T.C.
BALIKESIR UNIiVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU
MOLEKULER BiYOLOJi VE GENETIK ANABILIM DALI

PEO/PVA/NANOKITIN NANOKOMPOZiT HIiDROJELLERININ
INSAN DERI FiBROBLAST HUCRELERI UZERINDEKI
SITOTOKSIK ETKISININ ARASTIRILMASI

SEDEF KIRDAR

YUKSEK LiSANS TEZi

Juri Uyeleri :  Prof. Dr. Serap DOGAN (Tez Danismani)
Prof. Dr. Serap CELIKLER KASIMOGULLARI

Prof. Dr. Umit CAKIR

BALIKESIR, HAZIRAN - 2022



ETiK BEYAN

Balikesir Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Tez Yazim Kurallarina uygun olarak tarafimca

hazirlanan “PEO/PVA/Nanokitin Nanokompozit Hidrojellerinin Insan Deri Fibroblast

Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik Etkisinin Arastirilmasi” baslikli tezde;

Tim bilgi ve belgeleri akademik kurallar ¢er¢evesinde elde ettigimi,
Kullanilan veriler ve sonuglarda herhangi bir degisiklik yapmadigimu,
Tiim bilgi ve sonuglar1 bilimsel arastirma ve etik ilkelere uygun sekilde sundugumu,

Yararlandigim eserlere atifta bulunarak kaynak gosterdigimi,

beyan eder, aksinin ortaya ¢ikmasi durumunda her tiirlii yasal sonucu kabul ederim.

Sedef KIRDAR

(imza)



Bu tez calismasi Balikesir Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

(2019/114) nolu proje ile desteklenmistir.



OZET

PEO/PVA/NANOKITIN NANOKOMPOZIT HIDROJELLERININ INSAN DERIi
FIBROBLAST HUCRELERI UZERINDEKI SITOTOKSIK ETKISININ
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MOLEKULER BiYOLOJi VE GENETIK ANABILIiM DALI
(TEZ DANISMANI: PROF. DR. SERAP DOGAN)

BALIKESIR, HAZIRAN - 2022

Hidrojeller, yara ortamini nemli tutarak agrisiz kullanim imkani saglamalari ve yara
iyilesmesi sirasinda fibroblast goclinii kolaylastirmalar1 sebebiyle 6zellikle kronik
yaralarda tercih edilmektedir. Bu calisgmada yara Ortlisi olarak kullaniminin arastirilmasi
icin, hidrojel yapisindaki; hidrofilik polietilen oksit (PEO) ve polivinil alkol (PVA)
polimerleri ve bu polimerlerin %1, %2.5 ve %5 oranlarindaki nanokitinle karistirilmasiyla
elde edilen formlarmin insan dermal fibroblast hicreleri Gzerindeki etkileri indirekt ve
direkt sitotoksisite yontemleri kullanilarak MTT ve MTS testleriyle belirlenmistir.
Sitotoksisite sonuglarina gore; fibroblastlarla indirekt testte 48 saat, direkt testte hem 24
hem de 48 saat inkiibe edilen %1, %2.5 ve %5 kitin ilaveli PEO/PVA’nin ylzde metabolik
aktiviteyi negatif kontrole kiyasla anlamli 6l¢iide artirdigi ve sitotoksik etki gostermedigi
g0zlenmistir.

Insanlarla ortak bircok gen bulunduran ve nanopartikiil toksisitesi arastirmalarinda siklikla
kullanilan Drosophila melanogaster, toksik ajana maruz kaldiginda hem gelisim evresinin
hem de noral hasar sonucu davranis bozukluklarmin rahatlikla takibinin yapildigi bir
model organizmadir. Bu amacgla bu c¢alismada in vitro test sonuglarinda anlamli etki
gosteren %2.5 kitin ilaveli PEO ve PVA, % 5 kitin ilaveli PEO/PVA’nin 50 ve 100
Hg/mL’lik dozlarinin Oregon-R suslari Uzerindeki toksik etkileri; puparasyon, pupadan
¢ikma ve canlilik oranindan olusan gelisim testleri, larva siirlinme ve yetiskin tirmanma
testinden olusan davranis testleri ile incelenmistir. Gelisim ve davranis testleri sonuglarina
gOre tlim testlerde kontrole kiyasla anlamli olglide azalis gosteren %5 Kitin ilaveli
PEO/PVA’nin 100 pg/ mL’lik dozlan larva-pupa-yetiskine donme sayilarinin, strinme
testinde larvalarin hizinin ve tirmanma testinde yetiskin sinek tirmanma sayisinin
azalmasina sebep olarak Drosophila melanogaster tizerinde toksik bir etki olusturmustur.

ANAHTAR KELIMELER: Yara 6rtii malzemesi, sitotoksisite, nanokompozit hidrojel,
Drosophila melanogaster

Bilim Kod / Kodlar: : 20603, 20606, 20610 Sayfa Sayis1 : 75



ABSTRACT

INVESTIGATION OF CYTOTOXIC EFFECT OF NANOCOMPOSITE
HYDROGELS OF PEO/PVA/NANOCHITIN ON HUMAN SKIN FIBROBLAST
CELLS
MSC THESIS
SEDEF KIRDAR
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

MOLECULAR BIOLOGY AND GENETICS
(SUPERVISOR: PROF. DR. SERAP DOGAN))

BALIKESIR, JUNE - 2022

Hydrogels are especially preferred in chronic wounds, as they keep the wound
environment moist, provide painless use and facilitate fibroblast migration during wound
healing. In this study, in order to investigate its use as a wound dressing, the cytotoxic
effects of hydrophilic polyethylene oxide (PEO) and polyvinyl alcohol (PVA) polymers in
the hydrogel structure and the forms obtained by mixing these polymers with 1%, 2.5%
and 5% nanochitin on human dermal fibroblast cells were determined by MTT and MTS
tests using indirect and direct cytotoxicity methods. According to the results; it was
observed that PEO/PVA supplemented with 1%, 2.5% and 5% chitin, incubated for 48
hours in the indirect test with fibroblasts and for both 24 and 48 hours in the direct test,
increased the percent metabolic activity significantly compared to the control and did not
show cytotoxic effects.

Drosophila melanogaster, which has many genes in common with humans, is a frequently
used model organism in nanoparticle toxicity studies, because both the developmental
stages and behavioral disorders as a result of neural damage can be easily followed when
exposed to a toxic agent. For this purpose, the toxic effects of 50 and 100 pg/mL doses of
PEO and PVA with 2.5% chitin and PEO/PVA with 5% chitin, which showed significant
effects according to the in vitro test results in this study, were examined by the
developmental tests (puparation, larval eclosion and survival rate) and behavioral tests
(larval crawling and adult climbing test) on Oregon-R strains. According to the results of
developmental and behavioral tests, 100 pg/mL of PEO/PVA with 5% chitin, which
showed a significant decrease in all tests compared to the control, decreased the number of
larva-pupa-adult ratio, the speed of larvae in the crawling test and the number of climbing
adult flies in the climbing test. As a result, it had a toxic effect on Drosophila
melanogaster.

KEYWORDS: Wound dress material, cytotoxicity, nanocomposite hydrogel, Drosophila
melanogaster

Science Code / Codes : 20603, 20606, 20610 Page Number : 75
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1. GIRIS

Viicudun en karmagsik hiicresel olaylarinin gergeklestigi yara iyilesmesinde olusan
aksamalar, Ozellikle kronik yaralarla yasayan hastalarin yasam kalitesini diisiirerek
amputasyondan 0Olime kadar uzanabilen ciddi komplikasyonlara yol ag¢maktadir.
Ulkemizde ve diinyada sayis1 her gecen yila gére artan diyabetik ayak iilserleri, vendz
yetmezlik gibi kronik yaralara uygun yara orti malzemelerinin gelistirilmesi, hastalar ve

saglik sistemi tizerindeki yiikii azaltmak adina kritik bir adimdir [1].

Yara iyilesmesine katki saglayan farkli biyopolimer icerikli ¢ok sayida yara Ortiisii
gelistirilmis olmasina ragmen bitun yara tipleri i¢in belirli bir yara ortisi uygun
olmayabilir ve her biyopolimer yara iyilesmesine olumlu katki gostermeyebilir. Son
yillarda yara 1iyilesmesinde kullanilmak {izere sentezlenmis hidrojel yapisindaki
biyomalzemelerin; yapilarindaki yiiksek su kapasitesi ile yara iyilesmesi igin altin standart
olan nemli ortam kosullarini olusturmasi ve bu sayede yara iyilesmesinde sorumlu olan
temel hiicre tiplerinin gd¢iinii kolaylastirarak yara iyilesmesini hizlandirdig1 bilinmektedir.
Doku ile uyumlu c¢alisabilecek, insan hiicrelerinin canliligini azaltip sitotoksik etki
gostermeyecek hidrojel Ortilerinin sentezlenebilmesi igin hidrojel yapisinda bulunan
polimerlerin hiicrelerde olusturdugu sitotoksik etkilerinin arastirilmasi; bu malzemelerin
insan viicudunda kullanimi oncesi gerekli adimlardan biridir. In vitro testlerden olusan
sitotoksik aktivite testlerinin gerektiginde farkli model organizmalarla in vivo toksisitesinin
degerlendirilmesi insan sagliginda kullanilacak olan yara 6rtii malzemelerinin kalitesini ve

verimini artirmig olacaktir [2].

1.1 Deri: Anatomisi ve Fonksiyonu

Viicudun en genis ve kompleks organi olan deri, koruyucu ve diizenleyici fonksiyonlara
sahip bir yapidir. Deri bezleri, kil, tirnak, pul gibi tlirevlenmis yapilartyla birlikte deri,
integument sistem veya Ortii sistemi olarak da adlandirilir. Bu sistem, fiziksel, kimyasal ve
enfeksiydz hasara karsi bir bariyer gorevi gorerek (is1 ve su igerigindeki degisimleri

kontrol eder) basing, kesi, darbe gibi fiziksel uyaranlara kars1 bir cevap olusturur [3].

Bazi kaynaklarda 2 katmanli olarak gec¢se de insan derisinin normal fizyolojik kosullarda
kendini yenileyebilen 3 ayr1 anatomik katmandan olustugu kabul edilmektedir [3-6]. Sekil

1.1°de derinin 3 ayr1 anatomik katmanlar1 goriilmektedir (BioRender ile tasarlanmistir).



Bu katmanlar distan ige dogru epidermis, dermis ve hipodermis tabakalaridir [7]. En
distaki katman olan epidermis tabakasi; ince, sinir hiicreleri ve damarlardan yoksun bir
yapidan olusan, dis ortam ve viicut arasinda bariyer gorevi goren, ana koruyucu fonksiyona
sahip bir tabakadir [8, 9]. Epidermis igte; daha kalin bir yap1 olan, temelde bag doku ve
yagdan olusan, besin akisi ve zararli bilesenlerin atilmasini saglayan, epidermisin aksine
damars1 ag yapisi iceren ve sinirlerden olusan ve deriye mekanik destek saglayan dermis
tabakasina baglhidir [6, 8, 10, 11]. Dermisin altinda ise derinin en alt katmanin1 olusturan;
yag dokuca zengin, 1s1 yalitmi ve mekanik destek saglayan ve enerji deposu olarak gorev

yapan hipodermis tabakasi bulunur [12].
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L ]
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Sekil 1.1: Derinin anatomik kesiti.

Ciltte fiziksel ve kimyasal hasara karsi savunmanin ilk basamagi olan epidermis temel
olarak; epidermisdeki hiicrelerin ¢ogunlugunu olusturan ve keratin iiretimini saglayan
keratinositler, melanin pigmenti Ureten melanositler, bagisiklik yanitina yardimci olan
Langerhans hiicreleri ve sinir iletimine destek saglayan Merkel hiicrelerinden olusur [6, 13,
14].

Dermisteki temel hiicre tipi fibroblastlardir fakat yapisinda bazi bagisiklik hiicrelerini
(makrofajlar, mast hucreleri) de igerir [15]. Fibroblastlar, ekstraseliler matriks (ECM)
tabakasinin bilesenlerinin iiretiminden sorumludurlar [6]. Kollajen, elastin, fibronektin,
proteoglikandan olusan ECM tabakasiin temel bileseni kollajendir ve dermise mekanik
saglamlik kazandirir [11, 16].



En igteki hipodermis tabakasi temelde adiposit hiicrelerinden olusmaktadir [11].
Adipositlerin yag depolama gorevi haricinde de dermal tabaka ile etkilesim halinde oldugu,
hipodermal-dermal tabaka arasinda bulunan fibroblastlarin dermis tabakasindaki fibroblast
tiplerine gore ECM’in sekillenmesinde farkli karakteristiklere sahip oldugu ve adiposit

hiicrelerinin fibroblast gociine katki sagladigi da bilinmektedir [17-19].

1.2 Yara ve Yara Iyilesmesi Mekanizmalar1

Deri; yaralanma, yanik, altta yatan hastalik gibi igsel veya dissal bir¢ok hasar sonucu
hasarin tiirline gore derecelenecek sekilde biitiinliigiinii, yapisini ve islevini kaybedebilir
[20, 21]. The Wound Healing Society (Yara lyilesmesi Dernegi) yaray1; “organm normal
anatomik yapisinin ve fonksiyonlarinin bozulmasi1” olarak tanimlar [22]. Derinin hasara
ugramayip biitiinliiglinli kaybetmesi ile baslayan ve skar doku olusumu ile tamamlanan;
farkl hiicre tipleri, hormonlar ve kimyasal faktorlerin rol aldig: hiicre-sinyal yolagi genel
olarak yara iyilesmesi olarak ifade edilir [23]. Yara iyilesmesinin temel amaci hizli bir
sekilde yaranin kapatilip derinin islevinin gergeklestirilebilir hale getirilmesidir [24]. Yara
iyilesme sathalari; sira ile gergeklesen ve birbiri ile ¢akisan; hemostaz, inflamasyon,

proliferasyon ve yeniden sekillenme agamalarindan olusmaktadir [25].

Deride olusan hasar sonrasi; yara iyilesmesinin ilk asamasi olan hemostaz evresinde,
kanamay1 Onlemek icin plataletler araciligi ile kan pihtisi olusturulur [26, 27]. Pihti
olusumu bir sonraki asamalarda gerekli olacak inflamatuvar hiicrelerin salinimi i¢in depo
gorevi goriir. PDGF, EGF gibi plataletler ile salinan biiylime faktorleri yara bolgesine

fibroblastlar, nétrofil ve makrofajlart ¢ekerek inflamatuvar fazi baslatirlar [28, 29].

Savunma fazi olarak bilinen inflamasyon asamasi; biiylime faktorleri ve sitokinler araciligi
ile dokuya gecen notrofiller, lenfositler ve makrofajlar gibi inflamatuvar hicrelerin yara
yatagini temizledikleri bir asamadir [30]. Notrofiller fagositoz aktiviteleri ve proteaz
salgilartyla yarayr yabanci maddeler ve bakteriden armndirirlar [31]. Ardindan fagositik
aktiviteleri ile biiylime hormonlarinin iiretilmesi ve MMP’ler gibi enzimler salgilayarak
daha Once olusmus pihtiy1 parcalama gorevleriyle makrofajlar, bu asamanin en belirteg

hicreleridir [32, 33].

Proliferasyon asamasi; go¢ eden hicrelerin yeniden-epitalizasyon, damar biyumesi,

kollajen {iretimi ve graniilasyon dokusu olusumunu gergeklestirmek icin cogaldigi
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asamadir [34, 35]. PDGF ve EGF hormonlar1 tarafindan aktive olan fibroblastlar yara
bolgesine gd¢ ederek kollajen, fibronektin gibi ECM tabakasi elemanlarini iiretmeye
baslarlar [36]. Fibroblastlar tarafindan kollajen birikimi bu asamada gergeklesir [26]. Yara
bolgesi ¢ogunlukla kollajen tip Il ile kollajen fibrilleri arasinda g¢apraz baglanmalar
olusumu sonucu doldurulur [35]. Endotel hiicreleri hasarli damarlarin yerine gegecek yeni
damar olusumunda gorev alirlar [37]. Aktiflesmis keratinositler, yara bolgesine go¢ eder ve

epidermise farklilasirlar [26].

Yeniden sekillenme asamasi; yara iyilesmesinin en son baslayan ve tamamlanmasi yara
tipi ve siddetine bagli olarak uzun zaman alabilen asamasidir [38]. Bu asamada
gerceklesen en onemli olay MMP’ler aracilifiyla daha diizensiz yapida olan kollajen tip
I1I’in belirli diizen icerisinde olan kollajen tip | ile degisimidir ve bu degisim iyilesme
slireci tamamlanincaya kadar devam eder [39, 40]. Anjiogenez ve proliferasyon durunca
fazla hiicreler apoptoza ugrayarak ECM’den uzaklastirilir [41, 42]. Boylelikle normal

dermal yapiy1 kazanmis ve gerilim giicli artmis skar doku olusumu ile siire¢ tamamlanir.

Sekil 1.2°de goriildiigii gibi normal yara iyilesmesi birka¢ hafta veya ay i¢inde tamamlanir
(BioRender ile tasarlanmistir) [43]. Normal siireler icerisinde iyilesen yaralar akut yara
olarak adlandirilir ve ortalama 8-12 hafta igerisinde yara kapanir. Akut yaranin aksine
lyilesmesi aylar hatta yillar alan ve genellikle inflamatuvar fazda kalan yaralar ise kronik

yara olarak adlandirilir [44].



Dakika Saat Giin Hafta Ay >

[ HEMOSTAZ/ INFLAMASYON >
Cilt
hasar: ‘“

Yo kabuy =—e

Yara, /

Damar kanama Novoh! —@ s/

[ PROLIFERASYON >

-
Codalan
- *—(broblastlar

7 ™\

[ YENIDEN SEKILLENME

-
( ye

-
dokust

-
Skar -
doku = o -

7 N

Sekil 1.2: Zamana gore yara iyilesme agamalari.

1.3 Kronik Yara ve Bakimi

Akut yaralardan farkli bir yara biyolojisine sahip olan kronik yaralar, normal yara iyilesme
stirecinin aksamasina ve uzamasina sebep olup; otoimmiin hastaliklar, diyabet, venoz
yetmezlik gibi iyilesmeyi etkileyen birgok farkli sistemik sebepler sonucu olusabilir.
Kronik yara ortamima bakildiginda akut yaralara kiyasla kronik yaralarin daha fazla
mikroorganizma ile kolonize oldugu, inflamasyonu tetikleyen artmis biiyiime faktorii
seviyeleri igerdigi, bliylime hormonlarim1 ve ECM bilesenlerini pargalayan proteolitik
enzim seviyelerinin fazla oldugu gériilmektedir [45]. Ulkemizde ve diinyada 6nemli bir
saglik sorunu teskil eden kronik yaralar hem hasta saglig1 agisindan hem de tedavisi i¢in
ayrilan biitce ile ekonomik agidan toplumlar1 etkilemeye devam etmektedir. Kronik
yaralardan olan diyabetik ayak Glseri, tip 1 ve tip 2 diyabet hastalarinda gorilen en yaygin
komplikasyonlardan biri olup uzun bir hospitalizasyon sireci gerektirir ve normal diyabet
hastalarina kiyasla bu hastalara ayrilan biitge daha fazladir [46]. IDF’e gére 537 milyon
diyabet hastas1 vardir ve lilkemizde diyabet prevalansi Avrupa iilkeleri arasinda en yiiksek
seviyededir [47]. 2011-2014 Turkiye Diyabet Programi verilerine gore tilkemizde 400.000
diyabetik ayak iilseri ve buna bagli olarak 6000 ampiitasyon vakasi goriilmektedir [48].



Giderek artan diyabetle birlikte diyabetin getirisi olarak kronik diyabet yaralarindaki artis
uzun hospitalizasyon sonucu amputasyon veya 6limle sonuglanmakta ve bu oran her gecen
yil daha da artmaktadir [49]. Yara iyilesmesi viicudun gosterdigi en kompleks siireglerden
biridir ve bu sebeple gec¢ iyilesen kronik yaralarin bakimi oldukg¢a zordur. Kronik yara
kaynakli zararlarin en aza indirilebilmesi i¢in interdisipliner olarak farkli tedavi
yaklagimlart gelistirilmeye devam edilmektedir [50]. Bu yaklasimlardan olan yara Ortleri,
son yillarda biyomalzeme calismalariyla birlikte ivme kazanmistir. Tiim bu gelismelere
ragmen heniiz yara Ortiileri ¢ogu yara tedavisi igin yeterli olmamaktadir. Bu sebeple bu
hastalar ve tedavileri Uzerindeki yiikii kaldirmak i¢in alternatif, yenilik¢i ve kombine yara

ortiilerinin literatiire kazandirilmasi tedavi gelisimine katki saglayacaktir.

1.4 Biyomalzemeler ve Yara Ortiileri

Biyolojik ortamla etkilesmek lizere tasarlanan materyallere biyomalzemeler denir. Sadece
in vivo ortamlarla sinirli olmayip hiicre kiiltiirii ve biyoteknolojik islemler gibi in vitro
ortamlarda da kullanilirlar. Literatiirdeki en dogru ve genellenebilir tanimlama yapilacak
olursa David S. William’a gdre biyomalzemeler “canli sistemlerin bilesenleri ile olan
etkilesimin kontroliiyle, herhangi bir terapotik veya teshis siirecinin gidisatini
yonlendirmek i¢in tek bagina veya kompleks bir sistemin parcasi olmak {izere tasarlanmig
bir madde” olarak ifade edilir [51]. Farkli karakteristige sahip dogal veya sentetik
malzemelerden tasarlanan ve kemik, kalp implantlarindan doku miihendisligine kadar
genis yelpazede ve farkli disiplinlerde kullanimi bulunan biyomalzemelerin, kullanildigi
ortami taklit etmesi ve herhangi bir eslesme sorunu g¢ikarmamasi amaglanir [52]. Bu
sebeple biyomalzeme bilimi biyouyumlu biyomalzemeler tasarlamaya caligir.
Biyouyumluluk, biyolojik ortam ile etkilestirilen biyomalzemenin pihtilagma, inflamatuvar
yanit, mikrobiyal ajanlara karsi diren¢ gibi olusabilecek mekanizmalara ideal siire ve
boyutlarda gostermis oldugu yanittir [53]. Biyoyumlu biyomalzemeler normal biyolojik
mekanizmalarin olusum siirecini kisitlamaz ya da geciktirmez, bunlar1 geciktirecek veya

olumsuz etkileyecek bagisiklik yaniti olusturmazlar.

Yaralarin tedavisinde dogru yara ortiisii se¢imi tedavi igin en kritik asamadir. Yara ortiileri,
yara ile dogrudan temas ederek iyilesmeyi hizlandiran ve yara ortamini hasardan koruyan
steril malzemelerdir. Farkli yaralarda farkli yara ortiileri kullanilmasina ragmen tim yara
oOrtleri; genellenebilir, ortak baz1 standartlar1 tasimahdirlar [54]. Yara Ortusl

caligmalarinda daha onceden kuru ortam ideal olarak diisiiniilse de George Winter’in
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domuzlarda yaptig1 ¢alismalarda epitelizasyonun nemli ortamda kuru ortama goére daha
hizli oldugunu gostermesinden sonra yara Ortiilerinde nemli ortam kullanimi altin standart
olarak kabul edilmistir [55]. Nemli ortam yara iyilesme siirecinde gorev alan hiicrelerin ve
biiyiime faktorlerinin etkilesimine izin verir ve dokuyu dehidrasyon ve hiicre 6limiinden
korur [56]. Genel olarak ideal bir yara ortistinde; yara bolgesi i¢in nemli bir ortam
saglayan, biyouyumlu ve antibakteriyel, gaz degisimine izin veren, fazla eksudanin
absorbsiyonunu ve uygun pH, sicakligi saglayan, kullanim agisindan rahat ve konforme
edilebilir bir yap1 bulunmali; bu yapinin degisim ihtiyaci az, raf dmrii uzun, maliyeti ucuz

olmali, toksik ve alerjik etkileri bulunmamalidir [57, 58].

Literatiirdeki farkli siniflandirmalar g6z Oniine alinarak yara ortiileri en genel sekilde

geleneksel ve modern yara ortiileri olarak siniflandirilmaktadir [57, 59-61].

Geleneksel yara ortiileri uzun yillardan beri kullanilan gazli bez, pamuk, keten gibi
malzemeleri igeren ve basit yaralarda yara sivisinin emdirilmesi ve kontaminasyonun
engellenmesi amaciyla kullanilan ortiilerdir [57]. Bu ortiilerin dezavantaji fazla sivi igeren
yaralara maruz kaldiklarinda yara bolgesinde biraktiklari iplik, kumas kalintilariyla
kontamisyona sebep olmalari ve yaraya yapisarak degisim sirasinda agriya sebep
olmalaridir [62]. Yara iyilesmesine katki saglayamadiklari, pasif sekilde koruma
sagladiklar i¢in akut yaralarda kullanimlari miimkiin olsa da kronik yaralarda kullanimlar1

miimkiin degildir [63].

Hidrojel, hidrokolloid, kopiik, film formlarinda bulunan modern Ortiiler gelistirilerek
geleneksel ortiilerin getirdigi kisitlamalarin asilmasi saglanmustir [1]. Yara icin ideal nemli
ortam saglayan ve yara iyilesmesini tetikleyen modern Ortiiler, dogal ve sentetik
biyomalzemelerin de bu Ortiilere eklenmesiyle farkli formlarda gelistirilmistir [21].
Modern yara ortiiler arasinda ¢ok amacgli kullanilabilen en ileri formlardan biri hidrojel

Ortulerdir [64].

1.5 Hidrojeller

Hidrojeller yiksek seviyede su tutma kapasitesine sahip hidrofilik ¢apraz bagli polimerik
ags1 yapidan olusan {i¢ boyutlu yapilardir. Polimerik zincirler kovalent veya kovalent
olmayan hidrofobik, elektrostatik ve Van der Waals baglariyla baglanarak ii¢ boyutlu

yapiy1 olustururlar ve bu yap1 orijinal kuru agirliginin birkag¢ kat1 su absorblayabilmesini
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saglar. Seliiloz, nisasta gibi dogal polimerler veya PVA, PVP, PAA, PEO gibi sentetik
polimerler ile hidrofilik 6zellik kazanan hidrojeller bu yapilar sayesinde jelatin yapisin

koruyarak sisebilme potansiyeli tasirlar [65, 66].

Yiiksek su igerigi, bulundugu yara ortaminin nemli tutulmasini ve bu sayede epitel
hiicrelerin gocuiniin  kolaylastiilmasin1  saglar. Ozellikle kuru nekrotik yaralarda 6l
dokuyu nemlendirme ve yara yiizeyini serinletme 6zellikleri ile inflamasyonu azaltirlar ve
hasta tarafindan kullanim kolayligi saglarlar [67]. Yiiksek su igerigi, yapiskan olmayan
yapis1 ve biyouyumlulugu ile normal dokuya olan benzerligi hidrojelleri ideal yara ortiisii
olarak konumlandirmay1 saglar ve bunun disinda doku miihendisligi ve ilag salinimi

calismalarinda da en sik tercih edilen materyallerdendir.

1.5.1 Nanokompozit Hidrojeller

Nanoteknoloji ve biyomalzemeler i¢ ice bir alandir. Biyomalzemeler tasarlanirken
nanoteknolojik yontemler kullanilarak biyomalzemelerin biyolojik sistemlere uyum
saglamas1 hedeflenir. Hidrojellerin sentezi sirasinda saglamligini artirmak i¢in kullanilan
nanokompozit yapilar nano boyuttaki partikiiller ile ¢apraz baglanarak elde edilen polimer
yapilardir [68]. Cozlicu ortaminda etkilestirme yontemi nanokompozit hidrojeller
hazirlanirken kullanilan yontemlerden biridir. Bu yontem ile hidrojel yapisinin destek
malzemesini olusturacak olan nanopartikiil yap1 sivi polimer ile karistirilir ve ardindan
¢oziiclinlin uzaklastirilmasiyla hidrojel agina gomiilii ve homojen dagilmis nanokompozit
hidrojeller olusturulur. Nano boyuta getirilmis yapilarla desteklenen hidrojeller ile

polimerin ylizey morfolojisi degistirilmis olur [69].

1.5.2 Hidrojel Ortiilerde Kullanilan Polimerler
Dogal veya sentetik kaynakli, fizikokimyasal ve biyouyumlu 6zellikleriyle yara ortiilerinde
bircok polimer tercih edilmektedir. Hidrojeller tasarlanirken siklikla kullanilan ve bu

caligmaya Onciil olan baz1 polimerler asagida anlatilmistir.

1.5.2.1 Polivinil Alkol (PVA)

PVA, yapisindaki fazla miktarda bulunan -OH gruplar1 sayesinde olduk¢a polar ve
hidrofilik yapida olan bir polihidroksi sentetik polimerdir. Biyouyumlu, biyobozunur
olmasi, transparan ve kokusuz yapida olmasi ve nemli ortam saglama &zellikleriyle yara

bakiminda tercih edilir. Uygun miktarda su ile karistirildiginda jellesen PVA dokuyu taklit
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eden bir yapidadir. Yapisindaki -OH gruplar1 sayesinde akiskanlik, ¢oziiniirliik, sisme
kapasitesi gibi 6zellikleri olan PVA, bu gruplara farkli yontemlerle ¢apraz baglanabilen
polimerler ile desteklenerek daha yuksek su kapasitesine ve daha biyouyumlu 6zelliklere
sahip hidrojelleri olusturabilir [70, 71].

1.5.2.2 Polietilen Oksit (PEO)

PEO sentetik, yar1 kristal, linear yapida, tekrarlayan eter gruplarindan olusan bir
polimerdir. Ayni zamanda daha diisiik agirlikli olan formlar1 polietilen glikol olarak da
bilinir. Yapisindaki eter gruplar1 sayesinde metal iyonlariyla yiiksek etkilesime girebilir ve
polar yapisi ile farkli ¢oziiciilerle etkilesime girerek farkli amaglara uygun kompozitler
olusturabilir.  Yiiksek hidrofilligi, biyouyumlulugu, biyobozunurlugu ve yiizey
proteinlerine olan diisiik adsorbsiyonu gibi kendine has 6zellikleriyle PEO yara ortlsi
caligmalarinda en sik tercih edilen polimerlerden biridir. FDA tarafindan onaylanmis
olmast da biyouyumlu malzeme olarak kullanimini artirmistir. Yara Ortiisii olarak
kullanimlarinin en Onemli avantaji dogal polimerler ile desteklendiklerinde dogal
polimerlerin aksine yiiksek mekanik 6zellikleri sayesinde hiicre adezyonunu kolaylastiran

yapi iskeleleri olarak gorev yapabilmeleridir [72, 73].

1.5.2.3 Kitin

Kitin, kitosan, kollajen gibi biyolojik malzemelerden elde edilen ve biyoaktif ortiler olarak
da bilinen biyomalzemeler yara iyilesme asamasinda aktif rol oynayarak yeni doku
olusumu saglarlar. Hidrojeller tasarlanirken polimerik matriks olarak kullanilan PEO, PVA
gibi sentetik materyallerin tek baslarna kullanilmalar1 o materyallerin elastiklik, membran
sertligi ve hidrofilik 6zelliklerinde eksiklige sebep oldugundan, sentetik polimerlerin dogal
polimerler ile desteklenmeleri ihtiyact duyulur. Kitin ve tiirevi kitosan gibi dogal
polimerlerle desteklenmis biyomalzemeler; sisme kapasitesi, termal kararlilik ve elastiklik
gibi hidrojel ozelliklerinin 1yilestirilerek yara iyilesmesine destek saglanmasina sebep
olurlar [74]. Polisakkaritlerin deride ekstraseluler matriks glikoproteinleri ve hiicre
adezyon molekiilleriyle etkilesme O6zellikleri kitinin yara iyilegsmesinde avantajli oldugu

diger bir durumdur [75].

Kitin dogada selillozdan sonra en yaygin bulunan, omurgasizlarin iskeletinden veya
mantarlarin  hiicre duvarindan kolaylikla elde edilebilen, diisiik maliyetli dogal bir

polimerdir [76]. Sekil 1.3’de goriildiigii gibi deasetilasyon ile kitosana dontisebilen kitin,
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N-asetil-D-glukozamin birimlerinin B-(1-4) glikozidik baglanmasindan olusan linear bir
polisakkarittir [76, 77]. Kendine has kimyasal ve biyolojik ¢zellikleriyle biyomalzeme

arastirmalarinda tercih sebebidir.

Kitinin vucut sivilarinda bulunan lizozim, N-asetilglukoaminidaz gibi enzimler tarafindan
parcalanmasi ile agiga ¢ikan N-asetilglukozamin ve glukozamin drinleri kito-oligomer
olarak adlandirilir. Yara iyilesmesinde makrofaj iiretimi ve kollajen birikimi gibi olumlu

etkileri bulunan kito-oligomerler, toksik ve alerjen degillerdir [78].

AT
ﬂ

°‘<C OH CH’
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Kitin Kitosan

N
tad

Sekil 1.3: Kitin ve kitosan yapist.

Biyouyumlu, biyobozunur, antimikrobiyal, hemostatik 6zellikleriyle kitin destekli yara
oOrtlleri, yaranin kapanmasi ve iyilesme sirasinda inflamatuvar hormonlarin salgilanmasini
kolaylastirirlar. Fibroblast aktivasyonu, sitokin iiretimi, graniilasyon dokusu olusumu,
makrofaj gociinii kolaylastirarak yara iyilesmesini hizlandirirlar [76]. Kronik yaralarda
kullanimi; Ozellikle kronik yaralarda yiiksek seviyede artmis MMP seviyelerini,
kitooligosakkaritlerin MMP-2 ekspresyonu ve transkripsiyonel aktivitesi (izerine
engelleyici etkisi ile diisiirmesi bakimindan elveriglidir [79]. Kitin, yapisal olarak dis
hasara kars1 degrede olabilme ozelliginden dolayr uygun polimerlerle desteklenerek
mekanik saglamligt artirllmalidir. Yara ortii malzemelerinin yeni doku olusurken dokuda
kalmayip pargalanmasi ve doku ile uyum saglayacak biyouyumlu 6zellikler bulundurmasi
onemlidir. Biyobozunur 6zelligi ile kitin 6zellikle deri ¢alismalarinda ve yara ortiilerinde

bu sebeple tercih edilir.
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1.6 Biyomalzemeler ve Doku-Hiicre Etkilesimi

Derinin temel bileseni olan ECM tabakasini taklit edebilme, hiicresel fonksiyonlar1 ve
davraniglar1 dogrudan etkileme 6zellikleriyle biyomalzemelerin hiicrelerde biraktig: etkiler
yara iyilesmesi i¢in elverisli olacak biyomalzemeler tasarlanirken en kritik adimlardan
biridir. Bu sebeple biyomalzemeler ve hiicrelerin etkilesiminin nasil oldugunu anlamak
gereklidir. Substrat gorevi goren ve ECM yapisimi taklit eden hidrojellere hiicrenin
verecegi ilk yanit adezyon; ardindan yayilma, migrasyon, ¢ogalma ve farklilasmadir [80].
Molekiiler boyutta kompleks ve farkli hiicre tipleri ile i¢ ice olan bu siirecin aydinlatilmasi
icin sitotoksisite testlerine bagvurularak hiicrelerin biyomalzemeye verdigi yanit incelenir.
Bu calismada kompleks yara iyilesme siirecinde yer alan farkl: hiicre tiplerinden biri olan

dermal fibroblastlar kilttre edilerek biyomalzemelerin sitotoksik aktiviteleri incelenmistir.

Biyomalzeme ve biyomalzemeye maruz birakilacak canli doku etkilesirken;
biyomalzemeden medikal anlamda beklenen yanitin alinmasi, canli doku ve
biyomalzemenin bir biitiin olarak var olmasini1 engelleyecek, birbiri iizerinde beklenmeyen
ve istenmeyen yan etkiler olusturmamasi ve alici canli {izerinde lokal veya sistemik yan
etkiler olusmamasi biyouyumluluk olarak tanimlanir [81, 82]. Sekil 1.4’te dzetlendigi gibi
yeni bir biyomalzeme gelistirirken arastirmacilarin hem malzemenin fizikokimyasal
ozelliklerini hem de hiicrenin ihtiyaclarini géz Oniine alarak biyouyumlulugu birbirini

tamamlayan farkli parametrelerle degerlendirmeleri gerekir [83].

Malzeme ve
cevre doku
arasmda
adhesif temas

Biyoadhesif

Biyokimyasal Biyomekanik

Toksik, Cevre doku ile
karsinojenik, benzer ve
alerjik uyumlu olma

olmama Biyouy“mlulllk

Sekil 1.4: Biyouyumluluk parametreleri.
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Insan viicudunda kullanilacak yeni bir biyomalzeme test edilirken arastirmacilarin bu
malzemeleri klinik ¢alismalarda kullanabilmeleri ve piyasaya surebilmeleri igin; FDA
tarafindan uygulanmasi zorunlu kilinan, uluslararasi gecerli ve bir dizi protokoller igeren
ISO 10993 standartlarini biyouyumluluk testleri sirasinda kullanmalar1 gerekmektedir [84,
85].

1.7 Toksisite Testleri

Yara ortiileri tasarlanirken insan viicudunda kullaninminin giivenilir olup olmadigi goéz
onlinde bulundurulmasi gereken en Onemli parametredir. Yara ortiilerinin yapisindaki
herhangi bir bilesen yara iyilesmesini bozar veya geciktirirse, bu bilesenlerin yara
iyilesmesinde rol olan cilt hiicrelerini olumsuz etkiledigi sdylenebilir. Insanlarda aktif
olarak kullaninmmin ve giivenilirliginin onaylanmasi i¢in olusabilecek toksisitenin
incelenmesi yara oOrtiileri disinda herhangi bir ilag gelistirilirken de arastirmalarin temel
basamagimi olusturur. Insan hiicreleri kullanilarak yapilan hiicre kiiltiirii ¢alismalaria
dayanan in vitro testler ve hayvan modellerine dayanan in vivo testler klinik ¢alismalarin

oncisudur.

Yara Ortllerinde toksisite incelenirken in vivo modeller kullanmak, kullanilan malzemenin
hayvanlarda agr1 ve rahatsizlifa sebep olabileceginden etik sorunlar dogurmasi ve 6zel
onaylar gerektirmesi bakimindan dezavantajl testlerdir. Kullanilan model hayvan ve insan
cildi arasindaki morfolojik farkliliklar da bu testlerdeki diger bir sorundur. Ciltte
kullanilacak herhangi bir formiilasyonun ve bu tezde de amaglanan yara Ortisu
malzemesinin insan cildindeki toksik etkisi i¢in kullanilacak en ideal testler in vitro
sitotoksisite testleridir. Tek basina in vitro testler bir biyomalzemenin biyouyumlulugunu
dogrulamak i¢in yeterli olmasa da elde edilecek giivenilir verilerle bir sonraki adim olan in

vivo testlerde hayvan kullanimini azaltarak klinik ¢alismalar1 hizlandirabilirler [86].

1.7.1 In vitro Sitotoksisite Testleri

Hiicrenin saglikli oldugunun en 6nemli belirteci hiicre canliligi ve hiicre proliferasyon
hizlaridir. Yabanci maddeye maruz birakilan hiicrelerin membran gecirgenliginde,
enzimatik aktivitelerinde, metabolik faaliyetlerinde olugsan bozulmalar hiicrenin sagligin
etkileyerek hiicre 6liimiine ve dolayisiyla toksisiteye sebep olabilirler. Biyomalzemelerden
saliman farkli dozlardaki maddeler genellikle 24 saat gibi kisa bir zaman igerisinde

hiicrenin 6liimiine veya proliferasyonunun durmasina sebep olarak toksisite gosterebilirler.
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Toksikligi aragtirtlan maddelerin hiicrelerin proliferasyon hizi, iiremesi ve morfolojik
sekillerinde yaptiklar degisiklikler incelenerek normal hiicrelere zarar vermeyen en uygun

dozunun bulunmasi sitotoksisite ¢alismalarinin temel prensibidir [87].

In vitro sitotoksisite testleri yapilirken kullanilan hiicre kiiltiirii caligmalari tekrarlanabilen,
kolay kontrol edilebilen ve hizli yanit alinabilen bir yontemdir. Bununla beraber diisiik
biit¢eli olmasi ve hayvan deneylerinin getirdigi etik problemleri tasimamasi bakimindan da
avantajhidir. Hiicre kiiltiiri herhangi bir dokunun mekanik veya enzimatik olarak
parcalanmasiyla ac¢iga ¢ikan hiicrelerin siispansiyon veya monolayer yani herhangi bir
ylizeye tutunmasiyla bliyiitiildiigii canli dig1 ortamlardir. Kiiltiire edilen hiicrelerin ¢esidine
ve ihtiyaglarina gore hiicrelerin gogalmasina uygun yiizey ve besiyeri saglanarak hiicrelerin

yapisal organizasyonlarini ve metabolik faaliyetlerini korumalar1 saglanir [88].

Biyomalzeme ile temas halinde bulunan besiyeri ile hicrelerin temas ettirilmesi ile indirekt
veya hiicrelerin dogrudan biyomalzemelerin iizerinde ¢ogaltilmasiyla yapilan direkt testler
ile herhangi bir biyomalzemenin sitotoksik aktivitesi farkli sekillerde kiiltiir ortaminda

incelenebilir [85].

Sitotoksite testlerinde en sik kullanilan yontemlerden biri olan kalorimetrik yontem ile
canlt hiicrelerin metabolik aktivitesi kantitatif olarak incelenir. Metabolik olarak aktif
hicreler mitokondrilerinin sitokrom b ve sitokrom c bdlgelerinde bulunan mitokondriyal
dehidrogenaz enzimleriyle tetrazolyum tuzlarindaki tetrazolyum halkasini, indirgeyici
molekiillerin elektron transferleri araciligiyla indirgerler [89, 90]. Sadece aktif
mitokondriye sahip canli hiicrelerde bulunan bu aktivite sayesinde MTT (3- (4,5-
dimetiltiyazol-2-il) -2-5-difeniltetrazolyum bromir) ve MTS 5-(3-karboksimetoksifenil)-2-
(4,5-dimetil-tiyazolil)-3-(4-stilfofenil) gibi tetrazolyum tuzlari kullanilarak canli hiicrelerin
bu tuzlar indirgemesiyle elde edilen renk degisimleri 6lgulir. Sekil 1.5’te goriildiigi gibi
katyonik bir tuz olan ve normalde sar1 renkli olan MTT bilesigi anyonik hiicre membrani
ile elektrostatik etkilesim sonucu canli hiicrelere niifuz eder ve canli hiicrelerde mor renkli
suda ¢ozunmeyen formazan kristallerine doniistirken; Sekil 1.6’da goriildiigii gibi anyonik
ve sar1 renkli bir tuz olan MTS ise canli hiicrelere niifuz edebilmek i¢in ara elektron
alicisina ihtiya¢ duyar ve bu elektron alicisinin indirgemesiyle ¢oziinebilir renkli formazan

bilesiklerine dontisiir [89, 91]. Temelde ayn1 prensibe sahip bu yontemler sayesinde olusan
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renk degisimi, farkli absorbanslarda OSlgiilerek canli hiicre ve metabolizmasi hakkinda

pozitif bir baglanti kurulmasini saglar.

=\ NADH NAD* -

Br / Y
N-N N—NH

NCOR )—cn, { NOL )—on
CH; CH;

MTT Formazan

Sekil 1.5: MTT ve formazan bilesiginin yapisi.
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SO,

HOOCH,CO. N-—NH
HOOCH,CO, N-N N-_-S<__cH

CHy

MTS Formazan

Sekil 1.6: MTS ve formazanin yapist.

1.7.1.1 Insan Dermal Fibroblastlari

Sitotoksisite testlerinde kullanima uygun farkli hiicre hatlar1 bulunmaktadir. Calisilan
hastalik veya tedavi yontemini ilgilendiren insan dokusuyla homolog hiicre hatlar1 tercih
edilmesi Onemlidir. Yara iyilesmesi caligmalarinda insan derisi ile es deger ortamin

saglanmas1 adina en sik tercih edilen hiicre hatlarindan biri insan dermal fibroblastlaridir.

Embriyonik mezoderm tabakasindan koken alan mezenkimal hicreler olan dermal
fibroblastlar; morfoloji, aktivite, diger hiicre tipleriyle etkilesim gibi 6zellikler bakimindan
farklilik gosteren heterojen bir hiicre popililasyonundan olusan ve deri fizyolojisini
diizenlemede aktif rol alan hicre tipleridir [92, 93]. Normalde sessiz (quiscent) halde

bulunan fibroblast hiicreleri, yara olusumuyla TGF-B, PDGF gibi biiylime hormanlarinin
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salinimi1 ve ECM tabakasindaki mekanik uyarilarin sonucu aktifleserek migrasyon 6zelligi
kazanirlar ve myofibroblastlara doniisiirerek yara iyilesme kaskadma katilirlar.
Fibronektin, kollajen, proteoglikandan olusan graniilasyon dokusunun olusmasinda,
inflamatuvar sinyal Ozellikleriyle salgiladiklari sitokin ve hormonlar ile derinin diger
katmanlarindaki hiicreler ile iletisimin kurulmasinda rol olan fibroblastlar yara iyilesmesi
sirasinda yaranin kontraksiyonuna ve kapanmasina da katki saglayan bir fenotip kazanirlar

[94, 95].

Yara iyilesmesi sathasinda birbirleri ve diger hiicrelerle etkileserek yaranin kapanmasina
kadar olusan siirecte aktif rol alan insan dermal fibroblastlarinin hiicre kiiltiirii ortaminda
yara Ortli malzemeleriyle etkilestirilmesi, yara 6rtii malzemesinin insan derisinde dogrudan
temasta yara iyilesmesine saglayacagi katki arastirilirken dokunun verecegi yanitin

aydinlatilmas1 adina oldukga kullanighdir.

1.7.2 In vivo Toksisite Testleri

Toksikoloji ¢alismalarinda in vitro testlerden alinan verilerin giivenilirliginin artirilmasi ve
dogrulanmasi adina in vivo testlerin yapilmasina ihtiya¢ duyulur. Kemirgen ve memeli
hayvanlar kullanilarak yapilan bu testler, ger¢eklestirilmesi zor, pahali ve beraberinde etik
problemler de getiren testlerdir. Biyomalzeme alaninda bir¢ok in vivo test yapilmasina
ragmen biyomalzeme ile etkilesen canli dokusunda olusacak uzun donemli etki ve
biyomalzeme kaynakli toksisitenin altinda yatan molekiiler mekanizmalar gibi 6nemli
parametrelerin heniiz kesin bir yaniti bulunmamaktadir. Bu testlerin gerekliligi sebebiyle
aragtirmacilar, hayvan kullanimini azaltacak ve hizli yanit alinabilecek alternatif, pratik
modeller kullanmaya yonelmislerdir. Drosophila melanogaster toksikoloji ¢aligmalarinda

sik kullanilan model organizmalardan biridir [96].

1.7.2.1 Drosophila melanogaster

Sirke veya meyve sinegi olarak da bilinen Drosophila melanogaster 4 kromozomdan
olusan basit genetik yapisi ile uzun yillardir genetik ¢aligmalarda tercih edilen bir model
organizmadir. Bu kadar basit bir organizmanin insan hastaliklarinin veya insanlarda
kullanilacak bir malzemenin toksikliginin arastirilmasi sirasinda tercih edilme
sebeplerinden en dnemlileri; tiim genom dizilimi tamamlanmis olan bu canlinin genlerinin,

insanlarda hastalikla ilgili yaklasik 700°den fazla gen ile eslesmesi ve gen ekspresyonunun
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dizenlenmesinde gorev alan Drosophila proteinlerinin insandaki esdeger proteinlerle

oldukga fazla benzerlik gostermesidir [97].

Sekil 1.7°deki dongliyii takip ederek sirasiyla embriyo, larva, pupa ve yetigskin olarak
gelisim gosteren Drosophila, yaklasik 10 giin gibi kisa bir siirede gelisimsel siirecini
tamamlar [96].
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Sekil 1.7: Drosophila melanogaster gelisimsel siireci.

Pupa

Larva olusumundan sonra 40-60 giin kadar yasayabilen ve kisa siirede diger jenerasyonlari
uretilebilen Drosophila; toksik etkisi incelenecek malzemenin akut etkisi disinda 6zellikle
kronik etkisi arastirilirken, canlilik, gelisim, tireme ve davranis faaliyetlerinin kolaylikla
takip edilebilmesi bakimindan arastirmacilara biilyiik bir avantaj saglar [96]. Daha onceleri
memeli canli yerine omurgasiz canli tercih kullanimi1 pek tercih edilmezken; diisiik {iretim
maliyeti, hizli iireme evresi, kolaylikla belirlenebilen mutant fenotip gosterebilmesi gibi
Ozellikleriyle Drosophila, drosphotoksikoloji olarak da bilinen yeni bir arastirma kolunun
olusmasina ve in Vivo toksisite g¢alismalarinda model organizma olarak kullaniminin

artmasina yol agmistir [98].

1.8 Literatlr Ozeti

Literatiirde yara Ortiisii olarak gelistirilen; PEO, PVA ve kitinden birini veya ikisini
yapisinda bulunduran biyomalzemelerin toksik etkilerinin incelendigi bir¢ok caligsma
mevcuttur. Tonescu ve arkadaglart yara Ortiisii malzemesi olarak kullanilmak iizere

sentezledikleri hyaltronik asit/PEO temelli nanofiberlerin indirekt olarak HDF hicreleri
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lizerindeki sitotoksik etkisini incelemislerdir. 96-kuyucuklu plakalarda 0.5x10° hiicre/mL
olarak ektikleri hiicrelerin 24 saatlik tutunmasindan sonra farkli konsantrasyonlarda
hazirladiklar1 nanofiber ekstraktlarin1 72 saat boyunca hiicrelerle inkiibe etmisler ve
ardindan 20 upuL MTS c¢oOzeltisini hilicre-ekstrakt karisimina ekleyip 490 nm’de
absorbanslarini dlgmiislerdir. Kontrol grubuna gore yiizdelik olarak hesapladiklart hiicre
canliligina gore 500 pg/mL konsantrasyona kadar olan ekstraktlarda herhangi bir sitotoksik
etki gozlemlememisler aksine propolis ve Calendula officinalis ekledikleri 500 pg/mL
dozlu ekstraktlarmin fibroblast proliferasyonunu kontrol grubuna kiyasla %37 oraninda
artirdiklarin1 ~ tespit etmigslerdir. PEO temelli biyomalzemelerin sitotoksik etki
olusturmamasinin disinda dogal bilesenler ile desteklendiklerinde yara iyilesmesinde temel
hiicre tipi olan fibroblast proliferasyonunu artirmalariyla, PEO’nun yara Ortilerinde
kullanilacak ideal bir iskele olduklar1 gosterilmistir [99]. ECM tabakasini taklit edebilme
yetenegi ile yara iyilesme siirecine katki saglayabilen fakat diisiik mekanik 6zelligi ile
dezavantajli olan kitosanin yara Ortlisii olarak kullanilabilmesi igin fizikokimyasal
ozelliklerinin iyilestirilmesi gerekir. Ionescu ve ark. bir dnceki calismalarin1 destekleyici
nitelikte olan farkli bir calismalarinda; elektrospin teknigi ile sentezledikleri, aktif
bilesenler iceren kitosan-PEO nanoliflerinin farkli konsantrasyonlarini ayni indirekt temas
yontemi ile HDF hcreleriyle etkilestirip sitotoksik etkilerini MTS ile 6l¢miislerdir. 100
pg/mL konsantrasyonlu ornegin canliligit %90’ altindayken digerlerinde daha yiiksek
olup malzemelerin hicbirinin hiicrelerde sitotoksik etki olusturmadigini gézlemlemislerdir.
Bu calisma ile PEO’nun destek materyali olarak kullanildiginda yara iyilesmesini olumsuz
etkilemedigi bulunmustur [100]. PEO ile aym kimyasal yapiya sahip fakat daha diisiik
agirhikli polimer olan PEG, literatiirde PEO ile aymi islevi gergeklestirmek amaciyla
siklikla kullanilmigtir. Wang ve ark. antibiyotikler ile konjuge ettikleri dekstran-PEG
hidrojellerinin fare fibroblast hiicre hatti olan NIH 3T3 tizerindeki sitotoksik etkisini XTT
testi ile direkt olarak incelemislerdir. DMEM igerisinde 1 saat bekletilip kiiltiire edilmis
hicrelerle temas ettirdikleri hidrojeller fibroblastlar (zerinde sitotoksik aktivite
gostermemis ve antibiyotik eklenmemis hidrojellerle benzer hiicre canlilig1 gostermislerdir
[73]. PEO’nun, kronik yaralarda kullanilmak {izere tasarlanan yara ortii malzemelerinde de
temel iskele olarak kullanildig1 birgok ¢alisma vardir. Bu g¢alismalardan biri olan Nosrati
ve ark.’nin yaptig1 calismada elektrospin teknigi ile iiretilmis PEO-ZnO membranlarini,
yetigkin insan dermal fibroblastlar1 ile direkt olarak temas ettirmigler ve hilcre canliligini
MTT testi ile Olgmiislerdir. Optimum uyumlu konsantrasyon secildikten sonra

membranlara tutunan fibroblast hiicreleri SEM ile goriintiilenmistir. ZnO partikiillerinin en
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yiksek oldugu konsantrasyonda hiicre canliligt zamanla azalirken diger
konsantrasyonlarda sitotoksik etki gozlenmemistir. %2 ZnO igeren PEO membranlarin en
iyi biyouyumlulugu gosterdigi ve SEM gorintiilerine gore fibroblastlarin membran
tizerinde tutunmasinin daha homojen dagildigi rapor edilmistir. PEO’nun porlu yapisinin
hiicrelerde besin ve gaz degisimini olumlu etkiledigi ve hicrelerin proliferasyon ve
migrasyonunu artirdigi bulunmustur. Hidrofilik yapilari ile hiicre adhezyonunu destekleyen
PEO iskelelerinin hicreler tzerindeki bu olumlu etkilerinin, kronik yaralarda oldukca
kritik olan yara yeniden sekillenme asamasi gibi asamalarda yara bolgesini koruma ve

onarma adina oldukga 6nemli oldugu tespit edilmistir [72].

Sankari ve ark. blyltme faktorleri ekledikleri PVA hidrojellerinin  L929 hcreleri
Uzerindeki sitotoksik etkilerini, doku ortaminda biiyiime faktorleri ve hiicrelerin
biyomalzeme ile temasiyla olan etkisini anlamak adina incelemislerdir. Neutral Red
yontemi ile analiz edilen hidrojellerin, PVA konsantrasyonu arttik¢a fibroblast canliligini
azalttigi gozlenmistir. Bu azalisin sebebinin PVA kompozitlerinin yapisindaki etanol
konsantrasyonunun da artisindan kaynakli olusan stresle, apoptoza ugrayan hiicrelerin
artis1 kaynakli olabilecegi diisliniilmiistiir. Buna ragmen, PVA ile temas eden hiicrelerin
proliferasyonundaki artisin, sadece hiicre besiyeri ile temas eden kontrol grubundaki artig
ile aynt oldugu bulunmustur. Yapisinda bulunan etanole ragmen boyle bir oran elde
edilmesiyle PVA’nin ECM olarak hiicreler tarafindan kabul edildigi tespit edilmistir [101].
Hsieh ve ark. diyabetik yaralarda olusan ortii degisimi zorluklari ve ikincil doku hasar1 gibi
sebepleri de gdz Oniine alarak PMMA ve PVA kopolimerlerini sentezlemisler ve 1929
hucrelerindeki sitotoksik etkilerini anlamak igin bu polimerlerden hazirladiklar1 ekstraktlar
kullanarak indirekt temas yontemi ile 12 saat araliklarla hiicreleri kiiltliire etmislerdir.
Aragtirmacilar, MTT testi sonucuna gore ekstraktlarin hiicre canliigini etkilemedigini
gozlemlemislerdir. Laktat dehidrogenaz yontemi kullanilarak, tekrar kiiltiire edilen hiicre
ve polimerlerin toksisiteleri incelenmis ve fibroblast hiicrelerinden salinan LDH oraninin
kontrol grubunda deneysel grupla ayni oldugu ve ekstraktlarin hiicre membranina herhangi

bir zarar vermedigi anlasilmistir [102].

Yara iyilesmesinde hidrojellerin optimal sertlik derecesinde olmasi fibroblastlarin
myofibroblastlara donligmesi, yara kapanmasi, ECM sentezi gibi yara iyilesmesini
tetikleyen olaylar1 da dogrudan etkiler. Xia ve ark. kristal formda kitin ve kitosan

nanopartikiilleri ile sentezlenen hidrojellerin, L929 hiicrelerinde yaptiklar1t MTT testinde
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herhangi bir sitotoksik etki gozlemlememisler ve in vivo ile destekledikleri ¢aligmada
hidrojellerin yeniden epitellesme ve damar olusumunu tetikleyip hizli iyilesme sagladigini
ve kronik yaralara uygun oldugunu bulmuslardir [103]. Tyliszczak ve ark. kitosan ve
nanoaltin kullanarak fotopolimerizasyon ile hazirladiklart hidrojellerin fibroblast BJ
hiicrelerinde etkisini incelemek i¢in indirekt temas metodu kullanarak hazirladiklar
ekstraktlarla hiicreleri muamele etmisler ve MTT, XTT testleri ile canliligi 6lgmiislerdir.
Altin nanopartikiiliniin yiiksek konsantrasyonu disinda hidrojellerin tim formunun

hlcrelerin proliferasyonunu olumlu etkiledigi bulunmustur [104].

Literatiirde doku miihendisligi ve biyomalzeme alaninda tercih edilen, farkli yontemlerle
sentezlenen ve farkli bilesenlerle birlestirilerek tasarlanan cesitli sayida biyouyumlu
hidrojel bulunmaktadir. PEO ve PVA ile desteklenen hidrojeller oldugu gibi kitin yerine
daha cok Kkitosan formu tercih edilmistir. Spesifik olarak bakildiginda ise bu tezde
kullanilan PEO/PV A/Nanokitin kompozit hidrojellerin yara iyilesmesi lizerine etkisine dair

herhangi bir calisma mevcut degildir.

Literatrdeki in vivo toksisite testlerine bakildiginda hidrojellerin ve yara oOrtii
malzemelerinin fare, sican, domuz gibi hayvanlarda etkisine daha fazla bakildig
goriilmustiir. Drosophila melanogaster (zerindeki in vivo toksisite ¢alismalarinda ise
oOzellikle nanopartikil icerikli kompozit ¢alismalarina daha sik rastlanmigtir. Yara orti
caligmalar1 i¢in kullanilan biyomalzemeler veya hidrojellerin Drosophila melanogaster
lizerindeki toksik etkilerinin incelendigi herhangi bir ¢aligmaya rastlanilmamstir. Ornegin
Sood ve ark. GO-ZnO nanopartikullerinin Drosophila melanogaster Oregon-R suslarinda
toksik etkilerini incelemek i¢in yumurtadan yetiskin sinek olana kadar olan gelisimin
takibi, mortalite hizi, larva silirlinme testi, tirmanma testi gibi farkli yontemleri
kullanmiglardir. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan nanokompozitlerin kontrol grubuna
gore gelisim siiresini yavagslattiklari, yiikksek konsantrasyonlu (100 ve 300 pg/mL)
nanokompozitlerin %100 mortaliteye sebep oldugu bulunmustur. Toksisitenin neden
oldugu davranigsal zararlar1 gozlemlemek i¢in yapilan larval siirlinme testine gore yiiksek
doz nanokompozitli ortamda larvalar daha az kivrilma hareketi gostermislerdir [105].
Gautam ve ark. biyomedikal uygulamalarda kullanmak Uzere sentezledikleri hBN-ZrO,
kompozitlerinin farkli  dozlarmi  Drosophila melanogaster Oregon-R  suslarinin
besiyerlerine ilave edip gelisimini tamamlamalarim1  beklemislerdir.  Farkh

konsantrasyonlarda sentezledikleri kompozitlerin bazilarinin larvadan pupaya doniistimii
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geciktirdigi bazilarinin ise herhangi bir etki olusturmadigi gézlenmistir. Larva siirlinme
testine gore de bazi dozlardaki kompozitler larvalarin agar iizerinde daha karisik ve
petrinin periferinden uzak bir hareket sergilediklerini tespit etmislerdir [106]. Toksik etkisi
olan nanokompozitlerin larvalarin motor ndéron gelisimini etkileyerek noral sagligini
bozmalar1 toksik etkinin getirdigi ve dogrudan gozlemlenebilen bir sonugtur. Farkli
dozlarda farkli etkileri bulunan nanokompozitlerin biyomedikal uygulamalarda kullanim
i¢in uygun formunun se¢ilmesini saglama adina Drosophila melanogaster oldukca verimli

bir model organizmadir.

1.9 Amag ve Kapsam

Giincel yara ortiisii gelistirme amagli yapilan biyomalzeme ¢alismalarinda, biyomalzeme
sentezinden sonra kullanilis amacina uygun hiicre hatlarinda sitotoksik etkisinin
incelenmesi yara Ortlii malzemelerinin insan viicudunda kullanimindan 6nceki en énemli
adimlardan biridir. Farkli 6zelliklerde farkli materyallerin birlestirilmesiyle olusturulan ¢ok
sayida yara Ortii malzemesi bulunmasina ragmen, yara iyilesmesinin kompleks
mekanizmasi ve yara olusumuna bagl altta yatan farkli sebepler sonucu her yara icin kesin
sonu¢ verecek yara ortii malzemesi gelistirmesi oldukca zordur. Ozellikle gec iyilesen
kronik yaralar i¢in gelistirilecek yara ortli malzemelerinin etkinliginin incelenmesi, yara

Ortii malzemelerinin kalitesinin artirilmasina dnemli bir katki saglayacaktir [107].

Bu ¢alismada oncelikle yara iyilesmesi siirecinde 6nemli gorevleri bulunan temel hiicre tipi
olan insan dermal fibroblastlar1 hiicre kiiltiir ortaminda cogaltilarak PEO, PVA ve
nanokitin kompozitlerinden olusan hidrojellerle indirekt ve direkt olarak temas ettirilmis ve
sitotoksisitesi MTT ve MTS yontemleri ile incelenmistir. Ardindan in vitro testler sonucu
anlamli sonuglar elde edilen kompozitler segilerek Drosophila melanogaster gelisimi ve
davraniglari lizerine olan toksik etkileri incelenmistir. In vivo toksisite testleri icin; pupaya
donilisme basarisi olan puparasyon, pupadan yetiskine donme basarisi olan pupadan ¢ikma
ve yetiskin/larva oraninin kiyaslandigi canlilik orani hesaplanarak gelisimsel testler,
ardindan da larval siiriinme ve yetigkin tirmanma testlerinden olusan davranis testleri
gerceklestirilmigtir.  Bdoylelikle in vitro kosullar ile in vivo kosullar kiyaslanarak
biyomateryallerin hiicreler tzerindeki sitotoksik ve Drosophila melanogaster uzerindeki
toksik etkisi hakkinda kiyaslamalar yapilmis ve insanda kullanimi 6ncesi biyouyumluluk

profilleri hakkinda bilgi edinilmistir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1 Materyal

2.1.1 Cahsmada Kullanilan Kimyasallar ve Sarf Malzemeler

2.1.1.1 Hucre Kiltirinde Kullamlan Kimyasallar ve Sarf Malzemeler

Yetiskin primer insan dermal fibroblast hiicre hatt1 ticari olarak ATCC firmasindan temin
edilmistir (Primary Dermal Fibroblast; Normal, Human, Adult, ATCC® PCS-201-012™),
Hucre kiultiriinde rutin olarak gerceklestirilen islemler igin ticari olarak satin alinan
kimyasallar Tablo 2.1°de, kullanilan diger kimyasal ve sarf malzemeler Tablo 2.2°de

gosterilmistir.

Tablo 2.1: Hiicre biiyiitiilmesi ve pasajlanmast i¢in gerekli kimyasallar.

Bilesen Marka

Fibroblast Growth Kit-Low serum

Fibroblast Basal Medium

Phosphate Buffered Saline Tablet

Trypsin-EDTA for Primary Cells

ATCC® PCS-201-041™

ATCC® PCS-201-030™

Sigma-Aldrich

ATCC® PCS-999-003™
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Tablo 2.2: Diger kimyasallar ve sarf malzemeler.

Malzeme Marka
Hiicre kiiltiir sisesi 25 cm? delikli kapak ISOLAB 120.01.025
Hiicre kiiltiir sisesi 75 cm? delikli kapak ISOLAB 120.01.075
24 well plate (hiicre kiiltiirii plakasi) ISOLAB 122.11.024
96 well plate (hicre Kiilturii plakasi) ISOLAB 122.11.096
Mikrosantrifuj tupi-P.P 2 mL ISOLAB
Siringa Filtresi Steril- 0,22 pm-PVDF ISOLAB
Tup santrifij P.P 15 mL DNA/RNA free ISOLAB
Tup santrifij P.P 50 mL DNA/RNA free ISOLAB
Pipet ucu (10,200,1000 pL seffaf) ISOLAB
Dimetil Sulfoksit (DMSO) ISOLAB
Ethanol %96 Extra Pure ISOLAB
Hemasitometre Neubauer Lami ISOLAB
Lamel ISOLAB
Tripan Mavisi Sigma-Aldrich
Cryovial Tup (2 mL) Sarstedt
CellTiter 96® Aqueous One Solution Cell

Proliferation Assay (MTS) Promega
Cell Proliferation Kit 1 (MTT) Roche
Enjektér (5 mL) Setecoject
Virkon S Refarm
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2.1.1.2 Drosophila in vivo Toksisitesinde Kullamlan Kimyasallar ve Sarf Malzemeler
Kullanilan Drosophila melanogaster susu yabanil Oregon-R tipidir ve kendilestirilerek saf
soy elde edilmistir. Testler sirasinda kullanilan kimyasal ve malzemeler Tablo 2.3’te

gosterilmistir.

Tablo 2.3: Drosophila testlerinde gerekli kimyasallar ve malzemeler.

Dietil Eter (ISOLAB)

Propiyonik Asit (Merck)

Mikostatin Oral Suspansiyon (Deva)
Agar (Sigma Aldrich)

Maya

Irmik

Toz Seker

Polistiren Steril Petri Kab1 (ISOLAB)
Cam Sise

Milimetrik Kagit

Boya Firgasi

Mezur

Pamuk
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2.1.2 Cahismada Kullanilan Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlarin listesi Tablo 2.4’te verilmistir.

Tablo 2.4: Calismada kullanilan cihazlar.

Cihaz Marka
Analitik Terazi Denver Instrument
Blngpvenllk Labconco
Kabini

Buzdolabi (+4°C) Regal
Buzdolabi (-20°C) Altus
Dondurucu (-80°C) Nuaire Glacier
Canl1 Hiicre

Gorintileyicisi Nano Entek
(JuLl)

CO2’li inkiibator Nuaire
Faz Kontrast OlVMDUS
Mikroskobu ymp
Magnetik .
Karistirici Heidolph
Mikropipet Seti Eppendorf
Mikroplaka

Okuyuculu Thermo Scientific
Spektrofotometre

Otoklav Hirayama
Saf Su Cihazi Human Power |
Sogutmali Santrifiij Hettich Rotina 380R
Su Banyosu Elma Sonic

2.2 Metot

Hidrojel orneklerinin yara ortii malzemesi olarak kullaniminin uygunlugunun arastirildigi
bu tezde biyomalzemelerin HDFa hicrelerindeki sitotoksik etkisi in vitro ve Drosophila
melanogaster Uzerindeki toksik etkisi in vivo toksisite testleri ile yapilmis ve tez

caligmasinin genel metodolojisi Sekil 2.1°de 6zetlenmistir.
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Sekil 2.1: Tez galismasinin genel metodolojisi.

2.2.1 Hidrojel Orneklerinin Hazirlanmasi
Daha onceden sentezlenen PEO, PVA ve kitinden olusan hidrojeller %1, %2.5 ve %5 kitin
ilaveli ve ilavesiz olarak 12 farkli sekilde Tablo 2.5’teki gibi siniflandirilmastir.

Tablo 2.5: Hidrojel 6rnekleri siniflandirmasi.

PEO PVA PEO/PVA

PEO %1 Kitin PVA %1 Kitin PEO/PVA %1 Kitin
PEO % 2.5 Kitin PVA % 2.5 Kitin PEO/PVA % 2.5 Kitin
PEO %5 Kitin PVA %5 Kitin PEO/PVA %5 Kitin

ISO 10993-5 ve ISO 10993-12 standartlar1 kapsaminda gergeklestirilen sitotoksisite testleri
icin hidrojeller; ekstrakt olusturmaya dayanan indirekt kontakt test ve test edilecek

hidrojelin kendisini dogrudan kullanmaya dayanan direkt kontakt test icin farkli formlarda
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deney Oncesi hazirlanmistir (Sekil 2.2). Indirekt test i¢in kullanilacak hidrojel 6rnekleri,
24-kuyucuklu plakalarin icine sigacak biiyiiklikte (~1.5-1.9 cm?), direkt test igin
kullanilacak hidrojeller ise 96-kuyucuklu plakalarin icine sigacak biiyiikliikte (~0.32 cm?)
kesilmis ve her ornek ayri kuyucukta olacak sekilde yerlestirilmistir. Malzemeler
kesilirken her malzemenin esit boyutlarda ve diiz bir yiizeye sahip olmasina, boyutlarinin
testin gerceklesecegi alanlar olan plakalardaki kuyucuk hacminin ¢ogunlugunu
kaplamasima dikkat edilmistir. Malzemelerin sterilizasyonu i¢in hazirlanan plakalar agzi
acik bir sekilde 24 saat boyunca laminar kabinin icerisinde UV 1518a maruz birakilmis ve
sonrasinda Orneklerin kullanimi yalnizca kabinin igerisinde ve steril forsep kullanilarak

gerceklestirilmistir.

Sekil 2.2: Direkt ve indirekt test i¢in kuyucuklara yerlestirilen hidrojel 6rnekleri.

2.2.2 Invitro Hicre Kiltlirt Calismalar:
ATCC® PCS-201-012™ kodlu insan dermal fibroblast hiicrelerinin ihtiyaglarina uygun
sekilde hiicre kiiltiirii ortaminda gerekli islemler gerceklestirilmistir. Hiicre hattinin genel

Ozellikleri Tablo 2.6’da verilmistir.

26



Tablo 2.6: insan dermal fibroblast hiicre hatt1 genel 6zellikleri.

Hucre: Human Dermal Fibroblast (HDFa)

Urtin Kodu: ATCC; PCS-201-012™

Hucre Tipi: Primer

Hiicre Cesidi: Fibroblast

Huicre Morfolojisi: igsi sekil, ¢ift kutuplu hiicre
Donor canli: Homo sapiens, insan

Dondr durumu: Normal, yetigkin

Doku: Deri

BlyUme tipi: Adherent (yapiskan)

2.2.2.1 Sterilizasyon

Hiicre kiiltiir laboratuvari, ¢aligmalara baslanmadan 6nce mikrobiyal kontaminasyonun
engellenmesi i¢in detaylica sterilize edilmistir. CO>’li inkiibator bosaltilip her rafi ayr1 ayr
cikarilarak virkon ¢ozeltisi, ardindan %70’lik EtOH ile temizlenmis ve bu islem inkiibator
37°C’de bir siire ¢aligtirildiktan sonra tekrarlanmistir. Laminar kabin i¢in de ayni sekilde
virkon, ardindan %70’lik EtOH ile kullanilacak alanlar ve cam yiizey detaylica
temizlenmis ve kabin temizligi her calisma 6ncesi ve sonrasi tekrarlanmistir. Hiicre kiiltiirti
laboratuvarinda bulunan santrifiij cihazi, mikroskop, ¢alisma yiizeyleri %70’lik EtOH ile,
laboratuvar zemini ise c¢amasir suyuyla silinmistir. Bu islemler periyodik olarak
tekrarlanmis ve laboratuvar kullanilmadiginda laminar kabinin ve odanin UV 15181 acilarak
sterilizasyon gergeklestirilmistir. Kabin igerisinde ¢alisilirken kullanilacak pipet ucu,
santrifj tupd, beher gibi malzemeler 121°C, 1.02 atm basingta 20 dakika otoklavlandiktan
sonra etiiv icerisinde kurutulmus ve kabin icerisine sokulmadan once %70’lik EtOH ile

ylzeyleri silinmistir.

2.2.2.2 Kiiltiir Ortami Bilesenlerinin Hazirlanmasi

Ticari olarak satin alinan ve esansiyel ve non-esansiyel aminoasitler, vitamin, mineral ve
inorganik tuzlar igeren fibroblast bazal medyumu (ATCC® PCS-201-030™), yine ticari
olarak satin alinan fibroblast biiyiime kiti (ATCC® PCS-201-041™) bilesenleriyle
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karistirtlarak fibroblast biiyiimesi i¢in ideal kosullar1 saglayan ve hiicre saglayicisi firma
tarafindan Onerilen bir tamamlanmis besiyeri olusturulmustur. Bilesenlere ek olarak
Penisilin-Streptomisin-Amfoterisin B ¢dzeltisinden de 0.5 mL bu besiyerine eklenmistir.
Bunun icin 6ncelikle -20°C’de bulunan biiylime kiti ¢ikarilmig, kit bilesenleri 37°C’ye
1isitilmis su banyosunda ¢ozdiiriilmiis ve L-glutamin ¢okeltisinin iyice ¢Oziinmesi igin
hafifce c¢alkalanmigtir. Bilesen siselerinin yiizeyleri %70’lik EtOH ile silinip kabin
igerisine almmis ve +4°C’den c¢ikarilan bazal medyum igerisine, aseptik kosullar
gozetilerek Tablo 2.7°deki hacimlere gore ayr1 ayri eklenmistir. Bilesenlerin homojen
dagilmasi i¢in medyum sisesi hafifce ¢alkalanmis, bilesenler esit dagildiktan sonra sonraki

kullanimlar i¢in medyum 15 mL’lik falkonlarda alikotlanmis ve +4°C’de saklanmuistir.

Tablo 2.7: Fibroblast biiyiime kiti bilesenleri.

Bilesen Hacim Final Konsantrasyonu
rh FGF basic 0.5mL 5 ng/mL
L-glutamin 18.75 mL 7.5 mM
Askorbik asit 0.5mL 50 pg/mL
Hidrokortizon hemistksinat 0.5mL 1 pg/mL
rh Insulin 0.5mL 5 pug/mL
Fetal Bovin Serum 10 mL %2

Tablet formunda bulunan ticari PBS kimyasali 1 tablet/100 mL olacak sekilde saf su
icerisinde ¢Ozduruldikten sonra 121°C’de 20 dakika otoklavlanmig ve ¢Okelmenin

engellenmesi i¢in oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

2.2.2.3 Hiucre Cozdurilmesi

Ticari olarak cryovial tiip igerisinde dondurulmug olarak gelen ve -80°C’de muhafaza
edilen HDFa hiicre stogunun daha 6nce 37°C’ye 1sitilan su banyosunda kapagindan
tutulmak suretiyle, tlipiin yaris1 suyun icine girecek sekilde 1-2 dakika boyunca yavasca
sallanarak ¢oziilmesi saglanmistir. Tiiplin icerisinde az miktar buz pargasi kalinca su
banyosundan alinip %70’lik EtOH ile spreylendikten sonra laminar kabinin icerisine
alinmigtir. Besiyeri/yiizey alan1 oram 1 mL / 5 cm? olacak sekilde daha dnceden 37°C’de
1sitilan tamamlanmis besiyerinden 15 mL almarak T-75 flaskina aktarilmistir. Hiicre

stogunun kapagi agilip yavasca pipetaj yapilarak hiicre siispansiyonu homojenize edilmis
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ve buradan 1 mL hiicre siispansiyonu alinarak 15 mL besiyeri i¢eren flaska eklenmistir.
Kapagi kapatilan flask yavascga sallanip hiicrelerin esit dagilmas: saglanmis ve 37°C, %5
CO2’li inkiibator ortamina konulmustur. Bir sonraki islemler i¢in en az 24 saat boyunca

inkiibatoriin kapaginin agilmamasina dikkat edilmistir.

2.2.2.4 Pasajlama

Morfolojileri ve biiylime oranlart mikroskop altinda giinliik olarak kontrol edilen hiicreler
%80-90 konfluent olduklarinda pasajlama islemi gergeklestirilmistir. Hiicreleri flask
ylizeyinden kaldirmak i¢in gerekli olan Tripsin-EDTA ¢06zeltisi ve tamamlanmis besiyeri
37°C’de 1sitilmistir ve steril kosullarda kabin igerisine almmustir. Inkiibatérden cikarilan
hiicre flaski igerisindeki besiyeri atik kabina atilmis ve ardindan tutunmus hiicreleri iceren
flask, yuzeyde kalan serum izlerinin giderilmesi icin 2 kez 10 mL PBS kullanilarak
yikanmistir. 3 mL Tripsin-EDTA ¢ozeltisi flaska eklenmis, yiizeyi esit kaplamasi
saglanmis ve inkubator icerisinde 37°C’de 5-10 dakika bekletilmistir. Yaklasik 5 dakika
icinde hiicrelerin birbirlerinden uzaklastigt ve yukari yuvarlanmaya basladig
goriildiigiinde yapisik kalan hiicrelerin kopmasi i¢in yavasca farkli noktalardan flask
tabanina vurulmustur. 10 dakikadan fazla tripsinizasyona maruz birakmamaya dikkat
edilerek, hiicrelerin gogunlugu koptuktan sonra 7 mL tamamlanmis besiyeri (complete
medium) eklenerek tripsin notralize edilmistir. Falkon tiipline alinan hiicreler 1500 rpm’de
3 dakika santriflij edilmis, supernatant atilmis ve pellet 7 mL tamamlanmis besiyeri
eklenerek ¢ozdiiriilmiistiir. Icerisine 15 mL besiyeri konulan ayri bir flaska, bu nétralize
edilmis hiicre sollisyonundan 1 mL alinarak eklenmis ve flask 37°C, %5 CO2’li inkiibattre

kaldirilmistir.

2.2.2.5 Hiicrelerin Dondurulmasi

Falkon tlpte kalan 9 mL hiicre ¢ozeltisi iki ayri tiipe boliinerek bir tiip dondurulacak
hiicreler i¢in ayrilmistir. 1500 rpm’de 3 dakika santrifij edildikten sonra supernatant
yavag¢a dokiilmistiir. %10 DMSO, %10 FBS ve %80 tamamlanmis besiyeri igeren
dondurma ¢dzeltisi taze olarak hazirlanmis ve pellet bu ¢ozelti igerisinde ¢ozdiiriilmiistiir.

Her bir cryovial tipe 1 mL bu ¢ozeltiden eklenerek -80°C’ye kaldirilmistir.

2.2.2.6 Hiicre Sayis1 Optimizasyonu
Membran biitiinliigli bozulmamis canli hiicrelerden gegemeyen tripan mavisi, membran

biitlinliigii bozulmus o6lii hiicrelerden gecerek intraseliiler proteinlere baglanir ve o6l
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hiicrelerin koyu, mavi renkte goziikkmesini saglar [108]. Boya dislama yontemi olarak da
bilinen bu yontemle; her biri 1mm? alana sahip 9 1zgaradan olusan hemasitometre lamina

(Sekil 2.3) hiicre ¢ozeltisi alinarak birim hacimde ne kadar hiicre bulundugu hesaplanir.

............. ! 1mm

1mm

Sekil 2.3: Hemasitometre lami1 ve sayim 1zgarasi alan1 goriiniimii.

Onceden sayim icin ayrilan hiicreleri iceren falkon tiipii, 1500 rpm’de 3 dakika santrif(ij
edildikten sonra supernatant uzaklastirilmis ve pellet 5 mL tamamlanmis besiyeri
igerisinde ¢ozllmiistiir. Hemasitometre lami ve lamel kullanimdan 6nce %70’lik alkolle
temizlendikten sonra 10 pL hticre ve 10 pL tripan mavisi (1:1 diliisyon) homojen olarak
karistirildiktan sonra 10 pL karisim lamelin  altindaki ¢ukura, hava kabarcigi
olusturmamaya dikkat ederek eklenmistir. Mikroskop altinda 4 kdésede bulunan canli
hiicreler sayilarak 1 mL’deki ortalama hiicre sayist;

(4 bolgede bulunan toplam hiicre sayisi/4) x Dillisyon Faktérii x 10* formali ile

hesaplanmuistir.

2.2.2.7 Indirekt Sitotoksisite Testleri

Indirekt sitotoksisitede kullanilmak tizere dncelikle hidrojellerin ekstraktlar1 hazirlanmastir.
Boliim 2.2.1°de anlatildig1 sekilde kesilen ve sterilize edilen hidrojeller, deney oncesi
kullanima hazir olacak sekilde; 24 kuyucuklu plakalar igerisine yerlestirilmis ve iizerine
her kuyucuga 2 mL tamamlanmis besiyeri ilave edilerek 120 saat 37°C’de bekletilmistir.
Stire sonunda hidrojeller steril forsep ile atilmis ve ekstraktlar kullanima hazir hale
getirilmistir. Ekstraksiyon ortami olarak tamamlanmis medyum segilmesinin sebebi hem
icerdigi serum ile hiicresel biiylimeyi desteklemesi hem de polar ve polar olmayan

bilesenler igermesidir. Ekstraksiyon sicakliginin  37°C’yi  gegmemesi, besiyeri
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bilesenlerinin ve serumun kimyasal yapisinin bozulmamas: adina Onemlidir [85].
Ekstraksiyon sirasinda filtrasyon veya pH ayarlanmasi gibi degisiklikler test sonuglarini

etkilememek adina yapilmamaistir.

Hazirlanan ekstraktlar kullanilarak HDFa fibroblast hiicreleri iizerinde MTT testi
gerceklestirilmistir. Yeterli pasaj sayisina ulasan ve hemasitometre ile sayimi yapilan
hiicrelerden 96 kuyucuklu plakalara, 7,4x10* hiicre/kuyu olacak sekilde 100 pL
eklenmistir. 24 saat ve 48 saat i¢in ayr1 ayri1 hazirlanan plakalarda hiicre tutunmasi
gerceklesene kadar takip edilmis, hiicreler tutunduktan sonra besiyeri atilmis ve hazirlanan
ekstraktan 100 pL eklenmistir. 24 saat inkiibasyondan sonra kuyucuklardaki besiyeri
atilmig ve MTT testi yapilacak hiicrelerin {izerine 100 pL taze besiyeri ve 10 uyL MTT
reaktifi eklenmistir ve 37°C’de 4 saat bekletilmistir. Siire sonunda kuyucuklardan sivilar
¢ekilmis ve kit igerisinde bulunan ve formazan kristallerini ¢ézmek i¢in kullanilan
reaktiften 100 pL eklenmis, 24 saat 37°C’de bekletilmis ve 570 nm’de mikroplaka
okuyuculu spektrofotometrede absorbans Ol¢limii yapilmistir. Aymi islemler 48 saatlik
plaka i¢in de tekrarlanmistir. Kontrol grubuna herhangi bir ekstrakt eklenmemistir. Her bir
grup i¢in test 3 tekrarli olarak ¢alisilmistir. MTT testi sonucunda elde edilen absorbans

degerleri ylzde olarak kontrol grubu degerlerine oranlanarak hesaplanmustir.

2.2.2.8 Direkt Sitotoksisite Testleri

96 kuyucuklu plakalara 100 pL hiicre ¢ozeltisi eklenmis ve 24 saat boyunca 37°C’de
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda hiicreler yapismissa 100 pL taze besiyeri eklenmis
ve Bolim 2.2.1°de anlatildigi gibi kesilen ve sterilize edilen 6rnekler hiicrelerin Gstiine
yerlestirilmistir. Kontrol grubuna kompozit eklenmemistir. Ertesi giin kompozitler steril
forsep ile kaldirildiktan sonra kuyucuklara 20 pL MTS reaktifi eklenmis ve 4 saat sonunda
490 nm’de Olglim alinmistir. Ayni islemler bir sonraki giin 48 saat plakasi i¢in de
tekrarlanmigtir. MTS testi sonucunda elde edilen absorbans degerleri yuzde olarak kontrol

grubu degerlerine oranlanarak hesaplanmistir. Her bir grup igin test 3 tekrarh ¢alisilmistir.

2.2.3 In vivo Drosophila Calismalar:

Testler boyunca Oregon-R yabanil tip (wild type) soy kullanilmis ve 22°C ve %60 nem
iceren inkiibatorde iiretim gerceklestirilmistir. Inkiibatdrden sadece testler sirasinda
cikarilan Oregon-R soylart birka¢c jenerasyon boyunca {iretimi gerceklestirilip

kendilestirildikten sonra testler i¢in kullanilmisgtir.
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2.2.3.1 Drosophila Besiyerinin Hazirlanmasi

Yaklasik olarak 250 mL’lik cam siselerde, sise tabanina yerlestirilen standart bir besiyeri
kullanilarak yetistirilen Drosophila suslari i¢in taze besiyeri hazirlanmali ve pasajlamalar
sirasinda sinekler yeni besiyerlerine aktarilmalidir. Besiyeri hazirlanirken 500 mL saf su
icerisinde, su kaynarken sirasiyla 43 g toz seker ve 9 g agar ¢ozdiiriilmiis, ardindan 90 g
irmik eklenmis ve sisinceye kadar karistirnlmigtir. 3 dakika oda sicakliginda bekletildikten
sonra 25 g maya, 0.3 g mikostatin ve son olarak 5 mL propiyonik asit eklenerek homojen
olacak sekilde karistirilmistir. Onceden otoklavlanmis cam siselere beklemeden karisim
25’er g olarak aktarilmis ve siselerin agzi aliminyum folyo ile kapatilarak sogumaya ve
katilasmaya birakilmistir. Pasajlama islemleri i¢in sonradan kullanilacak olan siseler

agizlar1 kapatilarak +4°C’de muhafaza edilmistir.

2.2.3.2 Ekstraktlarin Hazirlanmasi

Onceden sterilize edilmis hidrojel ©6rnekleri 20 mg/mL olacak sekilde stok
konsantrasyonlar halinde distile su igerisinde c¢oziilerek hazirlanmistir.  Stok
konsantrasyonlar 50 pg/mL ve 100 pg/mL olacak sekilde iki farkli dozda seyreltilmistir.
Besiyerler hazirlandiktan sonra malzeme ekstraktlar besiyerlerine eklenmis ve besiyerine
esit dagilmasi saglanmistir. Kontrol grubunda sadece besiyeri kullanilmistir. Hidrojel
orneklerinden in vitro sonuglarda her grupta en anlamli aktivite gésteren gruplar secilmistir
(%2.5 kitin ilaveli PEO ve PVA, %5 kitin ilaveli PEO/PVA).

2.2.3.3 Gelisim Testleri

Toksik etkisi incelenecek olan hidrojellerle beslenen Drosophila larvalarinin pupa ve
yetiskine donme oranlarini ve canliliklarini takip etmek amaciyla yapilan gelisim testleri
Liu ve ark.’larmim yontemi kullanilarak modifiye edilmistir [109]. Farkli dozlara maruz
birakilacak larvalarin olusturulmasi i¢in standart besiyeri bulunan siseler igerisine 25 disi
ve 25 erkek yetiskin Drosophila aktarilmis ve 48+4 saat boyunca inkiibasyona
birakilmistir. Siire sonunda olusan 1.evre larvalar besiyerinden temizlenerek bir firca
yardimiyla sayilarak toplanmis ve esit sayilarda olacak sekilde ekstraktlarla muamele
edilmis deney siseleri ve ekstrakt icermeyen kontrol grubu siselerine aktarilmistir. Siseler
pupa ve yetiskin olusumu i¢in 22°C’ye kaldirilmis ve gelisimleri takip edilmistir. Yaklasik
10 giin siiren larvadan pupaya ve pupadan yetiskine doniisme siiresi boyunca her gruptaki
pupa ve yetiskin sayilar1 ayr1 ayr1 not edilmistir. Yetigkinlerin sayilabilmesi i¢in eter ile

bayiltma islemi gerceklestirilmistir. Drosophila yetiskinleri yer ¢ekiminin tersine, 1s18a ve
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kokuya yonelim gostererek sise icerisinde ucgarlar ve sise disindan gdzle sayilmalari
oldukca zordur. Bu sebeple sisenin pamugu hizli bir sekilde dietil etere batirilmis pamuk
ile degistirilerek eterizasyon islemi gerceklestirilmistir. Uzun siire dietil etere maruz
birakmamaya dikkat edilerek yaklasik 2-3 dakika i¢inde hareketsiz kalip tabana diisen
sinekler ayr1 bir kaba alinip sayimi gerceklestirilmis ve ardindan eski ortamlarina
aktarilmistir. Deney her grup icin 3 tekrarl olacak sekilde gergeklestirilmistir. Kontrol
grubuna gore yiizdelik alinarak hesaplanan puparasyon, pupadan c¢ikma ve canlilik

ylizdeleri asagidaki formiiller kullanilarak hesaplanmaistir;

% Puparasyon: Pupa sayisi/Larva sayisi x 100
% Canlilik: Yetiskin sayisi/Larva sayis1 x 100
% Pupadan ¢ikma:  Yetiskin sayisi/Pupa sayis1 x 100

2.2.3.4 Davrams Testleri

Farkli gelisimsel evrelerde, herhangi bir organizmanin toksisitesi arastirilan uyarana kars1
verdigi yanitlar, organizmanin fizyolojisinde gerceklesen fiziksel ve kimyasal degisimler
sonucu gergeklesir ve davranig olarak adlandirilir. Kronik donemli toksisitenin
belirlenmesi admna kullanishh  bir parametre olan davranis toksisitesi, farkl
konsantrasyonlarda hazirlanan hidrojel ekstraktlarina maruz birakilan Drosophila larva ve
yetiskinlerinde incelenerek larval siirinme testi ve yetiskin tirmanma testi

gerceklestirilmistir.

Larvalar kas ve sinir sistemlerinin bir fonksiyonu olarak; biiziilme ve genisleme ile
karakterize koordineli bir hareket gosterirler. Saga-sola kivrilma, diiz siirlinme, kazarak
ilerleme, agir hareket etme gibi normalden farkli hareketler i¢eren davraniglarin incelendigi
bu testte toksik ajana bagli olarak gelisen erken ndral hasarlarin etkisiyle, larvalarin
hareketlerinde gergeklesen degisimler takip edilir [110]. Gautam ve ark.’larinin yontemi

modifiye edilerek test gerceklestirilmigtir [106].

Daha Onceden farkli dozlarda hazirlanan ve besiyerlerine eklenen hidrojellere maruz
birakilan yetiskin disi ve erkek sineklerden elde edilen 3.evre larvalar her bir test grubu
icin ayr1 ayri olacak sekilde toplanmig ve {izerlerindeki besiyerlerinden arindirilmistir. Her
bir kontrol ve test grubu icin 90 mm’lik petri kaplarma %2’lik agar eklenmis ve

katilagmasi igin bir siire beklenmistir. Sirasiyla her gruptan alinan larvalar Sekil 2.4’teki
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gibi petri kaplarinin ortasina yerlestirilmis ve konulduklar1 andan itibaren olan hareketleri
isaretlenmigstir. Hareketin goézlenmesi igin petri kaplarinin arkasina milimetrik kagit
yerlestirilerek ortalanmis, es zamanl olarak sabit bir uzakliktan yerlestirilen kamera ile
hareketler kayit altina alimmistir. Larvalarin 1 dakika igerisinde aldiklari yol cm cinsinden

hesaplanmis ve deney 3 tekrarli olarak gergeklestirilmistir.

3. evre
larva

Sekil 2.4: Larva striinme testi platformu.

Ciftlesme, besin arayisi gibi aktivitelerde onemli bir rolii olan u¢ma kabiliyeti, yetiskin
Drosophila davranisinda gozlenebilen standart bir parametre olup, toksik ajana bagl
olarak duyusal ve motor faaliyetlerde olusan dengesizligin bir sonucu olarak etkilenebilen
lokomotor bir aktivitedir [111]. Mishra ve arkadaslarinin kullandigi yontem modifiye

edilerek test gergeklestirilmistir [112].

Farkli dozlarda hidrojel iceren besiyeri ortaminda yetiskin hale gelen sinekler ve herhangi
bir bilesen eklenmeyen kontrol grubunda yetiskin hale gelen sinekler; her grup ayri olacak
sekilde Sekil 2.5’teki gibi 100 mL’lik dereceli silindire aktarilmistir. Dereceli silindire 80
mL cizgisinde bir isaret konulmustur. Silindir igerisine aktarilan sinekler ortama uyum
saglamalar1 i¢in birka¢c dakika bekletilmis ve kagmamalar1 i¢in dereceli silindirin agzi
pamuk ile kapatilmistir. Dereceli silindirin arkasina beyaz bir diizlem yerlestirilmis ve sabit
bir noktadan kamera kaydi alinmigtir. Ortama alisan sinekler 3-4 defa silindire vurulmak
kaydiyla tabana indirilmis ve 1 dakika igerisinde isaret c¢izgisini gecebilen sinekler

g6zlenmistir. Her grup i¢in ayr1 ayr1 1 dakika igerisinde belirli ¢izgiyi gecen sayisi
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yilizdelik olarak hesaplanmis ve deney 3 tekrarli olarak gerceklestirilmistir. Her tekrar
Oncesi sineklerin ortama alismasi i¢in birkac dakika siire verilmesine dikkat edilip deney

gerceklestirilmistir.

Sekil 2.5: Yetiskin tirmanma testi platformu.

2.2.4 Istatistik

[statistiki analiz i¢in Microsoft Office Excel programi kullanilmigtir. N=3 olacak sekilde
tekrarli gergeklestirilen testlerdeki 6rneklemlerin ortalama standart sapma ve standart hata
degerleri hesaplanmigtir. Gruplar arasindaki anlamlilik degerlerinin belirlenmesi i¢in
Excel’in Paired Student T Testi fonksiyonu kullanilmis ve p<0.05 olan tiim degerler

istatistiki olarak anlamli kabul edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1 In vitro Sitotoksisite Sonuclari
MTT ve MTS testlerinden elde edilen absorbans verileri, kontrol grubunun aktivitesinin
ortalama degerleri oranlanarak kontrole kiyasla yiizde metabolik aktivite olarak

hesaplanmustir.

3.1.1 Indirekt Sitotoksisite Sonuclari

HDFa hiicre hatt1 {izerinde indirekt temas yontemi ile 24 saat ve 48 saat boyunca maruz
birakilan hidrojel ekstraktlarinin, kitin ilaveli ve ilavesiz olarak farkli metabolik aktiviteleri
yiizde olarak hesaplanmis ve negatif kontrol grubuna gore (NK) kiyaslanmistir. 570 nm’de
absorbans oOlgiilerek gergeklestirilen indirekt MTT testi sonuglarinin tiim gruplardaki 24 ve
48 saatlik sonucu Sekil 3.1°de gosterilmistir. Sirasiyla PEO, PVA ve PEO/PVA igeren
kompozitlerin 24 saatlik indirekt MTT sonuglar1 Sekil 3.2, 3.3 ve 3.4’te; 48 saatlik indirekt
MTT sonuglari Sekil 3.5, 3.6 ve 3.7°de gosterilmistir. Grafiklerde kontrole gore istatistiksel

anlamli olan p<0.05 degerleri, * olarak gosterilmistir.

Indirekt MTT
180

160 b

140 %

120

100
80
60
40
20

Metabolik aktivite (%)

024 saat W48 saat

Sekil 3.1: Indirekt MTT sonuglaria goére hidrojel kompozitlerinin % metabolik aktivite oranlari.
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Sekil 3.2: 24 saat inklibasyon sonucu PEO igeren kompozitlerin % metabolik aktivite oranlari.
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Sekil 3.3: 24 saat inkiibasyon sonucu PVA igeren kompozitlerin % metabolik aktivite oranlari.
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Sekil 3.4: 24 saat inkiibasyon sonucu PEO/PVA igeren kompozitlerin % metabolik aktivite
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ekil 3.5: 48 saat inkiibasyon sonucu PEO iceren kompozitlerin % metabolik aktivite oranlari.
S y ¢ p
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Indirekt MTT (48 saat)
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Sekil 3.6: 48 saat inkiibasyon sonucu PVA igeren kompozitlerin % metabolik aktivite oranlari.
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Sekil 3.7: 48 saat inkibasyon sonucu PEO/PVA igeren kompozitlerin % metabolik aktivite
oranlari.
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3.1.2 Direkt Sitotoksisite Sonuclari
HDFa hiicre hatt1 tizerinde direkt temas yOntemi ile 24 saat ve 48 saat boyunca maruz
birakilan hidrojel ekstraktlarinin, kitin ilaveli ve ilavesiz olarak farkli metabolik aktiviteleri

ylizde olarak hesaplanmis ve kontrol grubuna gore (NK) kiyaslanmistir.

490 nm’de absorbans Olgiilerek gerceklestirilen direkt MTS testi sonuglariin tiim
gruplardaki 24 ve 48 saatlik sonucu Sekil 3.8’de gosterilmistir. Sirasiyla PEO, PVA ve
PEO/PVA iceren kompozitlerin 24 saatlik direkt MTS sonuglar1 Sekil 3.9, 3.10 ve 3.11°de;
48 saatlik direkt MTS sonuglar1 Sekil 3.12, 3.13 ve 3.14’te gosterilmistir. Grafiklerde

kontrole gore istatistiksel anlamli olan p<0.05 degeri, * olarak gésterilmistir.

Direkt MTS
180
160 *
140 .
120 * % *
100

Metabolik Aktivite (%)
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024 saat W48 saat

Sekil 3.8: Direkt MTS sonuglarina gore hidrojel kompozitlerinin % metabolik aktivite oranlari.
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Direkt MTS (24 saat)
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Sekil 3.9: 24 saat inkiibasyon sonucu PEO iceren kompozitlerin % metabolik aktivite oranlari.
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Sekil 3.10: 24 saat inkiibasyon sonucu PVA igeren kompozitlerin % metabolik aktivite oranlari.
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Direkt MTS (24 saat)
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Sekil 3.11: 24 saat inkiibasyon sonucu PEO/PVA igeren kompozitlerin % metabolik aktivite

oranlari.
Direkt MTS (48 saat)
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Sekil 3.12: 48 saat inkiibasyon sonucu PEO igeren kompozitlerin % metabolik aktivite oranlari.
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Sekil 3.13: 48 saat inkiibasyon sonucu PVA igeren kompozitlerin % metabolik aktivite oranlari.
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Sekil 3.14: 48 saat inkiibasyon sonucu PEO/PVA igeren kompozitlerin % metabolik aktivite

oranlari.

3.2 Invivo Toksisite Sonuglari

In vitro sitotoksisite testlerinden anlamli etkiler gésteren % 2.5 Kitin ilaveli PEO, % 2.5

kitin ilaveli PVA ve % 5 kitin ilaveli PEO/PVA secilerek Drosophila melanogaster’de

toksik etkileri incelenmistir.
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3.2.1 Gelisim Testleri Sonuglari

Larvadan pupaya doniisiimiin gergeklestigi puparasyon, pupadan yetiskine doniisiimiin
gerceklestigi pupadan ¢ikma ve yetigkin/larva oranimi kiyaslayan canlilik oranlar1 kontrol
grubu ile kiyaslanarak yilizde olarak hesaplanmistir. Sekil 3.15, Sekil 3.16 ve Sekil 3.17°de
sirastyla puparasyon, pupadan ¢ikma ve canlilik oranlari gosterilmistir. Grafiklerde

kontrole gore istatistiksel anlamli olan p<0.05 degeri, * olarak gosterilmistir.

95
I 1 I I
90 I T1 I T
*

S 85 .
= 80 .
S
2.
g7

70

65

PEO + %2.5 Kitin PVA + %2.5 Kitin PEO/PVA + %S5 Kitin

OKontrol OS50 pg/ml @100 pg/ml

Sekil 3.15: 50 pg/mL ve 100 pg/mL dozlu ekstraktlarin kontrole kiyasla % puparasyon oranlari.
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78
76

—

Pupadan ¢ikma orani (%)

PEO + %2.5 Kitin PVA + %2.5 Kitin PEO/PVA + %S5 Kitin

OKontrol OS50 pg/ml @100 pg/ml

Sekil 3.16: 50 pg/mL ve 100 pg/mL dozlu ekstraktlarin kontrole kiyasla % pupadan ¢ikma
oranlari.
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PEO + %2.5 Kitin PVA + %2.5 Kitin PEO/PVA + %S5 Kitin

OKontrol O50 pg/ml @100 pg/ml

Sekil 3.17: 50 pg/mL ve 100 pg/mL dozlu ekstraktlarin kontrole kiyasla % canlilik oranlari.

3.2.2 Davrams Testleri Sonuglari

3.2.2.1 Larval SUrinme Testi Sonuclari

50 pg/mL ve 100 pg/mL ekstraktlarr ile muamele edilen 3.evre larvalarin petri kabinda
agar lizerindeki hareketleri 1 dk boyunca kaydedilerek, hareket motifleri Sekil 3.18, Sekil
3.19 ve Sekil 3.20’de verilmistir. Larval siirinme hizlart Sekil 3.21°deki grafikte

verilmigtir.

Sekil 3.18: Kontrol (A), 50 pg/mL dozlu % 2.5 kitin ilaveli PVA (B), 100 pg/mL dozlu % 2.5 Kitin
ilaveli PVA (C).
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Sekil 3.19: Kontrol (A), 50 pg/mL dozlu % 2.5 kitin ilaveli PEO (B), 100 pg/mL dozlu % 2.5 kitin
ilaveli PEO (C).

Sekil 3.20: Kontrol (A), 50 pg/mL dozlu %5 kitin ilaveli PEO/PVA (B), 100 pg/mL dozlu %5
kitin ilaveli PEO/PVA (C).

Larva Sitritnme Testi

H
e

HH

Siiriinme Hizt ( cm.dk™)

PEO + %2.5 Kitin PVA + %2.5 Kitin PEO/PVA + %S5 Kitin

OKontrol OS50 pg/ml @100 pg/ml

Sekil 3.21: 50 pg/mL ve 100 pg/mL dozlu kompozit ilave edilmis 3.evre larva hizlar (cm.dk™).
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3.2.2.2 Yetiskin Tirmanma Testi Sonuglar:
100 mL’lik dereceli silindirde 1 dakika boyunca 80 mL’yi gecebilen yetiskin sinekler
ylzde olarak hesaplanmis ve kontrol grubu ile kiyaslanmistir. Sekil 3.22°de tirmanma

oranlar1 yiizde cinsinden gosterilmistir.

Yetiskin Tirmanma Testi
45

40

30

=

25
20 *
15

Tirmanima Orant ( %)

10

PEO + %2.5 Kitin PVA + %2.5 Kitin PEO/PVA + %S5 Kitin

OKontrol O50 pg/ml. E100 pg/mL

Sekil 3.22: 50 pg/mL ve 100 pg/mL dozlu kompozitlere maruz kalmis yetiskin sinek
tirmanma oranlart.
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4. SONUC VE TARTISMA

4.1 In vitro Sitotoksisite Sonuclari

4.1.1 Indirekt Sitotoksisite Sonuglari

Biyouyumluluk tespiti i¢in kullanilan parametrelerden indirekt testte Bolim 2.2.1°de
bahsedildigi gibi hazirlanan hidrojel ekstratlari, 96 kuyucuklu plakalara ekilen insan
fibroblast hiicreleri ile etkilestirilmis ve hiicrelerin metabolik aktiviteleri yani canlilik
oranlar1 zaman igerisinde incelenmistir (24 ve 48 saat). Metabolik aktivite tespiti icin MTT
testi gergeklestirilmis ve 570 nm’de absorbans alinmistir. Absorbans sonuglar1 kontrol
grubu %100 olacak sekilde diger gruplar arasinda oranlanarak % metabolik aktivite

cinsinden hesaplanmustir.

24 saatlik indirekt temas sonucu elde edilen MTT verilerine (Sekil 3.2, Sekil 3.3 ve Sekil
3.4) gore 24 saat boyunca hiicrelerle etkilesen hidrojel ekstraktlarinin hepsi inkiibasyon
stiresince hiicre canliligini, kontrol grubuna gore artirmasina ragmen bu artiglardan % 2.5
kitin ilaveli PEO hari¢ higbiri istatistiki olarak anlamli degildir (p> 0.05). Sekil 3.2°de
verildigi lizere kitin eklenmemis PEO ve % 1, % 2.5, % 5 oranlarinda kitin ilave edilen
PEO ornekleri arasinda kontrol grubuna kiyasla hiicre canliligini en fazla artiran grup %
2.5 kitin ilaveli PEO grubu olmustur. Kontrol grubundan % 16.6 (+6.9) daha fazla canlilig:
artirmis ve bu artig istatistiki olarak anlamli degerlendirilmistir (p<0.05). Sekil 3.3de kitin
eklenmemis saf PVA ve % 1, % 2.5 ve % 5 kitin ilaveli PVA grubunun metabolik
aktiviteye olan etkisine bakildiginda kontrol grubuna kiyasla hiicre canliligin1 en fazla
artiran grubun % 2.5 kitin ilaveli PVA grubu oldugu goriilmektedir fakat buradaki artis
anlamli degildir (p>0.05). Sekil 3.4’te PEO/PVA ve kitin ilaveli PEO/PVA gruplar
kiyaslandiginda ise kontrol grubuna kiyasla canliligi en fazla artiran grubun Kitin
eklenmemis PEO/PVA oldugu goriilmiistiir. Kitin ilavesi kontrol grubuna kiyasla canlilig
diistirmese de saf PEO/PVA’ya kiyasla canliligin azalmasina sebep olmustur fakat bu

azalis istatistiki olarak anlamli degildir (p>0.05).

48 saatlik indirekt temas sonucu elde edilen MTT verilerine (Sekil 3.5, Sekil 3.6 ve Sekil
3.7) gore 48 saat boyunca hiicrelerle etkilesen hidrojel ekstraktlarinda bazi gruplarda
kontrole kiyasla yiizde canlilik aktivitesinde disiisler goriilse de higbirinde canlilik oran1 %
90’1n altina diismemistir. Sekil 3.5’de verildigi tizere PEO ve Kitin ilaveli PEO grubunda
kontrol grubuna gore canliligi azaltan tek grup saf PEO olmustur. % 94.27 (x 16.68)
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oraninda aktivite gostermistir ve bu oran istatistiki olarak anlamli degildir (p>0.05). Kitin
ilavesi kontrol grubuna kiyasla canliligi artirmistir fakat bu artis miktart ve kitin
konsantrasyonu arasinda ters bir orant1 vardir. % 1, % 2.5 ve % 5 kitin ilaveli PEO grubu
arasinda canliligi en fazla arttiran grup %1 kitin ilaveli PEO’dur ve kontrolden % 42.8 (x
14.34) daha fazla bir artig gostermistir. Kontrole kiyasla % 2.5 kitin ilavesi % 28.8 (£ 5.11)
ve % 5 kitin ilavesi % 20.2 (+ 9.17) daha fazla canlilik artisina sebep olmuslardir. Ug Kitin
grubu da canliligi desteklemis ve kitin konsantrasyonu arttikca ylizde canlilik artan
konsantrasyona bagli olarak azalmistir ve bu oran istatistiki olarak anlamli bulunmustur
(p<0.05). Sekil 3.6’da saf PVA ve kitin eklenmis PVA gruplan kiyaslandiginda; % 2.5
kitin ilaveli PVA kontrole kiyasla canliigi % 31.89 (x 8.98) daha fazla artirmistir
(p<0.05). Sekil 3.7°de saf PEO/PVA ve kitin ilaveli PEO/PVA gruplar1 kiyaslandiginda ise
PEO grubunun sonuglariyla uyumlu bir sonug elde edilmistir. % 1 kitin ilaveli PEO/PVA
grubu tiim gruplar arasinda canlilif1 en fazla artiran grup olmustur (p<0.05). Kontrole gore
% 44.6 (£ 18.3) daha fazla canlilik aktivitesine sebep olan % 1 Kitin ilaveli PEO/PVA
grubuna kiyasla % 2.5 ve % 5 kitin ilave edilmis PEO/PVA gruplar1 canlilig1 diislirmiistiir
fakat kontrole gore canliligi artirdigi gozlenmistir. % 2.5 kitin ilaveli PEO/PVA kontrole
gore % 20.68 (+ 4.72) ve % 5 kitin ilaveli PEO/PVA kontrole gore % 13.67 (+ 3.78) daha

fazla canlilik aktivitesine sebep olmuslardir (p<0.05).

Kontrol grubuna kiyasla 24 saat sonunda canlilig1 artirsa da 48 saat sonunda canliligi
azaltan gruplar kitin ilavesiz saf PEO ve PVA gruplar olmustur. Yine de canliliktaki bu
azalis anlamli olmamakla birlikte bu malzemelerin sitotoksik olarak degerlendirilebilmesi
icin gerekli olan smir1 agmamaktadir. ISO-10993-5’e gore hiicre canliliginda azalisin
%30’dan fazla olmasi sitotoksik etki olarak kabul edilir [85]. ISO standartlarina gore
hazirlanan biyomalzeme ekstraktlarinda 24 ve 48 saat sonunda highir grubunda sitotoksik
etki gorilmemistir. Sentezlenen biyomalzemelerin insan deri fibroblast hiicreleri
Uzerindeki indirekt sitotoksik etkilerine gore tum gruplarim biyouyumlu yara Orti

malzemesi aday1 olarak degerlendirilmeye uygun oldugu bulunmustur.

Kitin ile desteklenen biyomalzemeler ile yapilan literatiir ¢aligmalariyla bu tezde elde
edilen saf PEO ve PVA’nin aksine kitin ile desteklenmis PEO ve PVA’nin daha yiiksek
metabolik aktivite gostermesinin uyumlu oldugu goriilmiistiir. 24 saat ve 48 saat sonundaki
hiicre metabolik aktiviteleri karsilastirildiginda; 24 saat sonunda kitinsiz bazi gruplarda

metabolik aktivite kitinli gruplara kiyasla daha fazla iken 48 saat sonunda tim gruplarda
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kendi iglerinde kontrole kiyasla en fazla aktivite gosteren gruplarin Kitin igerenler oldugu
bulunmustur. Charernsriwilaiwat ve ark. agirlik¢a farkli oranlarda karistirip elektroegirme
yontemiyle hazirladiklar1 kitosan/PVA nanofiberlerinin farkli dozlardaki ekstraktlarinda
yaptiklar1 indirekt sitotoksisite testi ile karisimlarin higbirinin insan fibroblast hiicrelerine
sitotoksik etki gostermediklerini bulmuslardir ve potansiyel yara Ortii malzemesi aday1
olarak degerlendirmiglerdir [113]. Islam ve ark. kitosan ve PVA’y1 kiitlece farkli oranlarda
kullanarak sentezledikleri hidrojellerde farkli fibroblast hiicre hatlarinda indirekt
sitotoksisite yontemiyle MTT testi gerceklestirmislerdir ve hidrojellerin fibroblast
hiicrelerinin aktivitesini desteklediklerini, kitosan ile desteklenmis yapilarin hiicre iskelesi
olarak destekleyici olduklarini bulmuslardir. Ayrica PVA orami kiitlece yiiksek olan
hidrojellere kiyasla kitosan oraninin daha fazla oldugu hidrojellerde metabolik aktivitenin
daha yiiksek oldugunu gozlemlemislerdir [114]. He ve ark. Kitin/PVA kompozit
hidrojelleri ekstraktlarina 1929 hiicrelerinde gerceklestirdikleri MTT testi ile hidrojellerin
biyoyumlu olduklarini ve kitinin sagladig1 porlu yapinin hiicrelerin tutunmasi i¢in mekanik

destek gorevi gorerek hiicre canliligina olumlu etkisi oldugunu belirtmislerdir [115].

Trinca ve ark. elektroegirme yoluyla sentezledikleri ¢ift tabakali iskelede yara yatagiyla
dogrudan temasta bulunacak ve primer yara ortiisii islevi gorecek ikincil katman igin
kitosan/PEO blendleri hazirlamiglar ve bu iskelelerin ekstraktlarini indirekt sitotoksisite
yontemini kullanarak L929 hicreleri ile inkibe etmislerdir. MTT sonuglarina gore canli
hiicre sayis1 % 84’iin iizerinde bulunmus ve iskelelerin sitotoksik olmadig: tespit edilmistir.
Hidrofilik ortam saglayan PEO’nun kitosanla birlikte yara yatagi i¢in elverisli kosullar
sagladigi bulunmustur [116]. Alishahi ve ark. PEO/jelatinden olusan dig tabaka ve
PVA/kitosandan olusan glukantime yiiklii i¢ tabakaya sahip nanofiberleri, Leishmania
hastaligmin tedavisinde kullanilmak iizere topikal &rtii olarak gelistirmislerdir. ilag yiiklii
ve ilag yiiksiiz olarak farkli konsantrasyonlarda hazirladiklari nanofiberlerin NIH-3T3
hiicreleri iizerindeki MTT sonuglarima gore hicbir sitotoksik etki gozlenmemis ve

nanofiberlerin canliligi her grupta kontrol grubuna kiyasla artirdigi bulunmustur [117].

Sekil 3.1°de gosterilen genel olarak tiim gruplar icerisinde degerlendirilen indirekt toksisite
sonuglarina gore, sitotoksik herhangi bir etki gostermemeleri disinda kitin ilavesinin 48
saat sonunda canliligt cogu grupta daha fazla artirdigi, literatiirde gogunlukla kitosan
yerine tercih edilmesine ragmen bu ¢alismada PEO ve PVA ile desteklendiginde kitinin

deri hiicrelerinde oldukca anlamli etkiler sergiledigi goriilmiistiir. Kitosan destekli
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malzemeler biyouyumlu o6zellikler gostermesine ragmen Ozellikle yara oOrtiisii olarak
hidrojel tasariminda hidrojelin saglamlig1 nanoboyutta kitin ilavesiyle artirilabilir. Mekanik
saglamlik yara iyilesmesi sirasinda myofibroblast transformasyonu, keratinosit géc¢ii, ECM
bilesenlerinin sentezi ve yara kapanmasi gibi yara iyilesmesi siirecinde kritik olan adimlar
iizerinde dogrudan bir etkiye sahiptir [103]. Ozellikle kronik yaralarda goriilen yara
iyilesme mekanizmalarinin aksamasi ve uzamasit mekanik saglamlik kazanmis hidrojel
yara Ortiilerinin gelistirilmesiyle engellenebilir. Bu sebeple bu tez calismasinda
gerceklestirilen indirekt sitotoksisite sonug¢larnin hiicreler {izerinde sitotoksik etki
yaratmamis olmas1 ve kitin desteginin hiicrelerdeki canlilig1 artirmast olumlu bir gelisme

olarak gorulmektedir.

4.1.2 Direkt Sitotoksisite Sonuglar:

Hidrojel kompozitlerinin biyouyumluluklart ikincil yontem olan direkt sitotoksisite
yontemi ile MTS testi kullanilarak incelenmistir. Hiicreler ve biyomalzemeler arasinda
herhangi bir bariyer olmadigi, biyomalzemelerin hiicrelerle dogrudan temas ettirilmesiyle
gerceklestirilen direkt temas sitotoksisitesi i¢in Boliim 2.2.1°de bahsedildigi gibi
hazirlanan hidrojel 6rnekleri HDFa hiicreleri ile inkiibe edilmis, 24 ve 48 saat sonunda
MTS testi yapilarak 490 nm’de absorbans alinmistir. Absorbans sonuglari kontrol grubu
%100 olacak sekilde diger gruplar arasinda oranlanarak % metabolik aktivite cinsinden
hesaplanmistir. ISO standartlarinda belirtilen ve biyomalzemelerin sitotoksisitesi igin
yapilmast uygun bulunan farkli testlerin yapilarak sonuglarinin  kiyaslanmasi
biyomalzemelerin sitotoksik kosullarinin daha dogru degerlendirilebilmesi adina 6nemlidir

[118].

Direkt sitotoksisite yonteminde; hiicrelerin teste maruz birakilacak malzemelerin {izerlerine
ekilmesi, malzemeden salinabilecek toksik maddeler veya malzemenin fizikokimyasal
yapist gibi faktorlerin hiicre biiylimesini olumsuz etkileyerek test sonuclarinin yanlis
degerlendirilmesine sebep olabilir [118]. Hiicrelerin, hiicre kiiltiiri plakalarinda monolayer
olusturacak sekilde biiyiitiildiikkten sonra malzemelerin direkt olarak hiicrelerin {izerine
eklenmesi daha dogru bir yaklasimdir. Hiicrelerin {izerine malzemelerin eklenmesi
sirasinda hiicrelere mekanik hasar vermemek ve sitotoksik etki olarak yorumlanmaya
sebep olacak sonuglar yaratmamak i¢in hassas davranilmasi gerekir. Bu sebeple test
yontemi olarak daha az adimli MTS yontemi direkt sitotoksisite testi i¢in tez kapsaminda

kullanilmistir.
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24 saatlik direkt temas sonucu elde edilen verilere (Sekil 3.9, Sekil 3.10 ve Sekil 3.11) gore
hiicrelerin metabolik aktivitelerine bakildiginda kontrol grubuna kiyasla tiim gruplarda bir
artis gozlenmistir. Sekil 3.9’da wverildigi {lizere PEO gruplart kendi aralarinda
kiyaslandiginda % 2.5 kitin ilaveli PEO’nun kontrole gore canliligi % 9.17 (+ 3.74) daha
fazla artirdign goriilmistiir (p<0.05). Bu sonu¢ PEO’nun 24 saatlik indirekt sitotoksisite
sonucu ile benzer bir etki olusturmustur. PVA gruplart kendi aralarinda kiyaslandiginda
%?2.5 kitin ilaveli PVA’nin kontrole kiyasla metabolik aktiviteyi % 17.46 (£8.07) ve %5
kitin ilaveli PVA’nin % 17.36 (£ 5.86) daha fazla artirdig1 goriilmiistiir (p<0.05). PEO ve
PVA’nin kitin ilaveli ve ilavesiz olarak bir arada bulundugu tiim gruplarda metabolik
aktivitede artis goriilmistiir ve bu artiglar saf PEO/PVA harig istatiksel olarak anlamli
bulunmustur. % 1 kitin eklenmis PEO/PVA % 47.37 (£ 4.28), % 2.5 kitin eklenmis
PEO/PVA % 58.16 (£ 7.76) ve % 5 kitin eklenmis PEO/PVA’da % 51.7 (£ 8.7) oraninda
kontrole gore daha fazla artis gozlenmistir (p<0.05).

48 saatlik direkt temas sonucu elde edilen MTS verilerine (Sekil 3.12, Sekil 3.13, Sekil
3.14) gore hiicrelerin metabolik aktivitelerine bakildiginda baz1 gruplarda yiizde metabolik
aktivitenin kontrole gore azaldig1 goriilmiistiir. Saf PV A hari¢ bu azaliglar istatistiki olarak
anlamli bulunmamaistir (p>0.05). PEO gruplar1 kendi aralarinda kiyaslandiginda en fazla
artig1 kontrol grubuna kiyasla aktiviteyi % 2.8 (x 0.9) daha fazla artiran % 5 kitin ilaveli
PEO gostermistir (p<0.05). PVA gruplar1 kendi aralarinda kiyaslandiginda saf PVA’nin
kontrole kiyasla aktiviteyi % 3.59 (+ 0.55) oraninda azalttig1 goriilmistiir (p<0.05). Kitin
eklenmis PVA gruplarinda kontrole gore en fazla artis sirasiyla % 1 kitin eklenmis PVA %
1.51 (£ 0.11), % 5 kitin eklenmis PVA % 0.95 ( 0.18) ve % 2.5 kitin eklenmis PVA’da %
0.86 (+ 0.30) oranlarinda goriilmiistiir (p<0.05). PEO/PVA gruplarinda ise tim gruplarda
kontrole gore artis gozlenmistir (p<0.05) ve en fazla artigin % 1 Kitin ilaveli PEO/PVA %
8.6 (£ 2.33) oldugu bulunmustur

24 saat sonundaki indirekt ve direkt sitotoksisite sonuglari beraber karsilastirildiginda
indirekt testte kontrole kiyasla anlamli artig géstermeyen kitin ilaveli PEO/PVA ylizeyleri,
direkt testte anlamli artis gostermis ve bu artis bu ylzeylerin, hiicre ¢ogalmasini en iyi
destekleyen yiizeyler oldugunu gostermistir. 48 saat sonunda direkt testte en yliksek
metabolik aktiviteyi gosteren % 1, % 2.5 ve % 5 kitin destekli PEO/PV A’nin indirekt testte

daha yuksek aktivite gostermesinin indirekt test kosullart kaynakli artig sebepli olabilecegi
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disiiniilmektedir. En yiksek aktiviteyi, 48 saat sonunda kontrole kiyasla % 144.63
metabolik aktivite gosteren % 1 kitin ilaveli PEO/PVA’nin gosterdigi bulunmustur.

Indirekt test i¢in kullanilan ekstrakt kosullar toksisite sonuglarinda farkliliklar yaratabilir.
Ekstraksiyon i¢in kullanilan besiyeri igerigi test materyallerinin ekstraksiyon sirasinda
homojen olarak dagilmalarinda farkli etkilere sahiptir. Yapi igerisinde bazi kisimlarin
asinmasi ve tim yapinin homojen ¢dziinmemesi gibi sebepler sonucu yiizeyden salinan
iyon miktarlar1 degisiklik gostererek ekstraksiyon ortamini ve dolayisiyla test sonuglarini
etkileyebilir. Besiyeri icerisindeki FBS toksik iyon salinimi {izerinde maskeleyici etkiye
sahiptir [119]. Ekstraksiyon kosullarinin esit olabilmesi igin esit oranda FBS iceren ayni
besiyerleri tercih edilmesine ragmen indirekt toksisite ve direkt toksisite kaynakli
farkliliklarin ekstraksiyon kosullarindan bagimsiz oldugunun anlasilabilmesi igin farkli
FBS igerikli ve farkli besiyerleri igeren kosullarda tekrarlanmasi gerekmektedir. Bunun
disinda genellikle hiicre besiyeri icerisinde bekletilen malzeme yiizeyi ekstraseliiler protein
absorblayarak hiicrelerin bu yiizeylere tutunmasini saglayabilir [115]. Bu gibi parametreler
sonucu indirekt test sonuglart ve direkt test sonuglari arasinda farkliliklar gdzlemlenmesi

normaldir.

Literatiirde de kitin ilavesi sonucu direkt toksisitenin hiicre canliligini artirdigina ve direkt-
indirekt toksisite sonug¢larinin karsilagtirilmasina dair ¢alismalar mevcuttur. Islam ve ark.
farkli oranlarda kitosan ve PVA iceren hidrojel iskelelerinin HDFa hiicreleri iizerindeki
etkisini direkt sitotoksisite yontemi ile MTT testi kullanarak incelemislerdir.
Arastirmacilar, kitosan oranlarindan bagimsiz olarak PVA/kitosan igeren tiim yiizeylerin
kontrole kiyasla hiicre metabolik aktivitesini artirdigini bulmuglar ve kitosanin ECM
tabakasindaki glikozaminoglikani taklit ederek hiicre tutunmasi ve ¢ogalmasi i¢in ideal bir
iskele gorevi gorerek hiicre ¢cogalmasini tegvik ettigini agiklamislardir. Besin aligverisine
izin vererek hiicre iskelesinde biiylimeyi tesvik eden kitosanli yapilarin fibroblast hiicreleri
uzerinde sitotoksik etkileri olmadigi ve bu sonuglarin indirekt sitotoksisite sonuglariyla

uyumlu oldugu bulunmustur [114].

Lin ve ark. PVA ve kobalt-hidroksiapatit katkili PVA bilesenlerinin 1.929 fibroblast
hiicreleri tizerinde sitotoksik etkisini direkt ve indirekt olarak incelemisler ve MTT
sonuglarina gore diyabetik ayak iilserleri i¢in uygun bir yara ortilisii olup olmayacagini

belirlemislerdir. Direkt temas sonuglarinda PVA yizeylerindeki aktivitenin kontrol

53



grubuna kiyasla azalmasmin PVA’nin hiicreler icin diisiik tutunma yiizeyi saglamasi
kaynakli oldugu ve PVA’li membranlarin yara ortaminda kullanildiginda yaraya
yapismayarak ikincil enfeksiyonlara sebep olabilecegi belirtilmistir. Indirekt sonuglariyla
uyumlu olmayan direkt temas sonuglarimin ortama saliman kobalt iyonlarinin hiicre
blytmesi Uzerinde olumsuz etkisinden dolay: farklilik gosterdigine ve PVA’nin sitotoksik

bir etki gostermedigi sonucuna ulasgiimistir [120].

Sobhanian ve ark. PVA/jelatin/aljinat nanofiber iskelelerini kollajen ile destekleyerek insan
deri fibroblast hiicreleri lizerindeki etkisini direkt sitotoksisite yontemi ile incelemislerdir.
MTT absorbans degerlerine gore kontrol grubuna kiyasla nanofiberlerin absorbans
degerlerinin daha yiiksek oldugu ve bunun sebebinin tek boyutlu besiyerinde biiyiiyen
kontrol grubuna goére nanofiberlerin ii¢ boyutlu yapist lizerinde biiyliyen hiicrelerin MTT
boyasinin rengini alarak absorbans degerini etkilemesi oldugu agiklanmistir. Arastirmacilar
direkt temas yonteminin MTT ile kullanilmaya uygun olmadigini belirterek ¢aligmalarinda
indirekt sitotoksisite sonuc¢larini baz almislar ve PVA iceren nanofiberlerin hiicreler

Uzerinde sitotoksik etkisi olmadigi sonucuna ulagmislardir [121].

Mignon ve ark. farkli molekiiler agirliklarda hazirladiklar1 ve laponit nanokili ile
birlestirdikleri PEO hidrojellerini direkt temas yontemi kullanarak insan dermal fibroblast
hucreleri Uzerindeki etkisini AlamarBlue testi ile incelemislerdir. Laponit ilavesi ile PEO
hidrojellerinin hiicre tutunmasi ve ¢ogalmasinda anlamli bir artis sagladigi ve hidrojel
ylzeyinde homojen dagilan laponitin saf PEO’ya gore hiicre c¢ogalmasini olumlu

etkileyerek hidrojelin iskele yapisini destekledigi bulunmustur [122].

Yara oOrtiisii olarak kullanilacak malzemelerin sitotoksik test sonuglarmin farkl
parametrelerde degerlendirilmesi adma indirekt ve direkt olarak gerceklestirilen
sitotoksisite sonuglar1 literatiirle uyumlu bulunmustur ve her iki test tipinde de Kitin
ilavesinin hidrojellerin iskele gorevi gérmesi i¢in daha uygun ortam yarattig1 ve ayri ayri
herhangi bir sitotoksik etki olusturmamalarina ragmen bir arada kullanildiklarinda PEO ve
PVA’nin hiicre cogalmasimni olumlu etkiledigi tespit edilmistir. Testler arasindaki
farkliliklarin elimine edilmesi ve bu sonuglarin daha netlik kazanabilmesi adina farkh
hiicre hatlar1 ve farkli sitotoksisite testleri de kullanarak sonuglarin dogrulugunun
artirtlmasinin, bu tezde biyouyumlu oldugu degerlendirilen hidrojellerin sitotoksik

sonuglarini daha giivenilir kilacag diistiniilmektedir.
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4.2 In vivo Toksisite Sonuglar:
50 pg/mL ve 100 pg/mL dozlarda hazirlanan % 2.5 kitin ilaveli PEO ve PVA ile % 5 kitin
ilaveli PEO/PVA ekstraktlar1 Drosophila besiyeri ile muamele edildikten sonra gelisim ve

davranis testleri gergeklestirilmistir.

4.2.1 Gelisim Testleri Sonuclari

Larvadan pupaya donlisme orani olan puparasyon, pupadan yetiskine donligme orani olan
pupadan ¢ikma ve yetiskine donme sayisinin larva sayisi ile oranlandigi canlilik oram
hesaplanarak 3 ayr1 gelisimsel evrede gelisim testleri gergeklestirilmistir. TUm test sonucu

oranlar1 kontrol grubu ile kiyaslanarak % cinsinden hesaplanmuistir.

Sekil 3.15’te verilen puparasyon oranlarina bakildiginda kontrol grubunda % 90 (+ 1)
olarak gozlemlenen puparasyon orani besiyerine % 2.5 Kitin iceren 100 pg/mL dozlu PVA
ekstrakti eklendiginde % 84 (x 2) olarak gozlenmistir ve bu azalig istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p<0.05). Buna karsilik 50 pg/mL dozunun kontrole kiyasla
puparasyon oranini diisiirdiigii gézlense de bu azalig anlamli bulunmamistir ve puparasyon
orani ile doz arasinda ters bir orant1 bulundugu goézlenmistir. % 2.5 kitin iceren PEO’nun
da 100 pg/mL dozunda kontrole gore puparasyonda azalis goriilmiistiir. % 86 (£ 1)
puparasyon orani istatistiki olarak anlamlidir (p<0.05). %5 Kkitin igeren PEO/PVA
gruplarinda ise tiim dozlarda kontrole kiyasla azalig goriilmiistiir. 50 pg/mL dozu % 82 (+
1) ve 100 pg/mL dozu % 78 (£ 1) oraninda puparasyon gostermislerdir (p<0.05). Larvadan
pupaya doniisiim sonucu olan puparasyon sonucuna gore % 2.5 kitin ilaveli PVA ve % 2.5
kitin ilaveli PEO’nun 100 pg/mL’lik dozlart ve % 5 kitin ilaveli PEO/PVA’nin her iki
dozu da larvalarin puparasyonunu yavaslatmislardir. Saf PEO ve PVA gruplarinin 50
Hg/mL dozlarinda goriilen disiik toksisitenin sebeplerinden birinin ekstraktin doku ve

organlara diisiik biyoyararlanimi kaynakli olabilecegi diigiiniilmektedir [120].

Sekil 3.16’daki pupadan ¢ikma basarist sonuglarina gore kontrol % 91.106 (+ 0.114)
oraninda pupadan yetiskine doniisme basaris1 gostermistir. Puparasyon ile benzer sonuglar
gosteren pupadan yetiskine donme basarisinda % 2.5 kitin ilaveli PEO ve % 2.5 kitin
ilaveli PVA’nin 100 pg/mL dozlar1 kontrole gore daha az pupadan ¢ikma orani
gostermislerdir. Sirasiyla % 88.41 (x 1.18) ve % 83.4 (x 0.91) pupadan ¢ikma orani
gosteren bu sonuglar istatistiki olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). En fazla yetiskine

donme basaris1 gosteren grup %2.5 kitin ilaveli PVA’nin 50 pg/mL’lik dozu olmustur
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(p>0.05). %5 kitin ilaveli PEO/PVA gruplarinda artan doza bagli olarak pupadan ¢ikma

orani da azalmistir (p<0.05).

Sekil 3.17°deki larvadan yetiskine doniisiimiin hesaplandigi canlilik oranlarina gore kontrol
grubu oran1 %82 (x 1) iken kontrole kiyasla ¢ogu grupta azalig goriilmiistiir. Canlilik orani
sonuclar1 da puparasyon ve pupadan ¢ikma oranlariyla es deger sonuglar vermistir. % 2.5
kitin ilaveli PEO ve % 2.5 kitin ilaveli PVA’nin 100 pg/mL’lik dozlar1 kontrole kiyasla
anlamli azalis gostermislerdir ve sirasiyla % 76 (x 0) ve % 70 (x 1) oranlarinda pupadan
cikmiglardir (p<0.05). % 5 kitin ilaveli PEO/PVA grubunun her iki dozu da kontrole
kiyasla anlamli oranda diislis gostermistir ve tiim gruplar igerisinde en az pupadan ¢ikma

oranini, 100 pg/mL dozu % 66 (+ 1) olarak gostermistir (p<0.05).

Genel olarak 3 ayr1 gelisim agamasinin ele alindig1 bu testlerde gruplarin doz orani arttikga
kontrole kiyasla gelisimde yavaslamalar goriilmiistiir. Ozellikle PEO ve PVA’nin bir arada
bulunduklar1 form olan % 5 kitin ilaveli PEO/PVA her iki dozunda da kontrole kiyasla
anlamli diislis sergilemis ve bu diisiis gelisim evlerinin hepsinde goriilmiistiir. Gelisim
evrelerinin sonuglarina gore yliksek dozlardaki ekstraktlar ve PEO/PVA’nin bir arada
bulundugu ekstraktlar larva ve pupalarin gelisimini etkileyerek bazilarinin 6liimiine yol

acmis ve toksisiteye sebep olmustur.

Literattirde daha ¢ok nanopartikillerin, Drosophila gelisim toksisitesine etkileri incelenmis
ve morfolojik veya davranis testleriyle desteklenen bu testler sonucu nanopartikiil
maruziyetinin insan sagligina olan etkilerinin aydinlatilmasi ve ila¢ tasinmasinda alternatif
dozlarda nanopartikiillerin kullaniminin belirlenmesi amagli ¢aligmalar gerceklestirilmistir.
Literatiirdeki bu testleri baz alarak planladigimiz Drosophila g¢aligmalarinda, nanokitin
destekli hidrojellerle yapilan herhangi bir ¢alismaya rastlamadik ve biyomalzemelerin in
vivo etkinliklerinin arastirilmasinda Drosophila model organizmasinin kullaniminin farkli

yaklasim getirecegini umuyoruz.

Vecchio ve ark. farkli dozlarda hazirlanan altin nanopartikiillerinin Drosophila tizerindeki
in vivo toksik etkisini, canlilik ve {ireme faaliyetleri lizerinden incelemislerdir. Canlilik
sonuglarina gore zaman igerisinde nanopartikiiller ile muamele edilen Drosophila larin
yaklagik %50’sinde kontrole kiyasla azalma gorllmiis ve bu azalisin cinsiyete bagh

olmadig1 ancak doz-bagimli azalis gosterdigi bulunmustur. Bu sonuglara gore farkli yiizey
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kaplamasiyla devam ettirdikleri testlerde PEG kapli nanopartikiillerin toksik etki
olusturmadig1 ve kontrolle es deger canlilik oranlart gosterdigi bulunmustur. Nanopartikdl
yapisinda bulunan farkli fonksiyonel gruplarin toksisiteyi farkli etkiledigi sonucuna
ulagilmigtir [123]. Mishra ve ark. seliiloz nanofibrillerinin ila¢ tasinmasinda kullanimi igin
Drosophila Oregon-R suslar1 {izerinde gelisimsel olarak toksisitesini incelemislerdir.
Arastirmacilar farkli konsantrasyonlarda hazirladiklar seliilloz nanofibrillerini besiyerlerine
ekleyerek gelisimsel siireclerini takip ettikleri testte seliilloz nanofibrillerinin yliksek
dozlarinin kontrole kiyasla pupa olusturma ve pupadan ¢ikma siirelerini uzatip pupa-
yetiskin olusum sayilarint azalttifini gozlemlemislerdir. Buna ragmen reaktif oksijen
tiirleri seviyelerini de 6lgerek nanofibrillerin diisiik dozlarinin ilag tasginiminda kullanilmak
tizere uygun oldugu ve Drosophila iizerinde toksik olmadigi sonucuna ulagilmistir [112].
Key ve ark. % 0.05 ve % 5’lik dozlar araliginda hazirladiklar1 giimiis nanopartikiillerini
Drosophila besiyeri siselerine eklemisler ve yumurtadan ¢ikma, larval gelisim, puparasyon
ve pupadan g¢ikma gibi gelisimsel sureglerin takibi igin Drosophila evrelerini takip
etmislerdir. Arastirmacilar giimiis nanopartikiillii besiyerine birakilan P jenerasyonu
yetigkin sineklerin yumurtlama orani ve F1 jenerasyonunun gelisimi ile normal besiyerine
birakilan P jenerasyonu arasinda anlamli bir farklilik gozlemlememislerdir. Buna karsilik
F1 jenerasyonunun giimiis nanopartikiilleri ile muamelesinin larval gelisimi negatif
etkiledigi ve yetiskin sinek Omriinii azalttigi bulunmustur. Pigmentasyon azalisi
gozlemlenen yetiskin sineklerde yapilan davranis testleriyle de giimiis nanopartikiillerinin

dopamin yolagimi etkiledikleri tahmin edilmistir [124].

4.2.2 Davrams Testleri Sonugclar:

4.2.2.1 Larval Siiriinme Testi Sonuclar:

Besinlerindeki hidrojel ekstraktlarini tiiketme yoluyla farkli dozlardaki ekstraktlara maruz
kalan larvalarin, ndral hasarin varligina bagli olugsan hareket motiflerinin tespiti i¢in larva
sirinme testi uygulanmistir. Yabanil tip yani kontrol grubu larvalar1 petri kabinin
merkezinden perifere dogru, yaklasik olarak diiz seyreden bir hareket sergilemislerdir.
Ekstraktlara maruz birakilan gruplar ise kontrol grubundaki gibi sabit ve diize yakin bir
motif yerine daha karigik ve kivrimli bir motif sergilemisler ve bazi grup larvalarindaki

hareket oran1 ihmal edilecek kadar az olmustur.

Sekil 3.18’de gosterildigi tizere % 2.5 kitin ilaveli PVA ile muamele edilen larvalar kontrol

grubundan farkli ve karisik bir hareket yolu izlemislerdir. Sekil 3.18 (B)’de 50 pg/mL dozu
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ile test edilen bazi larvalar, karisik hareketlerden sonra kontrol grubundaki gibi perifere
dogru diiz bir hareket sergilemeye ¢aligsalar da genel olarak izledikleri yol diiz degildir.
Sekil 3.18 (C)’de 100 pg/mL dozu ile test edilen larvalarin hareketi ise sadece bir larva
hari¢ daha kivriml1 ve periferden uzakta gerceklesmistir. Ozellikle 11l numaral larva diger

larvalara kiyasla daha az hareket etmis ve periferden en uzak kalan larva olmustur.

Sekil 3.19°da gosterildigi tizere % 2.5 Kitin ilaveli PEO ile muamele edilen larvalarda da
goriilen hareket motifi kontrol grubundaki gibi diiz ve perifere yakin gozlenmemistir. Sekil
3.19 (B)’de 50 pg/mL dozu ile test edilen larvalarda yalnizca I numarali larva perifere
yaklagabilmis, diger larvalarin (Il ve Ill) hareket etme kabiliyetleri ise sinirl kapasitede
gerceklesmis ve kivrimli bir yol izlemislerdir. Sekil 3.19 (C)’de 100 pg/mL dozu ile test
edilen larvalarin izledikleri yol ise 6nceki doza gdre daha diizensiz gerceklesmis ve bazi

larvalar (I, I1) daha fazla kivrilma gostererek sinirli hareket sergilemislerdir.

Sekil 3.20°de gosterildigi tizere % 5 kitin ilaveli PEO/PVA ile muamele edilen larvalardaki
hareket motifleri kontrol grubundan farkli gerceklesmistir. Sekil 3.20 (B)’de 50 pg/mL
dozu ile test edilen larvalar perifere yaklasmis goziikseler de daha yavas bir hareket
sergilemisler ve zikzaklar ¢izerek kivrilma gergeklestirmislerdir. Sekil 3.20 (C)’de 100
pg/mL dozu ile test edilen larvalar 6nceki doza kiyasla daha kivrimli ve diizensiz bir motif
sergilemislerdir. Il numarali larva perifere yaklasan diiz bir ¢izgide hareket ettikten sonra
kivrilarak periferden uzaklasmis, diger larvalar ( | ve Il) ise daha ¢ok kivrimli ve sinirh bir

yol izlemislerdir.

Kivrilma testinin gozlemsel sonuglarinin dogrulanmasi i¢in kontrol ve test gruplarinin
hizlar1 cm.dk™ cinsinden hesaplanmustir. Sekil 3.21°de gériildiigii iizere kontrol grubunun
hi1z1 5.76 + 0.17 cm.dk? olarak bulunmustur. % 2.5 kitin ilaveli PVA nin 50 pg/mL ve 100
pg/mL dozlarinda anlamli bir fark goriilmistiir. Sirasiyla hizlar1 4.53 = 0.17 ve 4.5 £ 0.2
cm.dk? olarak hesaplanmis ve kontrole gore hizlarinda azalma goriilmiistiir (p<0.05). Bu
azalis kivrilma hareketleri ile tutarli bir sonu¢ vermis ve her iki doz ile muamele edilen
larvalarm kivrilma hareketlerinde bir hasar olusturmustur. Ozellikle yiiksek dozlarda daha
fazla gerceklesen karmasik hareket davramiglart larvalarin motor ndronlarinin bu

konsantrasyonlarda hasara ugradiginin bir gostergesidir [125].
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% 2.5 kitin ilaveli PEO’nun 50 pg/mL’lik dozu kontrole kiyasla hiz1 5.2 + 0.2 cm.dk™'’ ya
diistirse de bu sonug istatistiki olarak anlamli degildir (p>0.05). Doz artisina bagli olarak
hizin da azaldigr goriilmiis ve 100 pg/mL dozunda hiz 4.53 + 0.03 cm.dk? olarak
gozlenmistir (p<0.05). En yliksek dozda goriilen bu anlamli azalisin kivrilma motifleri ile
uyumlu olup doza bagimli olarak artan noral hasara ugrayan larva hareketinin bir sonucu

oldugu disiiniilmektedir [126].

%5 kitin ilaveli PEO/PVA’nin 50 pg/mL’lik dozu kontrole yakim, 5.56 + 0.18 cm.dk*
oraninda bir hiz sergilemistir (p>0.05). 100 ug/mL dozunda gérilen 3.53 + 0.29 cm.dk
oranindaki hiz kontrole gore anlamli bir diisiis sergilemistir (p<0.05). Yiksek dozda
goriilen anlamli azalis yiiksek dozla muamele edilen larvalarin sergiledigi motiflerle
uyumlu bir sonu¢ olusturmustur. Diger gruplar arasinda da kontrole kiyasla en fazla hiz
diistisii gosteren 100 pg/mL dozu, PEO ve PVA’nin 100 pg/mL dozlarinda da goriilen
anlamli diisiisle uyumludur. PEO ve PVA’nin hem ayri formlarinda hem de bir arada
bulunan formlarinda doz orani arttik¢a noral hasara yol agarak davranis tutarsizligina sebep

olduklar1 gozlenmistir [126].

Larval kivrilma testi sirasinda gozlemlenen hareket davranisi ve hiz oranlarinin test
materyallerinin larvalarda olusturduklar1 hasara bagli degisim gostermesi ¢ikarimi
literatiirde bu alanda yapilan ¢aligmalarla uyumludur. Ekka ve ark. SiO2 ve TiO:
nanokompozitlerinin farkli dozlarinin Drosophila davraniglar1 {izerindeki etkisini
incelemek i¢in larva siirlinme testi gergeklestirmisler ve bunun i¢in % 2 agaroz iceren petri
icerisinde larva hareketlerini gozlemlemislerdir. En yiliksek doz hari¢ diger dozlarda
kontrole kiyasla larva hizinda azalma gdzlenmis ve nanokompozitlerin gelisimin erken
evresi olan larva evresinde dokulara alinmasinin sensdr ndronlart etkileyerek davranis
tizerinde bir etkisi olduguna sonucuna ulasilmistir [127]. Gautam ve ark. h-BN ve ZrO-
kompozitlerinin in vivo sitotoksisitesini inceledikleri ¢alismada % 2 agar igeren petri
kaplarinda kompozitlere maruz birakilan larva ve yabanil tip larvalarin hareketlerini
gozlemleyip hizlarin1 hesaplamiglardir. Kontrol grubu larvalart perifere dogru diiz bir
hareket sergilerken test malzemeleri ile muamele edilen larvalarin durarak veya birka¢ defa
yon degistirerek daha uzun bir hareket yolu izledikleri gozlenmistir. G6zlemsel sonuglarin
hiz oranlar ile kiyaslanmasiyla; kontrole gore hizlarinda anlamli azalig goriilen larvalarin
noral aktivitelerinin hasara ugrayarak, bu hareketlere sebep oldugu sonucuna ulasilmistir.

Aragtirmacilar davranis testi sonuglarindan yola ¢ikarak daha az toksisite gosteren dozlarin

59



nano formiilasyonlarinin ilag¢ tasinmasinda kullanilabilecegini belirtmislerdir [106]. Bag ve
ark. ise Fe30s ile kapli guar gum nanopartikullerinin Drosophila davraniglari iizerindeki
etkisini incelemek icin larva suriinme testi kullanmislar ve % 2 agar igeren petri kaplarina
yerlestirdikleri nanopartikiillere maruz kalan larvalarin hareketlerini gézlemlemislerdir.
Kontrol grubu larvalarmin diz bir hareket sergilerken nanopartikiile maruz kalan test
larvalarmin birgok noktada durarak hareket ettikleri gézlenmis ve hizlarmin kontrole
kiyasla azaldigi hesaplanmistir. Arastirmacilar nanokompozit miktar1 arttikca larva
hizlarmin da arttigini gézlemlemisler ve bu testin gelisimin erken evresindeki noéral

fonksiyonlarin kontroliinii sagladigini belirtmislerdir [128].

4.2.2.2 Yetiskin Tirmanma Testi Sonuclari

Farkli dozlarda hidrojel ekstraktlarina maruz birakilan yetiskin Drosophila davraniglarini
incelemek icin yer ¢ekiminin tersine dogru gosterdikleri ugma aktivitelerinden
yararlanilarak yetiskin tirmanma testi gerceklestirilmistir. 1 dakika icerisinde 100 mL’lik
dereceli silindir icerisinde 80 mL sinirin1 gecen yetiskin sinekler sayilmis ve % cinsinden

hesaplanarak kontrol grubu ile kiyaslanmustir.

Sekil 3.22’deki sonuglara gore yetiskin kontrol grubunun % 37.03 (£1.96)’i 80 ml
cizgisine kadar olan sinir1 1 dakika icerisinde ge¢mislerdir. Test gruplarinda doz artigina

bagli olarak sinir1 gegme orani azalmistir.

% 2,5 kitin ilaveli PVA ekstraktlariin 50 pg/mL dozuna maruz kalmis yetiskin sinekler
kontrol ile es deger tirmanma hareketi sergileseler de 100 pg/mL dozunda % 29.2 (+
0.98)’si sinir1 gegerek kontrole kiyasla azalis gostermislerdir (p<0.05). % 2.5 kitin ilaveli
PEO ekstraktlarinin 50 pg/mL dozuna maruz kalmis sineklerde de PVA ile benzer sonuglar
goriilmiis ve kontrol grubu ile es deger bir tirmanma orani gézlenmistir (p>0.05). 100
pMg/mL dozuna maruz kalan sineklerde kontrole gore tirmanma orani azalmis ve sineklerin

% 31.0 (= 0.5)’1 sinir ¢izgisini agabilmistir (p<0.05).

% 5 kitin 1laveli PEO/PV A ekstraktlarina maruz kalmis sineklerde ise kontrole kiyasla her
iki dozda da anlamli oranda azalis gorilmiistiir. 50 pg/mL dozunda tirmanma orant %
25.33 (£ 1.45) ve 100 pg/mL dozunda ise tirmanma orani % 15.66 (x 1.85) oraninda
hesaplanmistir (p<0.05).
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Larva suriinme testi ile benzer sonuglar gosteren yetigkin tirmanma testinde de yiiksek
dozlarda yetigkin sineklerin lokomotor aktiviteleri etkilenmis ve smir1 gecen sineklerin
orani kontrole kiyasla azalmistir. Bu testle yetiskinlerin noral aktivitelerinde olusan hasara
baglh olarak, normalde sergiledikleri negatif geotropism davranisinin aksine pozitif

geotropism davranist sergiledikleri goriilmiistur [129].

Literatiire bakildiginda da bu sonuglarla uyumlu olarak yetiskin tirmanma testinde goriilen
tirmanma oranlarindaki farkliliklarin Drosophila toksisitesini belirlemede 6nemli bir
parametre oldugu goriilmektedir. Sundararajan ve ark. CeO2 nanopartikullerinin in vivo
toksisitesini incelemek amacl yetiskin tirmanma testi gerceklestirmislerdir. Aragtirmacilar
farkli konsantrasyonlarda hazirladiklar1 nanopartikillerle 1 ay boyunca muamele ettikleri
yetiskin sinekleri 10 cm’lik tiiplere alarak 3 cm smirint 15 saniye iginde tirmanabilen sinek
yiizdesini hesaplamiglardir. Kontrol ve test gruplarinda anlamli 6l¢iide fark bulunmamig ve
nanopartikiillerin yetiskin sineklerde ndrodejeneretif hasar yaratmadigi ve toksik etki
olusturmadigi sonucuna ulagilmistir [130]. Sabat ve ark. TiO2 nanopartikiillerinin farkli
konsantrasyonlarinin Drosophila davranisi ve duyu organlarinda yaptigi toksisiteyi
arastirdiklar1 ¢aligmada nanopartikiillere maruz kalan yetigskin sineklere tirmanma testi
uygulamiglardir. Testin sonuglarina gore artan konsantrasyon miktarina bagli olarak
tirmanma faaliyetleri kontrole kiyasla azalmis ve yiiksek konsantrasyonlarda %20’den
fazla tirmanma hizinda azalma gorlilmistlr. Azalan tirmanma aktivitesi; larval dénemde
olusan hasarin metamorfoz ile giderilmeyerek anormal yetiskin davranisina sebep olmasi
ile agiklanmistir. Nanopartikillerin néronlar Gzerindeki toksik etkisi sonucu sineklerde
gbzlemlenen anormal davranislarin 6nemli bir belirteg oldugu ve medikal alanda

nanopartikiil kullanim1 6ncesi dikkate alinmas1 gereken bir parametre oldugu belirtilmistir
[131].
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5. SONUC VE ONERILER

Bu aragtirmanin sonuglarina gore,

1.

Indirekt sitotoksisitede 24 saat boyunca hicbir grup, insan dermal fibroblast
canliligin1 kontrole gore azaltmamis, 48 saat sonunda bazi gruplarda azalis goriilse
de bu azalis sitotoksik etki smir1 olan % 30’u asmamaktadir. indirekt sitotoksisite
icin hazirlanan hidrojel ekstraktlarinin fibroblastlar (zerinde toksik etkiler
olusturmadig1 gézlenmistir.

48 saat indirekt method ile inkiibe edilen fibroblast hicrelerinin canliligs,
kompozitlere kitin ilavesi ile ¢ogu grupta artis gostermistir. PEO ve PVA’nin ayr
kompozit formlarinin aksine PEO/PVA ve kitin ilaveli formunun tiim gruplarinda
canlilik artiglari goriilmistir. Kitin ilaveli PEO/PVA, hicreler (izerinde iskele
gorevi gorerek hiicre canliligini desteklemis ve yara Ortiisii i¢in uygun bir materyal
olarak belirlenmistir.

Indirekt aktiviteyi destekler nitelikte direkt aktivitede de %1, %2.5 ve %5 Kitin
ilaveli PEO/PVA’nin tim formlarinin canliligi en fazla artiran gruplar oldugu
bulunmustur.

Kitin ilavesinin hidrojelin yiizey 6zelliklerini artirarak hiicre canliligini destekledigi
gOzlenmistir.

In vivo Drosophila ile yapilan testlerde, % 2.5 kitin ilaveli PVA, % 2.5 kitin ilaveli
PEO’nun 50 pg/mL ve 100 pg/mL’lik dozlari canlilik testlerinde kontrole yakin
oranlar goéstermesine ragmen %S5 kitin ilaveli PEO/PVA canlilik testlerinde 6nemli
oranda diisiis sergilemistir. Davranig testleri ile de oOzellikle 100 ug/mL dozuna
maruz kalan larva ve yetigkin sineklerin hareket motifleri bozulmustur. %5 kitin
ilaveli PEO/PVA’nin Drosophila iizerinde toksik bir etki olusturdugu gézlenmistir.
Yara ortiisti olarak gelistilerecek malzemelerin fibroblastlar iizerinde sitotoksik etki
olusturmamast 6nemli bir bulgu iken Drosophila suslarinda toksik etkiler
olusturmasi insan iizerinde bu malzemeler kullanilmadan once farkli testlerle
desteklenmesi gereken bir sonugtur. Farkli hiicre hatlar1 kullanilarak ve devaminda
farkli canlilarla in vivo testler ile desteklenerek hidrojellerin biyouyumlulugu
hakkinda kapsamli bir bilgi edinilebilecegi ve bunun sonucunda kronik yaralarda
kullanilmaya aday yara Ortii malzemesinin sitotoksik profili detaylandirilarak

gerektiginde hidrojel yapisinda iyilestirmelere gidilebilecegi diisiiniilmektedir.
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