
arastirmiglardir.  Yapilan calisma sonucunda metanollii ekstraktin diger ekstrak

tiirlerine gore DNA {izerinde yiiksek koruma etkisi oldugu bulunmustur [322].

Sekeroglu ve ark. (2017) yaptiklar1 calismada, H.perforatum cicek, gévde ve yapragi
su ve etanol kullanilarak ekstrakte edilmis ve DPPH, ferrik indirgeme deneyleri
ile serbest radikal temizleme aktivitesini, ekstraktlarin toplam fenolik ve flavonoid
iceriklerini ve ardindan ultraviyole ve hidrojen peroksit varliginda DNA koruyucu
potansiyellerini arastirmay1 amacglamislardir. Yapilan ¢alisma sonrasinda, en diisiik
konsantrayonda bile DNA koruma ozelligi goriilmiistiir. Ayrica tiim ekstraklarin
DNAy1 oksidatif reaksiyonlardan yiiksek oranda koruma potansiyele sahip olduklari
bildirilmistir [323].

Sekeroglu ve ark. 2018 yilinda gerceklestirdikleri arastirmada, H.capitatum
capitatum (Choisy) bitkisinin ekstraktinin oksidatif DNA hasarina karsi koruyucu
etkisini arastirmiglardir. Yapilan calisma sonucunda, bitki ekstraktinin en diisiik
konsantrasyonda (25 ug/mL) bile giicli DNA koruma potansiyeli sahip oldugu
gortilmiistiir [324].

Kurt-Celep ve ark. 2020 yilinda yaptiklar1 calismada, H.olympicum L. ekstraktinin
UVB uygulanmis insan dermal fibroblastinda DNA kesme aktivitesinin ve matriks
metaloproteinaz (MMP) -9 aktivitesi iizerindeki etkisinin, antioksidan aktivite
potansiyelinin incelenmesini amaclamiglardir. Yapilan Comet deneyi sonucunda,
H.olympicum L bitki ekstrakti ile 48 saat yapilan uygulama ortalama kuyruk
olusumunu ortadan kaldirmistir [325].

Calismamizda yapilan DNA kesme deneyi ile literatiirde yapilan DNA kesme ve DNA
fragmentaston calismalarinda farkliliklar bulunmaktadir. Bizim calismamizda elde
ettigimiz sonuclara baktigimizda, 1,25 mg/mL, 2,5 mg/mL, 5 mg/mL ve 10 mg/mL
dozlarinda hehangi bir DNA kesme aktivitesine rastlanmamuistir. Ancak yapilan bircok
DNA fragmentasyon calismalarinda kantaron ekstraklarinin ve igerisinde bulunan aktif
maddelerin DNAy1 denature ederek fragmentlere ayirdig: goriilmiistiir. Calismamizin
sonuclarini destekleyen ve calismamizdaki sonuglar ile parallel sonuglarin alindig: tek

calisma Santos-Filho ve ark. (2008) yilinda yapilan calismadir. Bu c¢alismada 50
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mg/mL, 5 mg/mL ve 0.5 mg/mL doza sahip kantaron sulu ekstraktinin herhangi bir
kesme aktivitesine sahip olmadigi bildirilmistir.Oksidatif reaksiyon sonucu DNA kesme
aktivitesi sonuclarinda ise tiim dozlarda Form I ve Form II fragment goriilmiistiir.
Oksidatif reaksiyon sonucu DNAds olussn kesme aktivitesi sonuglarimiz ayni hidrolitik
reaksiyon sonucu olusan DNA kesme aktivite sonu¢larimizda oldugu gibi literatiirden
farkliliklar gostermektedir [314]. Bizim calismada tiim kantaronun tiim dozlari
oksidatif reaksiyon sonucunda DNAYy1 kesme aktivitesine sahipken literatiirde yapilan
calismalar DNAy1 koruyucu etkiye sahip olduklarini gostermektedir. Literatiirde
icerisinde bulunan ve yukarida bahsedilen calismalar ile bizim ¢alismamiz arasindaki
farklilik bircok nedeni bulunmaktadir.  Yapilan calismalarda kantaronun farkl
tiirlerinin kullanilmasi, bu tiirlerin farkli bolgelerden toplanilmasi ve igcerik bakiminda
farkli olmalar1 bu sonuclarin alinmasinmi aciklayabilmektedir. ~ Ayrica kullanilan
ekstraksiyon metodlar1 ve solventler bitki icerigindeki maddelerin ¢6ziinmesini ve
aciga citkmasini degistirmektedir. Ayrica 6zellikle koruma calismalarinda kantaron
tlirlerinin cicek, govde, kok ve yaprak kisimlarinin kullanildigi calismalarin varlig:
goriilmektedir. Bitkilerin icerigindeki maddelerin cevresel kosullar disinda ¢icek, kok,
govde ve yapraklarda da degisebildigi bilinmektedir. Bizim calismamizda kantaron
bitkisinin sadece cicek kisimlar1 kullanilmistir. DNA koruma calismalarinda kullanilan

oksidatif ajanlarin tiirleride calismalarin sonuglari etkileyebilmektedir.

Bazo ve ark. (2002) vyaptiklar1 calismada, Wistar erkek sicanlarda kolon
kanserogenezinde propolis ekstraktinin koruyucu etkilerini arastirmislardir.
Calismada DNAdaki hasar1 belirlemede Comet deneyi kullanilmistir. Yapilan deney
sonucunda, propolis DNA hasarina herhangi bir etkisinin olmadigi belirlenmistir
[326].

Yazicioglu ve ark. 2011 yilinda yaptiklar1 calismada, tiirk propolis ekstraktlarinin,
siinnet derisi fibroblast hiicrelerini hidrojen peroksit ( H,0,) ile indiiklenen oksidatif
DNA hasarina karsi onleme veya koruma saglama potansiyelini degerlendirmeyi
amaclanmislardir. Oksidatif DNA hasarinin bir indiikleyicisi olarak hidrojen peroksit
(40 uM) kullanilmisti. DNAnin hasari alkalin tek hiicreli jel elektroforezi (Comet)
testi kullanilarak degerlendirilmistir.Yapilan calisma sonucunda, propolis ekstrakti ile
muamele edilen kiiltiirlerde H,O, kaynakli DNA hasarinda 6nemli bir azalma gosterdi
[327].

Tartik ve ark. 2016 yilinda yaptiklari calismada, propolisin, hemosistein ile
indiiklenmis MCF-7 hiicre hatt1 tizerindeki etkilerini aragtirmiglardir. Bu c¢alismada
yapilan DNA fragmentasyondeneyi sonucunda, hemosisteinin DNAy1 fragmentlere
ayirdigi, propolis uygulamasinin ise DNAy1 koruyucu etki gosterdigi gortilmiistiir
[328].
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Baskan ve ark. (2018) yapriklari calismada, Izmir bélgesinde elde edilen
propolisin, antibakteriyal etkilerini ve DNA hasar inhibisyon potansiyelini belirlemeyi
amaclamislardir. Galismada propolisin etanollii ve asetonlu ekstraklari kullanilmistir.
Yapilan DNA kesme calismasinda 12.5, 25, 50 ve 100 mg/mL dozlarinda propolis
ekstrakti kullanilmistir.Yapilan calisma sonucunda artan konsantrasyonda propolisin
DNAy1 korudugu belirleenmistir [329].

Da Silva Frozza ve ark. (2017) yaptiklar1 calismada, Brezilya kirmizi propolis
ekstraktindan elde edilen zenginlestirilmis fraksiyonun Hep-2 kanser hiicre hattina
olan etkilerini arastirmay1 amaclamislardir. Bu calisma altinda yapilan DNA kesme
calismas: sonucunda, propolisin zenginlestirilmis fraksiyonlarinin DNA {izerinde
yiksek kesme aktivitesine sahip oldugu bulunmustur. Buna ragmen, ham
propolis esktraktinin DNA {izerinde herhangi bir kesme aktivitesine sahip olmadig1
belirlenmistir [330].

Yalcin ve ark. (2021) gerceklestirdikleri arastirmada, tiirk propolisin etanolik
ekstresinin fibroblast hiicrelerinde 1sinina bagli DNA hasarina karsi radyoprotektif
etkisini Comet testi kullanarak degerlendirmeyi amaclamislardir.Yapilan calisma
sonucunda, yalnizca isinlanmis hiicrelere kiyasla propolis ekstrakti ile uygulama
yapilan hiicrelerde 1sim ile indiiklenen DNA hasarinda 6énemli bir azalma gosterdi
[331].

Calismamizda hidrolitik reaksiyon sonucu DNA kesme deneyinde, propolisin tiim
dozlarda (1,25 mg/mL,2,5 mg/mL,5 mg/mL ve 10 mg/mL) herhangi bir kesme
aktiviteye sahip olmadigi gortilmiistiirx. =~ Calismamizda aldigimiz bu sonugclar,
Da silva Frozza ve ark. (2017) yilinda yaptiklar1 calismadaki sonuclar ile
paralellik gostermektedir. Da silva Frozza ve ark. ham propolin DNA iizerinde
herhangi bir kesme aktivitesine sahip olmadigini bildirmislerdir. ~Calismamizda
elde ettigimiz oksidatif reaksiyon sonucu DNA kesme aktivitesi deneyinde, propolis
ekstraktinin tiim dozlarinda Form I ve Form II olusumunun goriindiigii belirlenmistir.
Literatlirde yapilan calismalar ile bu sonuglar karsilastirdigimizda farkliliklar oldugu
goriilmektedir [330]. Ornegin; Baskan ve ark. yaptiklari calismada 12.5, 25, 50
ve 100 mg/mL dozlarinda oksidatif reaksiyon sonucu DNAda herhangi bir kesme
aktivitesine rastlanilmamistir. Calismamiz ile bu calismadaki en 6nemli farklilik,
Baskan ve ark. calismamizda kullandigimiz dozun 10 katini kullanmis olmasidir.
Diger bir farklilik ise kullanilan ekstraklarin farkli solvent ile hazirlanmis olmasidir.
Baskan ve ark. yaptiklari calismada etanollii ve asentonlu ekstrak kullanilirken bizim
calisgmamizda sadece sulu ekstrak kullanilmistir [329]. Calismamizda kullandigimiz
metotta propolis sulu ekstrakti direk olarak plazmid DNA ile etkilesime girerken,

Comet deneyi ile yapilan calismalarda ve diger fragmentasyon calismalarinda
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uygulamalar hiicrelere yapilmaktadir.

4.3 Minimum inhibisyon Konsantrasyonu Sonuclar1

Safran, kantaron ve propolis sulu ekstraktlarinin antibakteriyel aktiviteleri
Paeruginosa ATCC 254992, B.subtilis ATCC 6633 , E.coli ATCC 25922, E.faecalis
ATCC 29212, L.monocytogenes ATCC 7644, E.coli ATCC 35218, B. cereus NRRL
B-3711, S.aureus ATCC 25923 bakterileri kullanilarak ve antifungal aktivitesi
C.albicans ATCC 60193 kullanilarak belirlendi. Calismada broth mikrodiliisyon

yontemi kullanildi.

MIK deneyi sonucunda, safran ve kantaron sulu ekstraktlarinin deneyde kullanilan
gram pozitif ve gram negatif bakterilerde benzer antimikrobiyal aktiviteye sahip
oldugu belirlendi. Buna ek olarak propolisin tiim bakteri suslarinda en diisiik
dozda yiiksek antimikrobiyal etkiye sahip oldugu goriildii. Safran sulu ekstraktinin
1 mg/mL/de veya {ist konsantrasyonlarinda tiim bakteri suslarinda antimikrobiyal
aktiviteye sahip oldugu belirlendi. Kantaron sulu ekstraktinin minimum inhibisyon
konsantrasyonlarina bakildiginda, E. coli NRRL B-3704 susu hari¢ tiim bakteri
suslarinda 1 mg/mL veya daha {ist konsantrasyonlarda yiiksek antimikrobiyal
aktiviteye sahip oldugu bulundu. 0,250 mg/mL kantaron sulu ekstraktinin E.
coli NRRL B-3704 susunda antimikrobiyal aktivite gosterdigi goriildii. Propolis
sulu ekstraktinin 0,125 mg/mL ve daha iist konsantrasyonlarinda tiim bakteri
suslarinda yliksek antimikrobiyal etki gosterdigi belirlendi. Antifungal aktivitelerinin
belirlenmesinde ise, safran ve kantaron sulu ekstraktlarinin MIK degeri 1
mg/mL olarak bulunurken, propolis sulu ekstraktinin MIK degeri 0,125 mg/mL
olarak bulundu.Tiim ekstraktlar arasinda propolisin diger iki ekstraklara kiyasla

antimikrobiyal ve antifungal aktivitesinin daha yiiksek oldugu belirlendi.

Tablo 4.1 Safran (S), kantaron(K) ve propolis(P) sulu ekstraktlarinin MIK degerleri
(Gen.:Gentamisin, Amp.:Ampisilin, Flu.:Flukonazol, D:DMSO)

Mikroorganizma Bilesikler (mg/mL) |
S K P Gen. Amp. Flu. D.

S. aureus ATCC 25923 1 1 <0,125 1 0,016 - -

B. subtilis ATCC 6633 >1 1 <0,125 0,008 0,06 -

E. coli NRRL B-3704 1 0,25 <0,125 0,13 16 -

E. coli ATCC 25922 >1 >1 <0,125 0,125 32 -

E. faecalis ATCC 29212 >1 1 <0,125 1 0,016 -

P aeruginosa ATCC 27853 >1 >1 <0,125 0,08 2 -

L. monocytogenes ATCC 7644 >1 >1 <0,125 0,125 0,5 -

C. albicans ATCC 60193 >1 >1 >1 - - 0,063

Acar ve ark. (2010) yilinda yaptiklar1 calismada Anadolu’da yetisen safran tiirlerinin
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(Crocus biflorus, C. baytopiorum, Crocus flavus subp. dissectus) metanollii, etil asestali
ve heksanli ekstraktlarinin antimikrobiyal ve antioksidan oOzelliklerini arastirmayi
amaclamislardir. MiK testinde S. aureus ATCC 25923, B. subtilis ATCC 6633 ve B. cereus
RSKK 863 bakterileri kullanilmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda, safran bitkilerinin
ekstraklarinin MIiK degerlerinin 0,10 mg/mL ile 20,48 mg /mL arasinda degistigi
bulunmustur. En diisitk MIK degerine sahip ekstrakt C.flavus bitkisinin metanollii
ekstraktina aittir. Bu konsantrasyon degeri B. subtilis {izerinde etkilidir. En yiiksek
MIK degerine sahip ekstrak ise C.baytopiorum bitkisinin heksanl ekstraktina aittir. Bu

deger S. aureus iizerinde etkilidir [332].

Asparganah ve ark. 2013 yilinda yaptiklari calismada safran petallerinin ve
stamenlerinin metanollii, etil asestatli, kloroformlu, sulu ekstraktlarinin gida kaynakl
patojenler (B.cereus, S.aureus, S.enterica, E.coli ve Shigella dysantriae) lizerindeki
antimikrobiyal etkilerini arastirmiglardir., S. aureus icin maksimum MIK degerine 31,2
mg/mL ile metanollii petal ekstraktinin sahip oldugu, B. cereus icin maksimum MIK
degerine 62,5 mg/mL kloroformlu, etil aseatali petal ekstraktinin ve metanollii, sulu
stamen ekstraktinin sahip oldugu, E. coli icin maksimum MIK degerine 31,5 mg/mL
ile etil asetatli stamen ekstraktinin sahip oldugu,S.dysantriae icin ise maksimum
MIK degerine 15,6 mg/mL ile metanollii petal ekstraktinin ve etil asetath stamen

ekstraktinin sahip oldugu belirlenmistir [333].

Parray ve ark. (2014) yilinda yaptiklar1 calismada, safran stigma metanollii
ekstraktinin antibakteriyal ve antioksidan aktivitesinin arastirmiglardir.  Yapilan
calismada MIK deneyi S.aureus, E.coli, Paeruginosa ve Shigella flexneri bakterileri
izerinde yapilmistir.Yapilan calisma sonucunda safran stigma metanollii ekstraktinin
MIK degerleri, S. aureus icin 300 pg/mL, E. coli icin 500 pg/mL, Paeruginosa icin 200
ng/mL, S.flexneri igin 750 pg/mL olarak bulunmustur [334].

Muzaffar ve ark. 2016 yilinda yaptiklari calismada, safran stigmalarinin petroleum
eterli ve metanollii ekstraklarinin bakterisidal ve fungusidal etkilerini arastirmayi
amaclamislardir. Calismada Proteus vulgaris, Klebsiella pneumonia, P aeruginosa,
B. subtilis, S. aureus ve E. coli bakterileri, C.albicans, Aspergillus niger ve As-
pergillus fumigatus funguslar1 kullanilmistir. Yapilan calisma sonucunda, MiK degerleri
petroleum eterli ekstrak ve metanollii ekstrak i¢in ayr1 ayr1 bulunmustur. Petroleum
eterli ekstraktin bakteri suglar iizerindeki MIK degerleri, Pvulgaris icin 0,4 mg/mL,
K.pneumonia icin 0,66 mg/mL, B. subtilis i¢in 0,53 mg/mL, P aeruginosa i¢in 0,4
mg/mL olarak bulunmustur. Petroleum eterli ekstraktin mantarlar iizerindeki MIiK
degerleri,C.albicans icin 2,13 mg/mL, A.niger i¢in 3,2 mg/mL, A.fumigatus i¢in 3,2
mg/mL olarak bulunmustur. Metanollii ekstraktin bakteri suslari iizerindeki MIK

degerleri, Pvulgaris icin 0,66 mg/mL, K.pneumonia icin 0,8 mg/mlL, B. subtilis i¢in
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0,8 mg/mL,P aeruginosa icin 0,53 mg/mL olarak bulunmustur. Metanollii ekstraktin
mantarlar {izerindeki MIK degerleri,C.albicans icin 3,2 mg/mL, A.niger icin 3,2

mg/mL, A.fumigatus icin 2,13 mg/mL olarak bulunmustur [335].

Shadmehri ve ark. (2019) yilinda yaptiklar1 calismada, safran petallerinin
sulu ekstraktinin sitotoksik, antioksidan ve antibakteriyal aktivitelerini arastirmayi
amaclamiglardir. Calismada antibakteriyal aktiviteyi arastirmak icin S. aureus ve E.
coli bakterileri kullamlmistir. Yapilan calisma sonucunda, S. aureus icin MIK degeri
250 pg/mL olarak, E. coli icin MIK degeri 62,5 ng/mL olarak bulunmustur [336].

Jomehpour ve ark. 2019 yilinda yaptiklar1 calismada, safran stigmalarinin sulu
ve metanollii ekstraklarinin antibakteriyal aktivitesini belirlemeyi amaclamistir.
Calismada antimikrobiyal testlerde S. aureus, Enterococcus, Streptococcus pyogenes,
E. coli, K.pneumonia, P aeruginosa bakterileri kullanilmistir. Metanollii ekstraktin
MIK degerleri, S. aureus icin 160 ng/mL,Enterococcus i¢in 160 pg/mL, S.pyogenes icin
160 pg/mL, E. coli icin 320 pg/mL ,K.pneumonia i¢in 320 pg/mL, P aeruginosa 320
pg/mL olarak bulunmustur. Sulu ekstraktin MiK degerleri, S. aureus icin 320 pg/mL,
Enterococcus icin >320 ng/mlL, S.pyogenes i¢in 320 pg/mL, E. coli icin 160 pg/mL,
K.pneumonia icin >320 pg/mL, P aeruginosa >320 pg/mL olarak bulunmustur [337].

Sales ve Pashazadeh 2020 yilinda gerceklestirdikleri calismada, safran petallerinin
metanollii ekstraktinin S. aureus, B.cereus, E. coli ve P aeruginosa iizerindeki
antimikrobiyal etkilerini arastirmislardir. Yapilan calisma sonucunda, safran
petallerinin metanollii ekstraktinin MIK degerleri S. aureus icin 6,25 mg/mL, B.cereus
icin 12,5 mg/mlL, E. coli icin 50 mg/mL ve P aeruginosa i¢in 100 mg/mL olarak
bulunmustur [338].

Wali ve ark. 2020 yihi icerisinde gerceklerstidikleri calismada, safran petallerinin
ekstraklarinin antioksidan, antimikrobiyal, antdiyabetik ve sitotoksik aktivitelerini
belirlemeyi amaclamislardir. Calismada antimikrobiyal calismalar icin S. aureus, P
aeruginosa ,E. coli bakterileri ve C.albicans mayasi kullanilmistir. Yapilan c¢alisma
sonucunda Safran petal ekstraklarinin en yiiksek MIK degeri 500 pg/mL, en diisiik
degeri ise 15,63 pg/mL olarak bulunmustur [339].

Esmaeelian ve ark. 2020 yilinda yaptiklar1 calismada, subkritik su ekstraksiyon
yontemi ile ekstrakte edilmis safran soganlarinin antioksidan ve antimikrobiyal
aktivitelerini belirlemeyi amaclamislardir. Calismada MiK’'un bulunmasinda S. aureus
ve E. coli bakterileri kullanilmistir.Yapilan calisma sonucunda MIK degerleri, S. aureus

icin 150 mg/mL, E. coli icin 300 mg/mL olarak bulunmustur [340].

Zarave ark. (2021) yaptiklari calismada, polar olmayan fraksiyon yontemi kullanilara
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ekstrakte edilen safran stamenlerinin antimikrobiyal aktivitelerini arastirmayi
amaclamiglardir. Calismada antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi icin S. aureus, E.
coli, Salmonella enterica subsp. bongori ve L.monocytogenes bakterileri kullanilmistir.
Yapilan calismada sonucunda MIK degerleri, S. aureus icin 4,5 mg/mL, E. coli icin 9
mg/mL, L.monocytogenes i¢in 9 mg/mL, S.enterica subsp. bongori icin 9 mg/mL olarak
bulunmustur [341].

Literatiirde safran bitkisinin petallerinin, stigmalarinin ve stamenlerinin MIK
degerlerinin belirlendigi bircok calismadan yukarida bahsedilmistir. Bu calismalarda
elde edilen MIK degerleri ve kullanilan bakteri suslari birbirinden farkli oldugu
goriilmiistiir. Buna ek olarak kullanilan bitki kisimlarina bagl olarak MiK degerlerinin
bakteri suslar1 Ozelinde degistigi goriilmistiir ~ Calismamizda kullanilan safran
ekstrakt: stamenlerden elde edilmistir. Bu ekstrakt kullanarak yapilan MIK degeri
calisgmada kullanilan tiim bakteri suslarinda 1mg/mL veya iist konsantrasyonlari
olarak belirlenmistir. Literatiirde ile bu sonuclar1 kiyasladigimizda, calismamizda
elde ettigimiz sonuglar ile farkliliklar gosterdigi goriilmistiir. Literatiirde yapilan
calismalar1 kendi aralarinda kiyasladigimiza ise bazi calismalarda MIK degerle
genel olarak mg/mL seviyesinde iken bazi calismalarda MIK degerlerinin g/mL
seviyesinde oldugu goriilmiistiir. Farkli cografik bolgelerde yapilan calismalarda MiK
degerlerinin degisebildigi rapor edilmistir. Bunlara ek olarak ekstraksiyon sirasinda
kullanilan solventlerin MIK degerlerini etkileyebildigi bildirilmistir. Galismalarda
kullanilan bakteri suslarina bagli olarakta MiK degerlerinin degisebilecegi rapor
edilmistir. Safran sulu ekstrakti1 6zelinde calismamizda suslara bagli olarak MIK
degerinde herhangi bir degisiklige rastlanilmamistir. Mantar tiirleri i¢in baktigimizda
calismamizda safran sulu ekstraktimin C.albicans igin MIK degeri 0,25 mg/mL olarak
bulunmustur. Literatiirde C.albicans kullanilarak belirlenen MIK degerleri tipki bakteri
suslarinda oldugu gibi farkliliklar gostermektedir. Yukarida C.albicans kullanilarak
yapilan calismakarda, MIK degerlerinin kullanilan bitki kism1 ve solvente bagli olarak

degistigi goriilmiistiir.

Rabanal ve ark. (2002) yaptiklar1 calismada, Kanarya Adalar’nda yetisen fic
farkli kantaron (Hypericum canariense, Hypericum glandulosum ve Hypericum gran-
difolium) tiiriiniin antimikrobiyal etkilerini arastirmislardir. MiK deneyinde B.cereus
var. mycoides, Micrococcus luteus, S. aureus ve Staphylococcus epidermidis bakterileri
kullanilmistir.  Yapilan ¢alisma sonucunda, MIK degerlerinin 0,03 ile 0,29 mg/mL
arasinda degistigi belirlenmistir [342].

Pistelli ve ark. 2005 yilinda yaptiklar1 calismada, H.triquetrifolium bitkisinin etanolli
ekstraktinin antibakteriyal etkisini arastirmislardir. MIK degerlerinin bulunmasinda

S.aureus ve S.epidermidis bakterilerin farkli suslar1 kullanilmistir. Yapilan c¢alisma
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sonucunda, tiim suslar icin MIK degeri 850 pg/mL olarak bulunmustur [343].

Pirbalouti ve ark. 2011 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, H.scabrum bitkisine ait etanollii
ekstraktinin antimikrobiyal etkilerini, S.aureus, P aeruginosa, B.cereus ve E. coli
bakterilerini kullanarak arastirmiglardir. ~ Yapilan calisma sonucunda, H.scabrum
bitkisine ait etanollii ekstrakt1 icin MiK degerleri, E. coli icin 312,5 jng/mL, S.aureus icin
<19 pg/mL, P aeruginosa igin 78,5 ng/mlL, B.cereus icin 39 ng/mlL olarak bulunmustur
[344].

Maltas ve ark. 2013 yilinda gerceklestirdikleri calismada, Tiirkiye'de yetisen {ii¢
farkli Hypericum tiirtine (Hypericum aviculariifolium Jaub. Spach subsp. depilatum
(Freyn Bornm.) Robson var. depilatum, Hypericum salsugineum Robson Hub.-Mor.,
H.perforatum L.) ait metanollli ekstraklarin antimikrobiyal etkilerini arastirmislardir.
Calismada antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesinde Klebsiella oxytoca ATCC 10031,
E.coli ATCC 25922, E.coli 0101 K30 K99 F41, Paeruginosa ATCC 15442, Proteus
mirabilis ATCC 43071, S.aureus ATCC 6538, L.monocytogenes Type 2 Pasteur Institute
5434 ve B.cereus ATCC 11778 bakterileri kullamilmistir. K. oxycota,E.coli ATCC
25922 ve E.coli 0101 K30 K99 F41 icin en etkili doz 6250 pg/mL ile H. salsug-
ineum bitkisine ait oldugu bulunmustur. H.perforatum ekstraktinin 3800 pg/mL
dozunun Paeruginosa ATCC 15442 ve Pmirabilis ATCC 43071 bakterileri icin en
etkili doz oldugu belirlenmistir. H.aviculariifolium Jaub. Spach subsp. depila-
tum (Freyn Bornm.) Robson var. depilatum bitkisine ait ekstraktin S.aureus ATCC
6538 ve B.cereus ATCC 11778 bakterilerinde en etkili ekstrak oldugu goriilmiistiir.
Ekstraktin MIK dozlari, S.aureus icin 97,45 pg/mL, B.cereus icin 195,31 pg/mL olarak
bulunmustur. H.perforatum’a ait 29,68 pg/mL doz L.monocytogenes icin en etkili doz
olarak belirlenmistir [345].

Eroglu Ozkan ve ark. 2013 yilinda yaptiklar1 calismada Hypericum pam-
phylicum bitkisinin metanollii, petroleum eterli, kloroformlu, asetonlu ve total
metanollii ekstraktlarinin kimyasal icerigini ve biyolojik aktivitelerini arastirmayi
amaclamislardir. Antimikrobiyal aktivitenin belirlendigi MiK deneyinde, S.aureus, S.
epidermidis, E.coli, K.pneumoniae, Paeruginosa, Salmonella typhi, S.flexneri, Pmirabilis
bakterileri ve C.albicans mayasi kullanilmistir. S.aureus icin en etkili MiK degeri 19,25
mg/mL ile totan metanollii ekstrakta aittir. S. epidermidis bakterisine bakildiginda,
en etkili dozun 312,50 mg/mL ile kloroformlu ekstrakta ait oldugu goriilmiistiir.
E.coli, K.pneumoniae ve Pmirabilis bakterilerinde ise tiim ekstraktlarda en etkili MIK
degerinin 1250 mg/mL oldugu bulunmustur. Paeruginosa bakterisinde en etkili
MIK degerinin 625 mg/mL oldugu belirlenmistir.S. typhi bakterisinde en etkili MIK
degerinin 625 mg/mL ile kloroformlu ekstrakta ait oldugu bildirilmistir.C.albicans

manyasinin iiremesini engelleyen MIK degerinin total metanol ekstrakt1 haric tiim

75



ekstraklarda 625 mg/mL oldugu belirlenmistir [346].

Stintar ve ark. 2015 yilinda yaptiklar1 calismada, H. perforatum tiirliniin
etanollii, heksanli, kloroformlu, n-biitanolli ve sulu ekstraklarinin oral yolla
busan bakterilere karsi antimikrobiyal etkilerini arastirmislardir. Calismada yapilan
antimikrobiyal deneylerde, Streptococcus mutans, S. sobrinus, Lactobacillus plantarum,
ve E.faecalis bakterileri kullanilmistir. Calisma sonucunda, S. sobrinus ve L.plantarum
bakterilerinde en etkili MIK degeri 8 ng/mL ile sulu ektrakta ait oldugu, S. mutans ve

E. faecalis icin bu oranin sirasi ile 32 ve 16 pg/mL oldugu bulunmustur [347].

Eroglu Ozkan ve ark. (2019) yaptiklari calismada, H. perforatum tiiriiniin
de icinde bulundugu alt1 farkli Hypericum tiiriinin (H. thymbrifolium, H.
spectabile,H.pseudolaeve, H.neurocalycinum, H. malatyanum) antimikrobiyal etkilerini,
S.aureus ATCC 65538, MRSA ATCC 33591, S. epidermidis ATCC 12228, E.coli
ATCC 8739, K.pneumoniae ATCC 4352, Paeruginosa ATCC 1539, Pmirabilis ATCC
14153 bakterileri ve C.albicans mantar1 kullanarak belirlemeyi amaclamislardir.
Antimikrobiyal etki acisinda en etkili ekstraklar H.neurocalycinum ve H. malatyanum
oldugu bulunmustur. Tiim bakterilere karsi olan MIK dozu 4.8 pg/mL olarak
belirlenmistir [348].

Literatiirde kantaron tiirlerinin farkli MIK degerlerine sahip oldugu goriilmiistiir.
Calismamizda kantaron sulu ekstraktinin E.coli hari¢ tiim bakterilerde ve C.albicans
maayasinda 1 mg/mL, E.coli bakterisinde ise 0,25 mg/mL MIK degerine sahip
oldugu belirlenmistir. Bu degerler literatiirde yapilan ¢alismalar ile kiyaslandiginda
paralellik gostermedigi belirlenmistir  Bunun nedeni calismamizda kullanilan
kantaron tiirii ile literatiirde kullanilan kantaron tiirlerinin farkli olmasindan
kaynaklanabilir. Ayrica literatiirde kullanilan tiirlerin 6rneklendigi cografik bolgelerin
farkliligi, bitki tiirlerinin icerigindeki maddelerin oranlarimi degistirmektedir. Bu
durum elde edilen MIK degerlerinin farkliligina nedne olmaktadir. Ekstraksiyon
sirasinda kullanilan solventlerin farklihginin MIK degerlerini degistirdigi literatiirde
belirtilmistir. ~Calismamizda sadece kantaronun sulu ekstraktimin MIK degerleri
bulunmustur. Ayrica tipki safranda oldugu gibi literatiir calismalarida susa bagli olarak
MIK degerlerinin degisebilecegi goriilmiistiir. Calismamizda sadece E.coli bakterisine
ait susta MIK degerinin diger bakteri suslarina goére farkhi oldugu bulunmustur.
C.albicans mayasina kars: kanataron sulu ekstraktimin MIK degerlerinin literatiirde
farkli oldugu gériilmiistiir., bir calismada MIK degeri 4.8 pg/mL iken bir diger
calismada bu deger 625 mg/mL oldugu bulunmustur. Bizim c¢alismamiz ile bu
calismalar kiyasladigimizda herhangi bir benzerlik gortilmemistir. Bunun nedeni bu
calismalarda kullanilan hypericum tiirlerinin farkli olmasi ve ekstraksiyon sirasinda

kullanilan ¢oziictilerin farkli olmasindan kaynaklanmaktadir.
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Moreno ve Ark. (1999) yaptiklari ¢alismada, Arjantin’in Tucuman boélgesinden elde
edilen propolisin antimiktobiyal aktivitesini belirlemeyi amaglamislardir. Calismada
gerceklestirilen MIK deneyinde, S.aureus, S.pyogenes, E.faecalis, S. agalactiae
bakterileri kullanilmistir. Yapilan calisma sonucunda, S.aureus icin MIK degeri 15,30
ng/mL, S.pyogenes icin MIK degeri 7,80 pg/mL, S. agalactiae icin MIK degeri 7,50
ng/mL ve E.faecalis icin MIK degeri 14,60 jpg/mL olarak bulunmustur [349].

Santos ve ark. (2002) yaptiklari calismada, Brezilya'ya ait propolisin oral yolla bulasan
anaerobik bakterilere karsi antibakteriyal aktivitesini arastirmislardir. Calismada, A.
actinomycetemcomitans ATCC 29 523 ve FDC Y4, Fusobacterium nucleatum ATCC 10
953, Fusobacterium necrophorum ATCC 25 386, P gingivalis ATCC 33 277, P inter-
media ATCC 25 611 ve Prevotella nigrescens ATCC 33 563, Eubacterium lentum ATCC
25 559 ve Peptostreptococcus anaerobius ATCC 27 337 bakteri tiirleri kullanilmistir.
Yapilan calisma sonucunda MIK degerlerinin 64 ile 1024 pg/mL arasinda degistigi
gorlilmiistiir [350].

2005 yilinda yapilan bir calismada, Tiirkiye'nin cesitli bolgelerinden elde edilen
propolisin antibakteriyal aktivitesi arastirilmistir.Calismada, S.aureus ve E.coli
bakterileri kullanilmistir. Galisma sonucunda, S.aureus icin MIK degerleri <0,1 ile
0,4 pg/mL arasinda, E.coli icin MIK degeri ise 0,4 ile 14 pg/mL arasinda oldugu
belirlenmistir [351].

Darwish ve ark. 2010 yilinda yaptiklar1 calismada, Urdiin propolisinin antibakteriyal
etkisini S.aureus ve E.coli kullanarak arastirmislardir. Yapilan MIK deneyi sonucunda
S.aureus icin MIK degeri 4,69 pg/mL, E.coli icin MIK degeri 18,75 png/mL olarak
bulunmustur [352].

Temiz ve ark. 2011 yilinda yaptiklari ¢alismada, Irak propolisinin antimikrobiral
etkilerini arastirmislardir. Calismada gida kaynakli patojen olarak E.coli, S.typhi,
L.monocytogenes, H.pylori, S.pyogenes, Paeruginosa, S.aureus, K.Pneumoniae ve Enter-
obacter aerogenes bakterileri ve C.albicans mantar1 kullanilmistir. Yapilan MIK deneyi
sonucunda, %10, %20 ve %30 konsantrasyonlarda, S.aureus icin MIK degerleri sirasi
ile 1280> jg/mL, 1280> jg/mL ve >640 g/mL, S.pyogenes icin MiK degerleri sirasi
ile 1280> pg/mL, 1280> pg/mL ve >640 pg/mL, E.coli icin MIK degerleri 2560>
pg/mL, 2560> png/mL, 1280> jng/mL, Raeruginosa icin MiK degerleri sirasi ile 2560>
pg/mL, 2560> pg/mL, 2560> pg/mL, L.monocytogenes icin MIK degerleri sirasi ile
2560> pg/mL, 2560> pg/mL, 1280> pg/mL, H.pylori icin MIK degerleri sirasi ile
5120> pg/mL, 5120> pg/mL, 2560> pg/mlL, S.typhi icin MIK degerleri sirasi ile
2560> pg/mL, 2560> pg/mL, 2560> pg/mL, E.aerogenes icin MIK degerleri sirasi
ile 5120> pg/mL, 5120> pg/mL, 2560> pg/mL, K.Pneumoniae icin MiK degerleri
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sirasi ile 2560> pg/mL, 2560> ng/mL, 2560> jg/mL ve son olarak C.albicans icin
MIK degerleri sirasi ile 5120> pg/mL, 5120> pg/mL, 2560> pg/mL bulunmustur
[353].

Zeighampour ve ark. (2013) yaptiklar1 calismada, propolisin etanollii ekstraktinin
yanik yaralarindan izole edilen antibiyotige direncli bakteri suslar1 tizerindeki
antimikrobiyal aktivitesini arastirmiglardir. ~ Galismada yapilan MIK deneyinde,
yaralardan izole edilen S.aureus ve PRaeruginosa bakterilerine ek olarak S.aureus ve
Paeruginosa standart suslar1 kullanilmistir. Yapilan MiK deneyi sonucunda, S.aureus
izolatimin MIK degeri ve S.aureus bakterisinin standart susunun MIK degeri 11,7
ng/mL, Paeruginosa izolat ve standart susunun MIK degeri 750 pg/mL olarak
bulunmustur [354].

Suleman ve ark. (2015) yaptiklar1 calismada, Giiney Afrika propolisinin
antimikrobiyal aktivitesini arastirmay: amaclamislardir.Calismada S.aureus, E.coli,
Raeruginosa, E.faecalis bakterileri ve C.albicans, Crytococcus neoformans funguslari
kullanilmistir. Yapilan MiK deneyi sonucunda, S.aureus icin MIK degerinin 6 ile 1563
ng/mL arasinda degistigi, E.faecalis icin MIK degerinin 49 ile 1563 jg/mL arasinda
degistigi, E.coli icin MIK degerinin 391 ile 1563 pg/mL arasinda degistigi, Paeruginosa
icin MiK degerinin 195 ile 781 jg/mL arasinda degistigi, C.albicans icin MiK degerinin
98 ile 3125 pg/mL arasinda degistigi, C.neoformans i¢in 24 ile 391 pg/mL arasinda
degistigi belirlenmistir [355].

Ristivojevic ve ark. 2016 yilinda yaptiklar1 calismada, Sirbistan propolisinin
antimikrobiyal aktivitesini arastirmayi amaclamislardir.  Yapilan MIK deneyinde
Aeromonas hydrophila, S. flexneri, L. monocytogenes, S. aureus, B.subtilis ve E. faecalis
bakterileri kullanilmistir. Deney sonucunda, A.hydrophila icin MIK degerinin 0,3 ile
16,8 ng/mL arasinda degistigi, S. flexneri icin MIK degerinin 1 ile 15 pg/mL arasinda
degistigi, L. monocytogenes icin MIK degerinin 0,1 ile 10,6 g/mL arasinda degistigi,
S. aureus icin MIK degerinin 0,3 ile 16,1 pg/mL, B.subtilis icin MIK degerinin 0,3 ile
14,9 pg/mL arasinda degistigi, E. faecalis icin 0,3 ile 16,8 pg/mL arasinda degistigi
bilidirilmistir [356].

Reguieira Neto ve ark. 2017 yilinda gerceklestirdikleri calismada, Brezilya kirmizi
propolisinin antibakteriyal aktivitesinin belirlenmesini amagclamislardir. Calismada
yapilan MIK deneyinde Paeruginosa, S. aureus ve E.coli suslar1 kullamlmustir. Yapilan
calisma sonucunda, E.coli icin MiK degeri 161,3 pg/mL, Paeruginosa icin MIK degeri
512 pg/mlL, S. aureus icin MIK degeri 512 pg/mL olarak bulunmustur [357].

2018 yilinda yapilan bir calismada, Taiwan yesil propolisinin, B.subtilis, L. mono-
cytogenes, S. aureus (BCRC 10780,10781 ve 10451), Paenibacillus larvae , E.coli ve
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Paeruginosa bakterileri kullanilarak antimikrobiyal etkileri arastirilmistir. Yapilan BIK
testi sonucunda, B.subtilis icin MiK degeri 10 pg/mL, L. monocytogenes icin MiK degeri
40 pg/mL, S. aureus BCRC 10780,10781 ve 10451 suslari icin MIK degerleri sirasi ile
10 pg/mL, 20 pg/mL, 40 pg/mlL, Plarvae igin 5 pg/mlL, E coli i¢in >640 pg/mL ve
Paeruginosa icin >640 jg/mL olarak bulunmustur [358].

Propolis cok farkli icerige sahip ve bu iceriginin cografik bolgelere bagli olarak
degisebilecegi bir maddedir. Bu nedenle literatiirde farkli cografyalara ait
propolislerin kullanildig1 calismalar bulunmaktadir. Bu calismalarda propolisin
MIK degerlerini cografik kosullara gore farklihklar gosterdigi belirlenmistir.
Ayrica MIK deneyinde kullanilan bakteri ve maya suslarma bagh olarak MIK
degerlerinin birbirinden farkli oldugu yukarida bahsedilen ¢alismalarda goriilmiistiir.
Calismamizda propolisin 0,125 mg/mL ve daha iist konsantrasyonlarinda bakterilerin
ve mayanin biiylimesini inhibe ettigi bulunmustur. Elde ettigimiz bu sonucu literatiir
ile kiyasladigimizda, bazi calismalarda daha diisiik konsantrasyonlarda MiK degerleri
oldugu, bazi calismalarda ise daha yiiksek konsantrasyonlarda MiK degerleri oldugu
goriilmiistiit. Propolis icin calismamizda elde ettigimiz MIK degerleri literatiirde
bulunan ve yukarida bahsedilen birkac ¢alisma ile paralellik gostermektedir. Buna ek
olarak birkac calismada MIK degerinin 1 mg/mL cok iistiinde oldugu goriilmiistiir.
MIK degerlerindeki bu degiskenliklerin nedeni farkli bolgelerden ve farkli bitki
ortiisiine sahip alanlardan toplanan propolisin kullanilmasinda kaynaklanabilecegi
diisiiniilmektedir. Ayrica calismalarda kullanilan standart suslarin farkliliklar1 da MiK
degerlerinin degismesine neden olabilecegi goriilmiistiir. Propolisin icerisinde bircok
madde bulunmasi ve bu maddelerin miktarlarinin farkli olmasi ekstraksiyon sirasinda
kullanilan coziiciilerinde 6nemini arttirmaktadir. Literatiirde bulunan calismalarda

coziiciiye bagli olarak MiK degerinin degisebilecegi bildirilmistir.

4.4 Ames Deneyi Sonuclar:
Ames deneyinde kullanilan S. Typhimurium TA98 ve TA100 suslarinin genetik

ozelliklerinin kontrolleri her deney 6ncesi yapildi. Yapilan kontroller sonrasinda hem
TA98 susunun hem de TA100 susunun mutajenite calismalarinda kullanima uygun

oldugu gorildd.

4.4.1 Histidin Gereksinimi Kontrolii Sonuclar:

Histidin gereksiniminin belirlenmesi icin TA98 ve TA100 suslarinin ekimi HB ve
MGA plaklarina yapildi. Her iki susta HB plaklarindan tirerken, icerisinde histidin

bulunmayan MGA plaklarinda iiremedi. Bu durum suslarin his- mutasyonuna sahip
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oldugunu gosterdi(Sekil 4.6).

Sekil 4.6 Histidin gereksinimi kontrol sonucu. (a)HB, (b)MGA besiyerlerinde
(A)TA98 ve (B) TA100 suslarinin iireme durumu

4.4.2 rfa Mutasyonu Kontrol Sonuclar1

TA98 ve TA100 suslarinin rfa mutasyonuna sahip olup olmadiginin belirlenmesinde
kristal viyole hassasiyet testi kullanildi. Yapilan testin sonucunda kristal viyole
uygulamasi yapilan disklerin etrafinda 14 mm’lik seffaf seklde zonlarin olustugu
goriildii. Olusan zonlar, TA98 ve TA100 suslarinin rfarfa mutasyonuna sahip oldugunu
gosterdi (Sekil 4.7).

Sekil 4.7 TA98 ve TA100 suslarinin rfa mutasyonu kontrol sonuclari

4.4.3 uvrB Mutasyonu Kontrol Sonuclari

uvrB mutasyonunun kontrolii icin TA98 ve TA100 suslar NB plaklarina ekildi. Daha
sonra plakgin yarisi 151k gecirmeyen bir plaka kapatildiktan sonra diger yaris1 UV
1s181na maruz birakildi. Isik gegirmeyen plaka ile kapatilan bolgede her iki susunda
iredigi goriildi. Bu tireme hem TA98 hem de TA100 suslarinin uyrB mutasyonuna
sahip oldugunu gosterdi (Sekil 4.8A).
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4.4.4 R Faktorii Kontrol Deneyi

TA98 ve TA100 suslarinin pKM101 plazmidlerine (ampisilen dire¢c geni tasiyan
plazmid) sahip olup olmadiginin kontrolii icin suslar HBA plaklarina ekildi.
Inkiibasyon sonucu suglarin plaklara iiredigi gozlendi. Boéylece TA98 ve TA100
suslarinin pKM101 plazmidlerine sahip olduklar1 dogrulandi(Sekil 4.8B).

Sekil 4.8 (A)TA98 ve TA100 suslarinin uvrB mutasyonu kontrol sonuclari, (B)TA98
ve TA100 suslarinin R faktorii kontrol sonuclari

4.4.5 Ekstraklarin Ames Deneyi Sonuglari

Safran, kantaron ve propolise ait 10 mg, 5 mg, 2,5 mg ve 1,25 mg dozlarinin
genotoksikolojik potansiyelleri AMES testi Salmonella typhymurium TA100 ve
TA98 susu kullanilarak belirlenmistir. Mutajen ve genotoksik olarak adlandirilan
dozlar negatif kontroliin sahip oldugu koloni sayisinin 2 katina yakin seklinde
baz alinarak degerlendirilmistir Kantaron sulu ekstraktinin ,TA98 suslarindaki
mutajenik potansiyeline baktigimiz kullanilan 1.25 mg ve 2.5 mg dozlarinda negatif
kontrol baz alinarak degerlendirildiginde negatif kontroliin 2 katinin altinda oldugu
belirlenmistir. 5 mg ve 10 mg dozlarinda ise negatif kontroliin 2 katina yakin
oldugu goritilmiistiir. Bu sonuca gore kantaron sulu ekstraktinin TA98 susunda
1,25 ve 2,5 mg dozlarinin genotoksik olmadigi, 5 mg ve 10 mg dozlarinin toksik
ozeliik gosterdigi bulunmustur.Kantaron sulu ekstraktinin TA100 susu {izerindeki
genotoksik potansiyeline baktigimizda 1.25 mg ve 2.5 mg dozlarinin genotoksik
olmadigi, 5 mg ve 10 mg dozlarinin genotoksik 6zellige sahip oldugu belirlenmistir.
Safran sulu ekstraktinda ise TA 98 susu iizerinde 1,25 mg dozunun genotoksisite
etkisi gostermedigi, 2,5 mg, 5 mg ve 10 mg dozlarinda genotoksik etki gosterdigi
belirlenmistir. TA100 susuna baktigimizda ise Safran sulu ekstraktinin 1,25 mg
dozunun bu susta genotoksik etki gostermedigi ancak 2,5 mg, 5 mg ve 10 mg
genotoksik etki gosterdigi goriilmiistiir. Propolis sulu ektraksina bakildiginda TA98
susunda 1,25 mg, 2,5 mg ve 5 mg dozlarinin negatif kontroliin 2 katinin altinda
oldugu, bu nedenle genotoksik etki gostermedigi belirlenmistir. Ancak TA100 susunda
1,25 mg ve 2.5 mg suslarinin genotoksik etkiye sahip olmadig1 goriilmiistiir. 5 mg ve
10 mg dozlarinin ise negatif kontroliin 2 katindan fazla oldugu dolayisiyla genotoksik

etkiye sahip oldugu bulunmustur (Tablo 4.1).
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Abdullaev ve ark. (2003) yaptiklari calismada, safranin antimutajenik ve mutajenik
ozelliklerini Ames/Salmonella testi kullanarak belirlemeyi amaclamislardir. Yapilan
calismada Salmonella typhimurium bakterisinin TA98 susu ve safranin etanolli
ekstraktinin 50-1500 g/mL dozlar1 kullanilmistir. Yapilan calismada safran etanollii

ekstraktinin mutajenik ve antimutajenik 6zelligi sahip olmadigi belirlenmistir [359].

Tablo 4.2 Safran, kantaron ve S. typhimurium TA98 ve TA100 suslari iizerindeki
mutajenik etkileri

Uygulama Konsantrasyon (mg/plak) His+ Revertant Koloni Sayisi/Plak
TA98 TA100
Ort£SS Ort+SS
Pozitif Kontrol NPD 1072 804+6,56
SA 103 994+12,1
Kantaron 1,25 59,67+6,43 262,34+2,51
2,5 81+10,54 285+17,08
5 130,34+19,55  393,67+11,06
10 145,34£10,79  456+24,25
Propolis 1,25 93+11,53 293,67+9,61
2,5 132,67+5,03 381+11,06
5 139,34+18,9 454,67+10,02
10 155+8,88 474+8,72
Safran 1,25 120,34+3,06 309,34+14,05
2,5 154,67+9,45 441+18,33
5 160+19,16 448,67+25,77
10 171+13,45 468+15,82
Negatif Kontrol 757,21 185,67+4,04
Spontan Kontrol 46,33+5,51 165,67+6,03

* NPD (4-nitro-o-fenilendiamin): TA98 susu i¢in,SA (sodyum azid):
TA100 susu i¢in pogzitif kontrol amactyla,

**Su 100 yul /plak olacak sekilde negatif kontrol amactyla kullanildu.
***Ort£SS: Ortalama=Standart Sapma

Herndndez ve ark. (2004) yaptiklar1 calismada, safran bitkisinin sulu ve etanollii
ekstraklarinin farkli konsantrasyonlarinin mutajenik ve antimutajenik 6zelliklerini
Ames/Salmonella testi kullanarak belirlemislerdir. Testte S.typhimurium bakterisinin
TA98 ve TA100 suslari kullanilmistir.  Calismada kullamilan ekstraklarin dozlar
50-1500 pg/mL arasinda belirlenmistir. Safranin Sulu ekstraklarinin ve etanollii

ekstraklarinin herhangi bir mutajenik etkiye sahip olmadigi belirlenmistir [360].

Riverén-Negrete 2004 yilinda yaptiklar1 calismada, sodyum selenit ile kombine
edilmis safranin timor hiicreleri tizerindeki inhibitor etkisini arastirmislardir. Yapilan
calismada safranin 500-1500 g/mL dozlari kullanilmistir. Calisma sonucunda safran

etanollii ekstraktinin mutajenik 6zellige sahip olmadigi belirlenmistir [361].
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Literatiirde safran ekstraklari ile yapilan ¢alismalar ile calismamizda elde ettdigimiz
sonuclar ile kiyasladigimizda, parallellikler goze ¢arpmaktadir. Calismamizda safran
sulu ekstraktinin TA98 susunda ve TA100 susunda 1,25 mg/mL'de genotoksik
potansiye belirlenmemistir. Yukarida bahsedilen literatiirlerde genellikle 50-1500
ng/mL  arasinda safran ekstraklarinin herhangi bir genotoksik potansiyel ve
mutajeniteye sebep olmadig1 belirlenmistir. Bu calismalar ile calismamizda elde
ettigimiz sonuglar kiyasladigimizda, literatiirdeki sonuclar ile calismamizda elde
ettigimiz sonuclar paralellik gostermektedir. =~ Buna ek olarak ekstraksiyonda
kullanilan soventlerin mutajeniteye etki gostermedigi de goriilmektedir. Ornegin;
Abdullaev ve ark. (2003) yilinda yaptiklar1 c¢alismada etanollii ve sulu
safran ekstrakt: kullanilmasina ragmen herhangi bir dozda genotoksik potansiyel
ve mutajeniteye rastlanilmamistir [359].Ayrica literatiir calismalarinda safranin
genotoksik potansiyele sahip olmadigindan bahsedilmektedir. Bir maddenin veya
ekstraktin genotoksik olup olmadigi uygulanan doza baghdir. Bizim calismamizda
elde ettigimiz sonuclar bunu gostermektedir. 1.25 mg/mL iizerindeki dozlar safran

ekstraktinda genotoksik ve mutajenik etkiye sahiptir.

Tolan ve ark. 2009 yilinda yaptiklar calismada, Hypericum lysimachioides bitkisine
ait petroleum eterli, heksanli, etil asetatli ve metanollii ekstraklarin mutajenitesini
arastirmislardir. Calismada Ames/Salmonella testi icin S.typhimurium bakterisinin
TA98 ve TA100 suslar1 kullanilmistir. Calismada petroleum eterli ve etil asestatl
ekstraklar 5 ug/plak- 60 ug/plak arasinda, heksanli ve metanollii ekstraklar 0,1
ug /plak-50 ug/plak arasinda dozlar kullanilmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda, tim
ekstraklarin mutajenik etkiye sahip oldugu belirlenmistir [362].

Bhatia ve ark. (2010) yaptiklar1 calismada, H.perforatum bitkisinin metanollii ve
asetonlu ekstraklarinin antimutagenik ve mutajenik 6zelliklerini Ames/Salmonella
testi kullanarak belirlemeyi amagclamigslardir. Calismada Ames deneyi icin Salmonella
typhimurium bakterisinin TA98 ve TA100 suslar1 kullanilmistir. Uygulama dozlar1 0,01
x 10% ug /0.1 mL /plak - 2,5x 10° ug / 0.1 mL /plak olarak belirlenmistir. Calisma
sonucunda her iki ekstraktinda herhangi bir mutajenik etki gostermedigi belirlenmistir
[363].

Uysal ve ark. (2015) yaptiklar1 calismada, Tiirkiye’de bulunan ¢ farkli Hy-
pericum tlirtiniin (H.pruinatum Boiss.Bal.,, H.olimpicum L. ve H. scabrum L.)
mutajenik ve anti-mutajenik Ozelliklerini Ames/Salmonella testi ile belirlemeyi
amaclamiglardir. Ames/Salmonella deneyinde TA98 ve TA100 suslar1 ve bitkilerin
metanollii ekstraklar1 kullanilmistir. Deneyde 1 ug/plak-1000 ug/plak arasinda
ekstrak dozlar1 kullanilmistir. Yapilan calisma sonucunda, tiim ekstraklarin mutajenik
aktiviteye sahip olmadig1 belirlenmistir [364].
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Okmen ve Balpinar 2017 yilinda yaptiklar calismada, H.perforatum bitkisinin biyolojik
aktivitelerini belirlemeyi amaclamislardir. Calismada antimutajenite calismasi igin
Ames/Salmonella test sistemi ve bu testte TA98-100 suslari kullanilmistir. — Test
suslarina 1250 ug/plak ve 2500 ug/plak metanollii ekstrak uygulanmistir. Yapilan
calisma sonucunda H.perforatum bitkisinin metanollii ekstraktinin antimutajenik

etkiye sahip oldugu ancak mutajenik etki gostermedigi belirlenmistir [365].

Boran ve Ugur (2017) yaptiklar calismada, Hypericum lydium bitkisinin etanolli
ekstraktinin anti-mutajenik, mutajenik ve antioksidan ozelliklerini arastirmay1
amaclamiglardir.Calismada yapilan Ames/Salmonella deneyinde TA98 ve TA100
suslar1 kullanilmistir.  2.0-0.002 ug/plak arasindaki dozlarin mutajenik etkileri
belirlenmistir. Calisma sonucunda, H.lydium bitkisinin etanollii ekstraktinin mutajenik

etkiye sahip olmadig1 belirlenmistir [366].

Boran 2018 yilinda yaptig1 calismada, Hypericum origanifolium bitkisinin etanolli
ekstraktinin anti-kollajenaz, anti-elastaz ve anti-hiyaliironidaz etkilerini, antioksidan
ve genotoksik / antigenotoksik aktiviteleriyle birlikte arastirmayr amaclamistir.
Yapilan calismada H.origanifolium bitkisinin etanollii ekstraktinin genotoksik ve
antigenotoksik ozelliklerinin belirlenmesinde Ames/Salmonella testi kullanilmistir.
Uygulama gruplarinda kullanilan dozlar 0.1 ug/plak-1000 ug/plak arasindadir.
Calisma sonucunda H. origanifolium bitkisinin etanollii ekstraktinin genotoksik etkiye

sahip olmadig1 belirlenmistir [367].

Ames/Salmonella test sistemi kullanilarak kantaron bitkisine ait ekstraklarinin
genotoksisitesi ve mutajenitesini arastiran bircok calisma vardir. Bu calismalarda
genel olarak farkli dozlar kullanilmasina ragmen herhangi bir mutajenikve genotoksik
etkiye sahip olmadigi belirlenmistir. Calismamizda ise kantaronun 1.25 mg/mL
ve 2.5 mg/mL dozlarinda genotoksik potansiyele ve mutajeniteye sahip olmadigi
belirlenmistir. Literatiirde, elde ettigimiz sonuclara paralel sonuclar bulunmaktadir.
Ornegin; Boran ve Balpmnarn 2017 yilinda yaptigi calismada 1250 ug/plak ve
2500 ug/plak kantaron metanollii ekstraktin herhangi bir genotoksik potansiyel ve
mutajeniteye sahip olmadig: bildirilmistir. Bu calisma sonucu bizim c¢alismamizda
kantaron icin elde ettigimiz sonuclar ile paralellik gostermektedir.  Yukarida
bahsedilen diger calismalara baktigimizda genellikle 2 mg/plak ve alti degerlerde
kantaron ekstraklarinin genotoksik potansiyel ve mutajenik etkiye sahip olmadig:
belirlenmistir. ~ Calismalar1 kantaron tiirleri bakimindan kiyasladigimizda farkl
tlirler kullanilmasinda ragmen belirli dozlarda kantaron ekstraklarinin herhangi
bir genotoksik potansiyel ve mutajenik etkiye sahip olmadigi gortilmiistiir. Ayrica
ekstraksiyonda kullanilan solventlerinde genotoksik ve mutajenik dozlar {izerinde

herhangi bir etkisi olmadig1 goriilmiistiir. Tipki safranda oldugu gibi genotoksik ve
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mutajenik etki uygulanan doza baghdir. Calismamizda bu dozlar kantaron icin 5
mg /mL ve 10 mg /mL olarak belirlenmistir. Literatiirde bu dozlarinda uygulandigi
calismalara ihtiya¢c duyulmaktadir.  Ciinkii genellikle calismalarda kantaronun

herhangi bir genotoksik ve mutajenik etkiye sahip olmadig1 soylenmektedir.

Varanda ve ark.(1999) yaptiklar calismada, propolis ve bal arisi1 (Apis mellifera)
zehirinin etanolik Oziitiiniin antimutajenik etkisini Ames/Salmonella test sistemi
kullanarak arastirmiglardir. Ames/Salmonella deneyinde TA98 ve TA100 suslari
kullanilmisti. ~ Propolis icin uygulama dozlar1 0.25, 0.5, 1, 2 ve 4 ulL/plak
olarak belirlenmistir. Calisma sonucunda deneyde kullanilan dozlarda herhangi bir

mutajenik aktiviteye rastlanilmamistir [368].

Moreno ve ark. 2005 yilinda yaptiklar1 calismada, Arjantin’nin Tucuman
sehrinden alinan propolisin toksik, mutajenik, antimutajenik 6zelliklerini belirlemeyi
amaclamiglar. Propolisin mutajenik ve antimutajenik 6zelliklerinin belirlenmesi icin
Ames/Salmonella deneyi kullanilmistir. 0.003-300 ug/plak dozlarda propolis TA98
ve TA100 suslarina uygulanmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda, propolisin mutajenik

aktiviteye sahip olmadig1 belirlenmistir [369].

Jang ve ark. 2009 yilinda gerceklestirdikleri arastirmada, Amerikan ve Kore propolisin
antibakteriyal ve antimutajenik 6zelliklerini belirlemeyi amaglamiglardir. Calismada
antimutajenik ve mutajenik Ozellikleri belirlenmesi i¢in Ames/Salmonella testinin
TA98 susu kullanilmistir. Uygulama dozlari 1 ug/plak-200 ug/plak arasindadir.
Yapilan ¢alisma sonucunda Amerikan ve Kore propolisinin mutajenik aktiviteye sahip

olmadig belirlenmistir[370].

Bir diger calismada, Bayram ve ark. 2015 yilinda propolisin etanollii ekstraktinin
antimutajenik ve mutajenik Ozelliklerini belirlemeyi amaclamislardir. Calismada
Ames/Salmonella test sistemine ait TA1535, 1537 suslar1 kullanilmistir. Uygulama
dozlar1 0,2 mg/plak-1 mg/plak olarak belirlenmistir. Yapilan calisma sonucunda

herhangi bir mutajenik aktiviteye sahip olmadig1 belirlenmistir [371].

Propolisin genotoksit potansiyelinin ve mutajenitesinin Ames/Salmonella testi ile
degerlendirildigi calismalara bakacak olursak, propolisin belirli dozlarda herhangi bir
mutajenik etkiye sahip olmadig: belirlenmistir. Ancak bu caligmalar diisiik dozlarda
gerceklesmistir. En yiiksek doz olarak Bayram ve ark. (2015) yilinda yaptiklar
calismada kullandiklar1 1 mg /plak oranindaki dozdur. Calismamizda propolisin TA98
susu icin 1.25 mg/plak, 2.5 mg/plak ve 5 mg/plak dozlarinda herhangi bir genotoksik
potansiyel ve mutajeniteye sahip olmadigi, TA100 suslari icin ise 1.25 mg/plak
ve 2.5 mg/plak dozlarinda genotoksik potansiyel ve mutajeniteye sahip olmadigi

belirlenmistir. Bu farkliliklarin nedeni, propolis iceriginin bolgeden ve bu bolgede
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bulunan c¢icekli bitki tiirlerindeki farkliliklar olarak gosterilebilir. Bitki florasinin
farkliliklar1 propolis icerisinde bulunan fenolik bilesiklerin oranlarinin degismesine
neden olmaktadir. Bu da propolisin genotoksik potansiyelini ve mutajenik etkisinin

degismesine neden olmaktadir.

4.5 Ekstrakt Kombinasyonlarinin Antioksidan Potansiyellerinin
Belirlenmesi

Ekstraklardan olusturulan 6 kombinasyonun antioksidan ppotansiyelleri DPPH deneyi
ile belirlenmistir. Yapilan Deney sonucunda 1. Kombinasyonun radikal siipiiriicii
aktivitesi % 75 olarak, 2. Kombinasyonun radikal siipiiriicii aktivitesi %81
olarak, 3. Kombinasyonun radikal siipiitiicli aktivitesi %63, 4. Kombinasyonun
radikal stpiriciisi %79, 5. Kombinasyonun radikal siipiirticii aktivitesi %50, 6.
Kombinasyonun radikal stiptirticti aktivitesi %67 olarak bulunmustur. 3. 5. ve 6.
Kombinasyonlarin ekstrak oranlar1 diger kombinasyonlara gore fazla olmasina ragmen
% radikal stpiriicii aktiviteleri %70’in altinda bulunmutur (Sekil 4.9). Yapilan
deney sonucunda 2. Kombinasyondaki ekstrak oranlar1 enkapsiilasyon ve nanofiber

olusumunda kullanilmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9 Kombinasyonlarin % radikal siipiiriicti aktivite sonuclari

Son yillarda, bitkisel ve bitki tiirevi ilaclarin kullanimi revacta olmasina ragmen,
bitkilerin iceriginde bulunan maddelerinin hangilerinin neye yaradigini belirlemek
oldukca zordur. = Farmakognozi alaninda calisan arastiricilar, iyilestici o6zellik

olarak bitkisel icerikli maddelerin saf aktif maddelerden daha yarali oldugunu 6ne

86



sirmektedirler. Hatta birden fazla bitki icerigini karistirip etkilerini arttirmaya
calismaktadirlar. Ancak her zaman bir bir daha iki etmemektedir. Kullanilan
bitkisel icerikli maddelerin birbirlerini maskeleme 0zelligi de bulunmaktadir. Bu
olaya antagonistik etki denilmektedir [372]. Ornegin Wang ve ark., yaptiklari
calismada antioksidan ozellikleri bilinen ahududu, adzuki fasulyesi, brokoli ve soya
fasulyesinin kombinasyonlarinin antioksidan bakimindan antagonitik ve sinerjistik
etkilerini arastimiglardir. Yapilan ¢alisma sonucunda ahududu ve adzuki fasulyesinin
oldugu kombinasyon sinerjistik etkiye, brokoli ve soya fasulyesinin olusturdugu
kombinasyon ise antagonistik etkiye sahip oldugu belirlenmistir [373].Bir diger
calismada, Nedamani ve ark, biberiye ve mese palamutunun metanollii ekstraklarinin
bireysel ve kombinasyonlarinin antioksidan o6zelliklerini arastirmiglardir. Yapilan
calisma sonucunda, belirli dozlarda biberiye ve mese palamutu ekstrak karisimlarinin
antagonistik etkiye, belirli dozlarda karistirilanlarin sinerjistik etkiye sahip oldugu
belirlenmistir [374]. Literatiirde yapilan bu c¢alismalar ile calismamizdaki elde
ettigimiz sonuclar1 karsilastirisak, Tablo 3.29’da verilen kombinasyonlarin Sekil 4.9
'te goriildiigii gibi belirli dozlarda karistirilanlarin antagonistik 6zellige sahip oldugu

gorilmistir.

4.6 Safran, Kantaron ve Propolis Ekstraklarimin Spekturum

Sonuclar:

Uv-vis spektroskopisi kullanilarak alinan spektrum sonucunda safran sulu ektraktinin
dalga boyu 254.5 (Sekil 4.10a), kantaron sulu ektraktinin dalga boyu 274 nm
(Sekil 4.10b), propolis sulu ektraktinin dalga boyu 271 nm (Sekil 4.10c) olarak

belirlenmistir.

(a) - (b) h (c)

Absorbans
Absorbans
Absorbans

200.00 200.00 400,00 200.00 0000 205 w0

nm nm nm

Sekil 4.10 (a)Safran, (b)kantaron ve (c)propolis sulu ekstraktlarina ait UV-vis
spektrumlari
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4.7 Safran, Kantaron ve Propolis Ekstraklarinin Kalibrasyon Egri-
leri

Salimim profillerinin belirlenmesi icin tiim ekstraktlara ait kalibrasyon egrileri
cikarilmistir. Bu egrilerden elde edilen y=mx seklindeki denklemler kullanilarak
kontrollii salinim profilleri ¢ikarilacaktir. Safranin kalibrasyon egrisinin cikarilmasi
sonucunda y=0,0102x denklemi elde edilmistir = Bu denklemin dogrulugunu
belirleyen R? degeri ise 0,9952 olarak bulunmustur (Sekil 4.11a).Kantaron sulu
ekstraktinin kalibrasyon egrisine bakildiginda, y=mx seklindeki denklem y= 0,0045x
seklinde bulunmustur. R? degeriise 0,9999 olarak belirlenmistir(Sekil 4.11b).Propolis
sulu ektraktinin kalibrasyon egrisinin olusturulmasi sonucunda y=0,016x denklemi
elde edilmistir. Bu denklemin R? degeri ise 0,999 olarak bulunmustur(Sekil 4.11c).

(c)

vem (@)

ABS (245.5 nm)
ABS (274 nm)
ABS (271 nm)
o o o B

1 u 1 Pl 2
Miktar (ug) Miktar (ug) Miktar (ug)

Sekil 4.11 (a)Safran, (b)kantaron ve (c)propolis sulu ekstraktlarina ait kalibrasyon
egrileri

4.8 Bos, Kantaron ve Safran Yiiklii Nanopartikiillerin DLS Analiz
Sonuclari

Bos, Kantaron ve Safran yiiklii nanopartikiillerin DLS analizleri Malvern Zetasizer
Nano ZS cihazi ile gerceklestirilmistir.  Yapilan DLS analizleri sonucunda, bos
nanopartikiillerin boyutu 53.81+0.805 nm (Sekil 4.12a), safran yiikli kitosan
nanopartikiillerinin boyutu 57.61+1.234 nm (Sekil 4.13a), kantaron yiikli kitosan
nanopartikiillerinin boyutu ise 64.49+0.423 nm (Sekil 4.14a) olarak bulunmustur.
Partikiillerin PdI degerleri bos, safran yiiklii ve kantaron yiiklii olmak iizere sirasiyla
0.096%+0.016 (Sekil 4.12a), 0.175%£0.008 (Sekil 4.13a), 0.185£0.010 (Sekil 4.14a)
olarak bulunmustur. { potansiyelleri ise bos nanopartikiillerde 12.5£0.265 mV Sekil
4.12b), safran yiikli nanopartikiillerde 14.0£0.755 mV (Sekil 4.13b) ve kantaron
yiiklii nanopartikiillerde 15.1+0.436 mV (Sekil 4.14b) olarak bulunmustur.

Calismamizda kitosan nanopartikiilleri icerisine enkapsiile ettigimiz kantaron ve
safran sulu ekstraktlar1 hakkinda literatiirde herhangi bir ¢alismaya rastlanilmamuistir.
Buna ragmen cesitli bitki ekstraklarinin kitosan ile enkapstile edilip, yara iyilesmesi
dahil bircok alanda tedavi edici 6zelliklerinin arastirildig1 calismalar bulunmaktadir.

Kitosan nanopartikiillerinin sentezlenmesinde farkli yontem bulunmasina ragmen
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Sekil 4.13 Safran yiiklii nanopartikiillerin a) Boyut ve PdI degerleri b) {
potansiyelleri

en cok bilinen yontem iyonik jelasyon yontemidir. =~ Bu yontem kisaca TPP
gibi capraz baglayict kullanilarak kitosan molekiillerini birbirine baglanmasina
dayanmaktadir[375, 376]. Calismamizda yapilan kitosan nanopartikiilleri sentezinde
iyonik jelasyon yontemi kullanilmustir. Ideal bir nanopartikiil icin senztezlenen
nanopartikiiliin boyutu 1-100 nm arasinda, 0,1 PdI degerine sahip ve { potansiyelinin
+30 ve -30 mV arasinda olmalidir [377]. Calismamiz sonucunda, safran ve kantaron
sulu ekstraklarinin yiiklendigi kitosan nanopartikiillerinin boyut, PdI ve { potansiyel
sonugclar sirasiile, 57.61+£1.234 nm, 0.175£0.008, 14.04+0.755 mV, 64.49+0.423 nm,

0.185+0.010 15.1+£0.436 mV seklinde bulunmustur. Literatiire bakildiginda bizim
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Sekil 4.14 Kantaron yiiklii nanopartikiillerin a) Boyut ve PdI degerleri b) ¢
potansiyelleri

89



calismamiza paralel ve farkli DLS analiz sonuclarina sahip calismalar vardir. Ornegin
Manne ve ark. 2020 yilinda yaptiklar1 ¢alismada Pterocarpus marsupium ekstraktini
kitosan ile enkapsiile ettikten sonra biyolojik etkilerini arastirmay1 anacglamislardir.
Calismada sentezlenen ekstrakt yiiklii nanopartikiillerin ortalama boyutu 676+ 2.76
nm, { potansiyeli ise 57,3 mV olarak bulunmustur [378]. Diger bir ¢alismada
Egil ve ark. 2020 yilinda yaptiklar1 calismada Epilobium parviflorum bitkisinin
ekstraktinin kitosan partikiilleri ile enkapsiile edilmesini ve elde edilen partikiillerin
biyolojik aktivitelerini arastirmay1 amaclamislardir. Calisma sonucunda ekstrakt yiikli
nanopartikiillerinin ortalama boyutu 64.47 nm, PdI degeri 0.168, { potansiyeli 15.2
mV olarak bulunmustur [379]. Nanopartikiillerin boyutlarinin farkli olmasinin en
biiylik nedenlerinden biri de partikiile yiiklenmek istenen madde miktaridir [380,
381]. Calismamizda kitosan nanopartikiillerine 1.25 mg safran sulu ekstrakt1 ve 2.5
mg kantaron sulu ekstrakti yiiklenmistir. Safran yiiklii nanopartikiillerin ortalama
boyutu 57.61£1.234 nm iken, kantaron yiiklii kitosan nanopartikiillerin ortalama
boyutu 64.49+0.423 nm’dir. Literatiirde yiiklenmek istenen miktarindaki artisin
boyuta etkisininde arastirildig1 bir calismada, %5 oraninda rosmarinik asit yliklenen
nanopartikiiliin boyutu 230.0+48.8 nm iken %50 oraninda rosmarinik asit yiiklenen
nanopartikiiliin boyutu 1218.0+136.2 nm olarak bulunmustur. Calismamizda kitosan
nanopartikiilleri sentezinde %20’lik kitosan ¢ozeltisinden ve %50 lik TPP ¢6zeltisinden
3:1 oraninda kullanmilmistir.  Literatiirde yapilan calismalarda kitosan ve TPP
oraninin ortalama da boyutlarda degisikliklere neden oldugu belirtilmistir. Kitosan
nanopartikiillerinin optimizasyon i¢in yapilan bir ¢alismada TPP orani arttirildiginda
boyutunun diistiigii bulunmustur. Yine ayni ¢alismada kitosan oraninin arttirilmasi
sonucunda ortalama boyutta artis goriilmiistiir. PdI degerinin ise ortalama boyuta
bagh olarak arttigin1 gosteren arastirmalar vardir [382]. Calismamizda safran sulu
ekstratkt1 yliklii nanopartikiillerin ve kantaron yiiklii nanopartikiillerin ¢ potansiyelleri
sirast ile 14.0+0.755 mV ve 15.1+£0.436 mV olarak bulunmustur. Yapilan analiz
sonucunda nanopartikiil boyutunun diistigii durumlarda ¢ potansiyelinin de buna
bagli olarak diistiigii goriilmiistiir. Literatiirde yapilan bir calismada, zeta potansiyelin
boyuta bagli olarak diistiigli sonucuna varilmistir. Calismada ayrica TPP oraninin
arttirllmasinin zeta potansiyelini diistiigii ve buna baglh olarak da boyutun diistiigi
belirlenmistir. Literatiirde goriilen bu faktorler ve degisimler ¢alismamizda elde

ettigimiz sonuclar ile paralellik gostermistir [383].

4.9 Safran ve Kantaron Yiiklii Kitosan Nanopartikiillerinin Enkap-
siilasyon Verimi ve Yiikleme Kapasitesi

Safran yiikli kitosan nanopartikiillerin enkapsiilasyon verimi %71.76 olarak

bulunmustur. Kantaron yiiklii kitosan nanopartikiillerin enkapsiilasyon verimi ise
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%71.92 olarak bulunmustur. Safran yiikli kitosan nanopartikiillerinin 1 mg’da 23.74
1g, kantaron yiiklii kitosan nanopartikiillerinin 1 mg ise 35.15 g olarak belirlenmistir.

Nanopartikiillerin icerisine yiiklenen miktarin, yiiklenmek istenen miktara oranina
enkapsiilasyon verimi denmektedir. Nanopartikiillerin yiikleme kapasitesini
belirlemek icin enkapsiilasyon veriminin hesaplanmasi gerekmektedir. Yiikleme
kapasitesi ise birim nanopartikiil miktarina yiiklenen madde miktar1 olarak
tanimlanabilir. Calismamizda kullanilan esktraktlarin kitosan nanopartikiiller ile
enkapsiile edilmesi sonucu enkaspsiilasyon veriminin ve yiikleme kapasitesinin
hesaplandig1 calismalar bulunmamaktadir. Ancak cesitli bitkilerin ekstraktlarinin
kitosan ile enkapsiile edildigi, enkapsiilasyon veriminin ve yiikleme kapasitesinin
hesaplandig calismalar bulunmaktadir. Ornegin Stoica ve ark. 2015 yilinda yaptiklar
calismada kusburnu bitkisinin ekstraktin1 kitosan nanopartikiilleri ile enkapsiile
etmeyi amacglamislardir. Calisma sonucunda enkapsiilasyon verimi %46 olarak
bulunmustir. Bu calismada ayrica kii¢iik nanopartikiillerin daha yiiksek enkapsiilasyon
verimine sahip oldugu bulunmustur [382]. Yapilan bir baska calismada, yaki otu
ekstraktinin kitosan ile enkapsiilasyon islemi yapilmis ve enkapsiilasyon veriminin
%92,46, yiikkleme veriminin ise %8 olarak bulunmustur [379]. Li ve ark 2019 yilinda
kurkumini kitosan ile enkapsiile etmislerdir. Calismada enkapsiile verimi %77,2

yiikleme kapasitesi ise %35,1 olarak bulunmustur [384].

Enkapsiilasyon verimi ve yiikleme kapasitesini etkileyen bircok faktor vardir. Yapilan
calismalarda da goriildiigii gibi enkapsiilasyon verimi, ylikleme kapasitesini etkileyen
en 6nemli faktorlerden biridir. Enkapsiilasyon verimi ne kadar yiiksek olursa yiikleme
kapasitesi o kadar diisiik oldugu yapilan bir calismada gosterilmistir. Diger bir
faktor ise yiiklenmek istenen madde miktaridir. Yiiklenmek istenen madde miktari ne
kadar ytiksek olursa enkapsiilasyon verimi o kadar yiiksek olurken yiikleme kapasitesi
ise buna bagh olarak diismektedir [383]. Calismamizda elde ettigimiz sonuglar

literatiirde bulunan bilgiler ve sonuclar ile paralellik gostermektedir.

4.10 Safran Yiiklii ve Kantaron Yiiklii Nanopartikiillerin Salim
Kinetiklerinin Sonuclar1

In vitro salim grafigi, zamana gore kiimiilatif salim miktar1 kullanilarak cizilmistir. In
vitro salim test sonuclarina gore, ilk 24 saatte safran yiiklii kitosan nanopartikiillerinin
pH: 7.4te %64.14 salindig1 belirlenmistir. Tkinci 24 saatte, kapsiillenmis
maddenin %67.17 oraninda serbest birakildigi bulunmustur. Safran yiikli kitosan
nanopartikiillerinin %79.54, 168 saat serbest birakildig1 ve deney sonlandirilmistir
(Sekil 4.15). Kantaron yiiklii kitosan nanopartikiillerinin pH:7.4’te ilk 24 saatte
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%77.77 salinim yaptigl, 48 saat sonunda ise %88.44 madde salindig1 bulunmustur.
Kantaron ytkli nanopartikiillerin %88.44, 48 saat sonunda salindig:1 belirlenmis ve

deney sonlandirilmistir (Sekil 4.16).
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Sekil 4.15 Safran Yiiklii Kitosan Nanopartikiillerinin Salinim Grafigi

Kontrollii salim formiilasyonlarinin cogunda, salim ortamina yerlestirildikten hemen
sonra, salim hizi stabil bir profile ulasmadan 6nce biiyiik bir ila¢ bolusu salinir.
Bu fenomene "patlama salimi" denir. Bu durum daha yiiksek ilk ila¢ dagitimina
yol acar ve ayrica formiilasyonun etkin kullanim Omriinii azaltir [385]. Kitosan
nanopartikiilleri ile yapilan formiilasyonlarda patlama salimi Ozelligine sahiptir
[386]. Yapilan calismalarda ilk 24 saatte kitosan nanopartikiillerinin yiiklenen ilag
miktarinin tamamini veya en az %50 sini salim ortamina verdigi belirlenmistir.
Bu calismalara o6rnek verecek olursak, kurkumin yiiklii nanopartikiillerin servikal
kanserde kullanilmasini arastiran bir calismada, kitosan nanopartikiillerinin yiiklenen
kurkumin miktarinin %80’ini 3 saatte saldig1 belirlenmistir [387]. Diger bir calismada,
yaki otu yiiklii kitosan nanopartikiillerinin, ilk 24 saatte kitosan nanopartikiillerinin
yaki otu ekstraktinin %67,55 saldigi belirlenmistir [379]. Manne ve ark. 2020
yilinda yaptiklari salim testinde kitosan nanopartikiillerinin yiiklenen ekstraktin %80
ilk 13 saatte saldig1 goriilmiistiir [378]. Calismamizdan elde edilen salim verilerine
gore safran ve kantaron sulu ekstraktlari yiiklii kitosan nanopartikiillerinde de
patlama saliminin varlhigi goriilmiistiir. Salim sonuglarim literatiirde yapilan benzer

calismalarla paralellik gostermektedir.
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Sekil 4.16 Kantaron Yiikli Kitosan Nanopartikiillerinin Salinim Grafigi

4.11 Kitosan Nanopartikiillerinin Taramali Elektron Mikroskopu
(SEM) Analiz Sonuclari

Bos nanopartikiillerin, Safran yiikli nanopartikiillerin ve kantaron yiikli
nanopartikiillerin morfolojik analizleri bir taramal1 elektron mikroskobu kullanilarak
gerceklestirildi. SEM goriintiilerine gore bos NP’lerin ortalama boyutunun yaklasik 53
nm oldugu bulundu (Sekil 4.17). Safran yiikli kitosan nanopartikiillerinin ortalama
boyutuna bakildiginda, yaklasik 57 nm oldugu belirlendi (Sekil 4.18). Kantaron yiikli
nanopartikiillerin ortalama boyutuna bakildiginda ise 64 nm oldugu belirlenmistir
(Sekil 4.19). Hem SSAE yiikli Cht-NP hem de bos nanopartikiillerin homojen olarak
dagildigi, topaklanmaya rastlanmadigi ve tiim nanopartikiillerin tek bicimli ve kiiresel

oldugu gozlemlendi.

Kitosan nanopartikiillerinin morfolojik karakterlerinin belirlenmesi icin genellikle
SEM ve TEM kullanilmaktadir. Literatiirde yapilan calismalarda kitosan
nanopartikiillerin genel olarak yuvarlak ve uniform oldugu gériilmektedir. Ornegin;
Egil ve ark. 2020 yilinda yaptiklar1 calismada Epilobium parviflorum bitkisin kitosan
ile enkapsiile etmislerdir ve yapilan SEM analizinde partikiilerin genellikle yuvarlak
ve uniform oldugu goriilmiistiir. Diger bir calismada Satureja hortensis bitkisinin
esansiyel yagi kitosan nanopartikiiliine yiiklenmistir. ~ Yapilan sem analizinde
partikiillerin yuvarlakoldugu fakat agregatlarinda oldugu bildirilmistir [379].
Li ve ark. 2019 yilinda dtrettikleri kurkumin yiikli kitosan nanopartikiillerine

yapilan TEM analizinde nanopartikiillerin yuvarlak ve uniform oldugu goriilmiistiir
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Sekil 4.18 Safran yiikli kitosan nanopartikiillerin SEM goriintiisii
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Sekil 4.19 Kantaron yiikli kitosan nanopartikiillerin SEM gortintiisii

[384]. Calismamizda yapilan SEM analizinde iirettigimiz kitosan nanopartikiillerin
yuvarlak ve uniform oldugu goriilmiistiir ve SEM sonuglarimiz literatiir ile paralellik

gostermektedir.

SEM analizleri sonucunda elde edilen nanopartikiil boyutlar1 genellikle DLS analiz
sonucglarindan elde edilen boyutlardan daha kiiciik oldugu yapilan calismalarda
goriilmiistiir. =~ Bu farkin nedeni DLS analizinde partikiiliin hidrodinamik yari
cap1 Olciilirken, SEM analizlerinde o6rneklere kuru olarak bakilmaktadir. Ancak
kuru olarak bakilma sirasinda boyutlarin DLS analizi sonucunda elde edilen
boyutlardan biiyiik oldugu ¢alismalarda mevuttur. Bu durumun nedeni analizi yapilan
partikiillerin stabilitesinin diisiik olmasi ve nanopartikiillerin agregat olusturmasi ile
aciklanmaktadir [388]. Calismamizda {irettigimiz nanopartikiillerin DLS analizleri
sonucunda elde edilen ortalama boyutlar, SEM analizi sonucu elde ettigimiz ortalama
boyutlardan biiyiiktiir ve herhangi bir agregat olusumu gortilmemistir =~ SEM
sonuclarimiz literatiirde bulunan bilgiler ve sonuglar ile paralellik gostermektedir.
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4.12 Nanolif Icerisindeki Madde Miktar1

Nanolifler icerisindeki safran, kantaron ve propolis icerigi, hesaplanmasi Fahimirad
ve ark. gore yapilmistir. Yapilan analiz sonucunda nanalifler icerisindeki safran sulu
ekstrak icerigi %70,51 olarak bulunmustur. Kantaron sulu ekstraktinin nanolifler
icindeki miktar1 ise %76,11 olarak bulunmustur. Son olarak propolisin nanolifler

icerisindeki miktar1 %90,25 olarak bulunmustur.

Fahimirad ve ark. yaptiklari calismada, kurkumin yiikli kitosan nanapartikiillerini
PCL nanolifleri icerisine hapsetmeyi, biyolojik 6zelliklerini ve yara iyilestirme 6zelligini
arastirmay1 amaclamislardir. Nanoliflerin kurkumin igerigini belirlemek icin yaptiklari
deney sonucunda, 1978.8 + 0.178 g olarak bulmusladir [389]. Elde edilen sonuglar ile
bizim calismamiz kiyaslandiginda, sonucglarimizin farkli oldugu belirlenmistir. Bunun
nedeni, kullanilan aktif maddelerin farkli olmasidir. Farkli boyutlarda olan maddelerin
enkapsiile edilme sirasinda yiikleme kapasiteleri ve enkapsiilasyon verimlilikleri

arasinda tipki kitosan nanopartikiillerinde oldugu gibi farkliliklar olabilmektedir.

4.13 Nanoliflerin Morfolojik Analiz Sonuclar:

SEM analizlerinde bos nanoliflerin (Sekil 4.20C) ve dolu nanoliflerin (Sekil 4.20D)
analizleri yapilmistir. Yapilan sem analizi sonucunda nanoliflerin ¢aplarinin 450 nm ile
300 nm arasinda degistigi belirlenmistir (Sekil 4.20B). Hem bos nanoliflerde hem de
dolu nanoliflerde herhangi topaklanmaya rastlanmamustir (Sekil 4.20A, Sekil 4.20C ve
Sekil 4.20D). Kitosan nanopartikiillerin dolu nanolifler iizerinde ve igerisinde oldugu
yapilan analizler sonucu belirlenmistir (Sekil 4.20E ve Sekil 4.20F). Dolu nanolif
tizerindeki ve icerisindeki kitosan nanopartikiillerinin 58 nm oldugu goriilmiistiir
(Sekil 4.20E). Dolu nanoliflerde bazi deformasyonlarin oldugu belirlenmistir (Sekil
4.20A-F). Bu deformasyonlarin 6rnek hazirlanma sirasinda ve kargolama siirecinde

olusabilecegi diisiiniilmektedir.

Calismamiza ile yapilan benzer bir calismada, nanolifler iizerinde ve icerisinde
kitosan nanopartikiillerin varlig1 bildirilmistir. Nanolilerin boyutlar1 ortalama 220 nm
oldugu belirlenmistir. Bu farkliliklarin nedeni kullanilan elektroegirme soliisyonunun

viskozitesi gibi parametrelere bagli oldugu bilinmektedir [389].

4.14 Nanoliflerin Salim Kinetiklerinin Analizi

Nanoliflerin in vitro salim kinetigi,zamana bagl olarak kiimdiilatif salim miktar
kullanilarak belirlendi. Nanoliflerden salinan safran miktari, ilk 10 saatte %24,42 iken

24. saatte bu oranin %26,59 oldugu goriildii. 48. saatte ise kiimilatif salim degeri
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Sekil 4.20 Bos ve dolu nanoliflerin morfolojik analizleri (A-C:Bos nanoliflerin farkli
biiytitmelerdeki goriintiisii, B-D:Dolu Nanoliflerin farkli biiytitmelerdeki goriintiisii,
E-F:Nanolifler icindeki ve iizerindeki kitosan nanopartikiillerinin goriintiisii)
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%30,30 olarak bulundu. 168. saatte salim orani %58,24 olarak belirlendi. Kantaron
sulu ekstraktinin nanoliflerden ilk 10 saatte %36,04 oraninda, 24. saatte %37,77, 48.
saatte ise %39,25 oraninda salindig1 belirlendi. 168. saatte nanofiberlerden %70,61
oraninda kantaron sulu ekstraktinin salindigi goriildii. Propolis sulu ekstraktinin
nanoliflerden salimina bakildiginda, ilk 8 saatte %90 oraninda salim gerceklestigi
belirlendi (Sekil 4.21).

£
=
5
X

40 60 80 100 120 140 160 180

Zaman (s)

—a—Safran Kantaron Propaolis

Sekil 4.21 Safran, kantaron ve propolisin nanoliflerden salinim kinetigi

Calismamizda nanoliflerin igerisine yiiklenmis olan safran, kantaron ve propolisin,
tipki kitosan nanopartikiillerinde oldugu gibi patlama salimi ile karakterize oldugu
gorilmistiir. ~ Fahimirad ve ark. yaptigi calismada, kurkumin yikli kitosan
nanopartikiiller iceren PCL nanofiberlerinin patlama salimi karakterini gosterdigi
goriilmiistiir.  1lk 10 saatte yaklasik %30 ile %40 arasinda kurkumin salindig
belirlenmistir [389]. Bir diger calismada ise Zahiri ve ark., yine kurkumin
yiikli kitosan nanopartikiillerini PCL /jelatin nanoliflerinin i¢ine hapsetmislerdir.
Yapilan calisma sonucunda, ilk 6 saatte %60 oranin kurkumin salimi gézlenmistir
[208].Calismamizda elde ettigimiz salim sonuclari literatiirde yapilan benzer

caligmalar ile paralellik gostermektedir.

4.15 Nanoliflerin In vivo Etkisinin Belirlenmesi Deney Sonuclari

In vivo hayvan calismasi, bos-PCL nanolif, dolu nanolif ve ekstrak karisiminin yara
iyilestirici ozelliklerinin karsilastirilmasi amaciyla yapilmistir. Bu c¢alismada, pozitif

kontrol olarak yara iyilestirici 6zelligi bulunan FITOKREM isimli ticari iiriin, negatif
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kontrol olarak ise serum fizyolojik kullanilmistir. Yapilan calismada, sican dorsal
kisimlarina acilan 2x2 cm yaralar 0. Hafta olarak kabul edilmistir. Her 7 giinde
bir toplamda 4 hafta yara iyilesmesinin gozlenebilmesi icin sican dorsal kisimlari
fotograflanmistir. Fotograf analizleri yapildiktan sonra elde edilen yiizde iyilesme
degerleri Tablo 4.3’de, yara fotograflari ise Sekil 4.22’de verilmistir.

llk 7 giin sonuclarina bakildiginda Dolu-PCL nanoliflerin %39,67+16,79, bos
nanoliflerin %34,5+13,94, ekstrakt karisiminin %32,1+13,43, pozitif kontroliin
%34,88+16,43, negatif kontroliin ise %23,60+14,39 oraninda yara iyilesmesini
sagladig1 belirlenmistir. 1lk 7 giin sonuclarini kiyasladigimizda, dolu nanoliflerin
negatif kontrole gére %16,07 oraninda pozitif kontrole gore %4,79 oraninda daha iyi
yara iyilesmesini sagladigi bulunmustur. Bos nanoliflerin ilk 7 giinde negatif kontrole
gore %10,9 oraninda daha iyi iyilestirme oranina sahip oldugu, pozitif kontrole
gore ise %0,33 oraninda daha az iyilestirme 6zelligine sahip oldugu goritilmiistiir.
Ekstrakt karisiminin negatif kontrol ile kiyaslamasi sonucunda ekstrakt karisiminin
%8,5 oraninda daha etkili oldugu bulunmustur. Ekstrak karistminin pozitif kontrole
gore %2,78 daha az iyilestirme Ozelligine sahip oldugu bulunmustur. Dolu-PCL
nanolifler, bog nanolifler ve ekstrak karisiminin 7. Giinde birbirleri arasinda kiyaslama
yapildiginda dolu-PCl nanoliflerinin bos nanoliflerden %5,17, ekstrak karisimindan

%?7,57 daha iyi yara iyilestirme sagladig1 gortilmiistiir.

Tablo 4.3 In vivo hayvan modellinde haftalik % yara iyilesmesi

1.Hafta 2.Hafta 3.Hafta 4 hafta

Ekstrakt 32,1+13,43  84,24+4,1 91,18+3,44 95,83%0,60
Dolu PCL-Nanolif 39,67+£16,79 86,43+1,97 94,84+0,68 98,28+1,05
Bos PCL-Nanolif ~ 34,5+13,94  82,46+2,10 92,22+4,05 97,41+2,56
Pozitif Kontrol ~ 34,88+16,43 74,53+4,23 86,72+1,23 93,52+3,43
Negatif Kontrol = 23,60+14,39 50,87+20,22 84,69+1,99 91,94+0,60

ikinci 7 giinliik periyoda bakildiginda, dolu-PCL nanoliflerinin %86,43+1,97, bos-PCL
nanoliflerinin %82,46+2,10, ekstrak karisitminin %84,24+4,1, pozitif kontroliin
%74,53+4,23, negatif kontroliin ise %50,87+20,22 oraninda yara iyilestirmesini
sagladigi1 belirlenmistir. 14. giinde dolu-PCL nanoliflerinin yara iyilestirme 6zelliginin
pozitif kontrol ve negatif kontrol ile kiyaslamasinin sirasi ile %11,9 ve %35,6
oranlarinda dolu-PCL nanolifler tarafinda oldugu belirlenmistir. Bos nanoliflerinin
yara iyilestime oramimin pozitif ve negatif kontrole kiyasla %7,93 ve %35,56
oranlarinda daha iyi oldugu bulunmustur. Ekstrak karisiminin yara iyilestirici
ozelliginin ise pozitif kontrole gore %1,78 daha iyi oldugu, negatif kontrole gore
kiyaslandiginda %33,37 oraninda daha iyi oldugu belirlenmistir. Ilk 7 giin ile ikinci
7 gln kiyaslandiginda dolu -PCL nanoliflerin uygulandigi gruptaki yara boyutlari

%46,76 oraninda kiiciildigii gozlenmistir. Bos nanoliflerde ise bu oranin %47,96
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oldugu bulunmustur. Ekstrak karisitmindaki bu kiyaslama sonucu ise %52,1°dir.
14.gilin sonunda dolu PCL nanoliflerinin bos nanoliflerden %4,03, ekstrak karisiminda

ise %2,19 oraninda daha iyi yara iyilestirme 6zelligine sahip oldugu belirlenmistir.

0.Hafta

1.Hafia

2.Hafta

4.Hafta

Sekil 4.22 In vivo yara modellinde hayvan gruplarinin yaralarinin haftaya bagh
iyilesmesi (A:Ekstrakt, B:Dolu PCL- Nanolif, C:Bos PCL-Nanolif, D:Pozitif Kontrol,
E:Negatif Kontrol)

21.glin sonunda, dolu-PCL nanoliflerinin yara iyilestirme oraninin %94,84+0,68
oldugu, bos nanoliflerin yara iyilestirme oraninin %92,224+4,05, ekstrak karisiminin
yara iyilestirme oraninin %91,18%3,44, pozitif kontroliin yara iyilestirme oraninin
%86,72+1,23 ve son olarak negatif kontroliin yara iyilestirme oraninin %84,69+1,99
oldugu belirlenmistir. Dolu-PCL nanoliflerinin pozitif kontrol ve negatif kontrol ile
kiyaslanmasinin sonucunda, dolu-PCL nanoliflerinin pozitif kontrole gore %8,12,
negatif kontrole gore ise %10,15 oraninda daha iyi iyilestirme Ozelligine sahip
oldugu bulunmustur. Bos nanolifler ile her iki kontrol grubu kiyaslandiginda, bos
nanoliflerin pozitif kontrolden %5,5, negatif kontrolden ise %7,53 oraninda daha iyi
oldugu goriilmiistiir. Ekstrak karisiminda bu oranlar pozitif kontrol kiyasla %4,46,
negatif kontrol kiyasla %6,49 oraninda daha iyi oldugu belirlenmistir. Dolu-PCL
nanoliflerinin,bog nanolifler ve ekstrak karisimi ile kiyaslanmasi sonucunda, dolu-PCL
nanoliflerinin bos nanoliflerden %2,62 oraninda, dolu-PCL nanoliflerinin ekstrak

karisimindan %2.62 oraninda daha iyi iyilestirici 6zellige sahip oldugu goriilmiistiir.
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28. giin sonuna bakildiginda, dolu-PCL nanoliflerinin %98,28+1,05 yara kiiciilmesini
sagladigi, bos nanoliflerin %97,41+2,56 yara kiiciilmesini sagladigi, ekstrakt
karisiminin %95,83+£0,60 yara kii¢lilmesini sagladigi, pozitif kontroliin %93,52+3,43
yara kiiciilmesini sagladigi ve negatif kontroliin ise %91,94+0,60 yara kiiclilmesini
sagladigi bulunmustur. 28. Giin sonunda dolu-PCL nanoliflerinin pozitif kontrole
kiyasla %4,76 oraninda daha iyi iyilestirme Ozelligine sahip oldugu belirlenmistir.
Bu grubun negatif kontrolle kiyaslanmasi sonucunda iyilestirme oraninin %6,34
oraninda daha iyi oldugu goriilmiistiir. Bos nanoliflerin pozitif ve negatif kontrolle
kiyaslanmasi sonucunda, bos nanoliflerin sirasi ile %3,89 ve %5,47 daha iyi iyilestirme
ozelligine sahip oldugu bulunmustur. Ekstrak karisiminin 28. giin sonunda pozitif
kontrolle kiyaslandiginda, %3,89 oraninda daha iyi iyilestirme Ozelligine sahip
oldugu goriilmiistiir. 28. giin sonunda sonunda Dolu-PCL nanoliflerinin yara
iyilestirme oraninin, bos nanolifler ve ekstrak karisiminin yara iyilestirme oranlari ile
kiyaslandiginda sirasi ile %0,87 ve %2,45 oraninda dolu-PCL nanoliflerinin daha iyi

oldugu belirlenmistir.

Yara iyilesme siirecindeki en Onemli nokta daha hizli yeniden epitelizasyon
saglanmasidir. Hizlandirilmis yeniden epitelizasyon yara iyilesmesini
kolaylastirmaktadir. Calismamizda elde ettigimiz sonuclara gore iirettigimiz yara
ortiisinlin pozitif kontrole gére ve bos nanoliflere gore daha hizli yara iyilesmesini
sagladig1 goriilmiistlir. Literatiirdeki calismalar ile kiyaslandiginda, calismamizda
elde ettigimiz sonuclar ile literatiirdeki sonuclarin paralellik gosterdigi goriilmiistiir.
Ornegin; Merrel ve ark. (2009), streptozotosin ile indiiklenen diyabetik fare
modelinde, yiiksek antioksidan ve anti-inflamatuar 6zelliklere baglh olarak kurkumin
yikli PCL nanoliflerin yara iyilestirici 6zelligini arastirmislardir. Yapilan calisma
sonucunda, kurkumin yiiklii PCL nanopartikiillerinin yara iyilestirmesini jizlandirdig:
bulunmustur [390]. Diger bir calismada, kitosan icerisine yiiklenmis kurkumin
iceren PCL nanoliflerinin yara iyilestirici 6zelligi sicanlar {izerinde denenmistir.
Yapilan calisma sonucunda, kitosan icerisine yiiklenmis kurkumin iceren PCL
nanoliflerin yara iyilesmesini hizlandirdig1 belirlenmistir [389]. 2015 yilinda Jung
ve ark. kitosan nanopartikiiller iceren PCL nanolifleri tiretmislerdir ve bu iiretilen
malzemenin yara iyilestirici 6zellige sahip oldugu bulmuslardir [207]. Piran ve
ark. 2018 yilinda yaptiklar1 calismada, PDGF-BB yiiklii PCL bazlhi yara ortiisiiniin
hiicre proliferasyonunu ve hiicre migrasyonunu arttidig1 bildirilmistir [206]. 2020
yilinsa Zahiri ve ark. kurkumin iceren kitosan nanopartikiilleri iceren PCL ve jelatin
bazli doku iskelesi iiretmislerdir. Calisma sonucunda iiretilen doku iskelesinin hiicre
baglanmasi ve proliferasyonunun, PCL ve PCL/jelatin iskelelerinden daha iyi oldugu
belirlenmistir [208].
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SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda, dekoksiyon yontemi kullanilarak elde edilen safran ve
kantaron sulu ekstraklarinin ve ticari olarak alinan propolis sulu ekstraktinin
biyolojik aktiviteleri, genotoksik ve mutajenite potansiyelleri belirlenmistir. Daha
sonra safran ve kantaron sulu ekstraktlar1 biyolojik aktivite, genotoksisite ve
mutajenite potansiyelleri goz 6niine alinarak kitosan nanopartikiilleri ile enkapsiile
edilmistir  Elde edilen kitosan nanopartikiilleri ile propolis iceren nanlif bazl
yara Ortilisii Uretilmistir. Yara oOrtiisiniin iyilestirici 6zelligi in vivo yara modeli
kullanilarak belirlenmistir. ~ Ekstraklarin DNA ile etkilesiminin belirlenmesi icin
UV-vis spektroskopisi kullanilarak DNA baglanma deneyi, agaroz jel elektroforezi
kullanilarak DNA kesme deneyi yapilmistir. Antimikrobiyal etki gosteren dozlarin
bulunmas: icin MIK deneyi kullanilmistir. Ekstraklarin genotoksik ve mutajenik
etki gostermeyen dozlarinin belirlenmesi icin Ames/Salmonella testi yapilmistir.
Ekstrakt kombinasyonlarinin antioksidan etkilerinin belirlenmesinde DPPH teknigi
kullanilmistir. ~ Kitosan nanopartikiilleri iyonik jelasyon yontemi ile iiretilmistir.
Yara oOrtiisti tiretiminde ise elektroegirme yontemi kullanilmistir DNA baglanma
deneyi sonucunda, safran sulu ekstraktinin CT-DNAYya elektrostatik olarak baglandigi
ve UV-vis spektrumunda hiperkromizme dogru kayma neden oldugu bulunmustur.
Kantaronun sulu ekstraktinin CT-DNAya elektrostatik olarak baglandigi ve UV-vis
spektrumuna bakildiginda absorbans degisiminin hiperkromizm yoniine dogru oldugu
tespit edilmistir. Propolis ekstraktinin CT-DNAya interkalatif baglandig1 ve UV-vis
spektrumu incelendiginde, soliisyondaki CT-DNA miktarindaki artisa bagli olarak
absorbanstaki kayma hipokromizm yoniinde oldugu gozlemlenmistir. DNA kesme
deneyinde, Safran ekstraktinin hidrolitik reaksiyon sonucu DNAda kesmeye neden
oldugu, kantaron ve propolis ekstraklarinin ise hidrolitik reaksiyon sonucunda
herhangi bir kesmeye neden olmadig1 goriilmiistiir. ~Oksidatif reaksiyon sonucu
safran ve kantaron sulu ekstraktlarinin DNAda kesmeye neden oldugu bulunmustur.
Propolis sulu ekstraktinin oksidatif reaksiyon sonucu herhangi bir kesmeye sebep
olmadig: belirlenmistir. Ames deneyi sonucunda, safran sulu ekstraktinin TA98 ve

TA100 suslarinda 1,25 mg dozda genotoksik etki ve mutajeniteye sahip olmadig:

102



belirlenmistir. Kantaron sulu ekstraktinda ise 1,25 ve 2,5 mg dozlarinin her iki
susta da genotoksisiteye ve mutajeniteye sebep olmadig1 belirlenmistir. Propolis
sulu ekstraktina bakildiginda 5 mg ve altindaki dozlarin TA98 susunda genotoksik
etki ve mutajenik etkiye sahip olmadig: goriilmiistiir. Ancak TA100 susunda 2,5 mg
ve altindaki dozlarda genotoksik etki ve mutajenite goriilmemistir. MIK deneyine
bakildiginda, deneyde kullanilan bakteriler icin tiim ekstraktlarin antibakteriyal
ozellige sahip oldugu belirlenmistir. Safran sulu ekstraktinin MIK degeri olarak
>1mg/mL olarak bulunmustur. Kantaron sulu ekstraktinin MiK degeri >1 mg/mL
olarak , propolisin MiK degeri ise 0,125 mg/mL olarak belirlenmistir. Tiim ekstraklarin
fungal patojenlerin iiremesini engelledigi bulunmustur. Antifungal 6zelligi gosteren
MIK degerleri, safran ve kantaronicin 1 mg/mL, propolis icinse 0,250 mg/mL
olarak belirlenmistir. Uretilen kitosan nanopartikiillerine bakildiginda, kantaron ve
safran yiiklii nanopartikiillerin 1-100 nm arasinda oldugu belirlenmistir. DLS analizi
sonucunda elde edilen PdI degerleri nanopartikiillerinin boyutlarinin homojen olarak
dagildigini gostermektedir. Elde edilen kitosan nanopartikiillerinin zeta potansiyelleri
pozitif olarak bulunmustur. Safran ve kantaron yiiklii kitosan nanopartikiillerinin
enkapstilasyon verimi ve yilikleme kapasiteleri sirasi ile %71.76 ve %71.92, 23.74
ng/mg ve 35.15 pg/mg seklinde bulunmustur.Salinim karakteri literatiirde kontrollii
salimim formiilasyonlarina uygun sekilde bulunmustur. Her iki ekstraktin yiikli
oldugu nanopartikiilde ilk 24 saat icerisinde patlama salimimi goriilmiistiir. Ayrica
nanopartikiillerin kontrollii bir sekilde salinim yaptig1 belirlenmistir. Yapilan SEM

analizinde nanopartikiillerin homojen ve uniform olarak dagildigi goriilmiistiir.

Uretilen nanofiberlerin icerisindeki ekstrak miktar1 safran, kantaron ve propolis
icin siras1 ile %70,51, %75,8 ve %89.12 olarak bulunmustur. Yapilan salinim
deneyinde, tipki kitosan nanopartikiillerinde oldugu gibi ilk 24 saatte patlama salinim1
goriilmiistiir. ~ Nanofibere yiiklii propolisin ilk 8 saatte %90 oraninda salindig:
belirlenmistir. Kantaron ve safran saliniminin kitosan nanopartikiillerine oranla daha
yavag oldugu bulunmustur. In vivo yara modeli deneyinde, 7. giiniin sonunda
iretilen yara Ortiisinlin pozitif kontrol ve negatif kontrole kiyasla %4,79 ve %16,07
oraninda daha hizli iyilestirme Ozelligine sahip oldugu goriilmistir. 14. Giin
sonunda bu oranlarin %11,9 ve %35,6 seklinde tiretilen yara ortiisii lehine degistigi
belirlenmistir.21. giin sonunda iiretilen yara ortiisiiniin iyilestirme hizinin pozitif
kontrole gore %8,12 negatif kontrole gore %10,15 daha iyi oldugu bulunmustur. 28,
giin sonunda {iiretilen yara Ortiisliniin pozitif kontrole kiyasla %5,5, negatif kontrole
kiyasla %7,53 daha hizli iyilestirme 6zelligine sahip oldugu belirlenmistir. 0.-28. Giin
araliginda fretilen yara ortiisiiniin ekstrakt ve bos yara oOrtiistine kiyasla daha hizl
yeniden epitelizasyon ve hizli yara iyilesmesini sagladig1 goriilmiistiir. Ayrica yapilan

hayvan deneyinde tiim gruplarda herhangi bir enfeksiyona rastlanilmamuistur.
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Giiniimiiz diinyasinda dogal ilaclarin kullanilmas: revacta olan bir konudur. Buna
bagli olarak bitki iceriklerinin kullanildig1 ila¢ formiilasyonlarinin arastirildig:
calismalar diinya da cogalmaktadir. Tiirkiye cografik konumu bakimindan essiz bir
bitki ortiisiine sahiptir. Tiirkiye'nin bircok bolgesinde, o bolgeye 6zgii endemik bitki
tlirleri bulunmaktadir. Gerek hastaliklarin iyilestirilmesinde gerekse calismamizda
yaptigimiz gibi yara Ortiileri gelistirilmesinde Tiirkiye'nin bitki cesitliliginden
faydalanilmalidir. Ancak kullanilan bitkilerin biyolojik aktivitelerinin, cesitli toksik
etkilerinin belirlenmesi gerekmektedir [391]. Bunun nedeni, literatiirde ve
calismamizda da goriildiigii gibi bitki iceriklerinin bolgesel ve ¢evresel faktorlere bagh

olarak degisebilme 6zelligine sahip olmasidir.

2009 yilinda yapilan ¢alismada nanolif bazli {iriinlerin diinya {izerindeki pazar payinin
80,7 milyon dolar oldugu belirlenmistir. Bu pazar paymin 2015 yili sonunda
bilesik biiyime oraninin %34,3 oldugu belirtilmistir.  Ayrica bu Pazar payinin
2015-20 arasinda %37,2 olarak belirlenmistir. Yillik biiyiime oranlar1 g6z 6niinde
bulunduruldugunda, nanolif bazli {iriinlerin pazar payinin 2021 yili sonuna dogru 323
milyon dolar degerinin {izerinde olacagi tahmin edilmektedir. Bu verilere dayanarak
lilkemizde nanolif bazli {irtinlerin iiretimine 6nem verilmesi gerekmektedir. Bu
onem gerek akademik olarak gerekse ekonomik acidan kalkinmada 6nemli bir yer
tutmaktadir [392].

Sonuc olarak bu tez calismasinda biyolojik aktiviteleri, genotoksik potansiyelleri ve
mutajeniteleri belirlenen bitkisel {irinler iceren nanolif yapili yara ortiisii iiretimi
gerceklesmistir. Uretilen yara ortiisiiniin etkinligi in vivo yara modeli kullanilarak

kanitlanmistir.
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