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ONSOz

Bu projede, yara iyilesme slrecini hizlandirabilen; fonksiyon ve sekil bakimindan
dogal dokunun yerini alabilen; ve yara iyilesme sirecini takiben toksik madde
birakmadan bozunabilen bir yara értiisii olma potansiyeline sahip gézenekli bir biyo
malzeme elde edilmesi amaglanmistir. Calisma slrecinde amaglanan 6zellikler
dogrultusunda olusturulan biyomalzeme igin biyouyumlulugu yiksek ipek fibroin ile
ekstraselluler matriksin bir bileseni olan hyaluronik asit karigimi kullaniimigtir. Yara
bélgesinin  sahip oldugu mikrobiyal floranin ve reaktif oksijen tdrlerinin
uzaklastirlmasi yara iyilesme surecini hizlandiracagindan, biyomalzemeden
antioksidan ve antimikrobiyal madde saliminin gerceklesmesi de g6z &énlnde
bulundurulan bir kriterdir. Bu baglamda yara &értisiine antimikrobiyal ve antioksidan
Ozellikleri oldugu ortaya cikarilan Equisetum arvense 6zutl eklenmis ve salim
sonrasi 6zUt aktivitesi, antioksidan, antimikrobiyal ve sitotoksik aktivite bakimindan

incelenmistir. Proje, TUBITAK tarafindan desteklenmistir.
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OZET

Yara, deride fiziksel, i1si kaynakli veya fizyolojik bir etken nedeniyle olugan
tahribati tanimlamak icin kullanilmaktadir.Yara iyilesmesi farklh tip hiicreler ve dokuyu
olusturan bilesenlerin, cevresel sinyallere verdikleri tepkiler ile ilerlemektedir.Yara
iyilestirme terimi lokal farmasétik formilasyonlardan sentetik bandaj gibi geleneksel
yara ortillerinden modern uygulamalar olan doku destek malzemelere kadar uzanan
bir aralii kapsamaktadir. Modern yara iyilestirici malzemeler olarak tanimlanan yara
Ortileri sentetik veya biyolojik malzemelerden (retilebilmektedirler. Ginimizde
modern yara Ortllerine salim O&zellikleri de kazandirilarak fonksiyonellik
kazandiriimaktadir. Bu sayede yara kapatici olmaktan bir adim ileri giden yara
Ortuleri, tedavi edici 6zellige sahip olmakta ve epitel dokunun yeniden olusumuna
katkida bulunabilmektedirler. YUksek absorbsiyon kapasitesine ve mukavemete
sahip, esnek o&zellik gobsteren koépuk malzemeler, ideal yara ortist 6zellikleri
gdstermektedirler. ipek fibroin sahip oldugu biyo-uyumluluk, biyobozunurluk ve diisik
enflamasyon riski ile dogal polimerler igcinde biyomalzeme olarak kullanima aday bir
polimerdir. Hyaluronan iceren matriks yapi doku hasari meydana geldiginde
fibroblast ve endoteliyal hiicrelerin yara bolgesine goécini desteklemekte ve doku
olusum faaliyetini baslatmaktadir. GuUnumuzde bitki 6zutleri, sahip olduklari
antimikrobiyal ve antioksidan 6zellikler nedeniyle salim yapan aktif madde olarak
tercih edilmektedirler. Bu baglamda antioksidan ve antimikrobiyal &ézellikleri izerinde
caligilan Equisetum arvense, ya da bilinen adiyla Atkuyrugu bitkisi, kdpuk
malzemelere eklenerek salim yapabilmeye aday bir 6zt olarak 6n plana ¢ikmaktadir.
Yapilan ¢alisma sonucunda ipek fibroin icerisine eklenen hyaluronan miktari arttikca
yapinin kuvvetlendigi gézlemlenmistir. Bunun yaninda bitki 6zutu i¢eriginde var olan
fenolik bilesiklerin ipek proteinleriyle etkilesime girdigi gézlemlenmistir. Artan 6zt
konsantrasyonuna ters orantili olarak képuk malzemenin mekanik mukavemetinin
azaldigr goérulmagtur. Malzemenin gézenek yapisindaki artis ve purtuzli yapidaki

azalma ise hiucre tutunmasini arttiran etkenler olarak gézlemlenmistir.

Anahtar Kelimeler : Equisetum arvense, Ipek fibroin, hyaluronan, antioksidan, fenolik

bilesik, Kbpuk malzeme
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ABSTRACT

Wound is used to define the injury on skin as a result of heat, physical damage
or physiological factors. Wound healing progressed as different type of cells and
tissue component response to the environmental signals. Wound healing term
includes the range from local pharmaceutical formulations to tissue support
materials. Wound dressings, named as modern wound healing materials can be
produced from synthetically or biological materials. Today modern wound dressings
gain the release properties therefore they gain the functionality. By this, the wound
dresses are one step ahead from wound closure material, they can gain the
therapeutic property and contribute to the formation of new epithelial tissue. The
sponge materials that have high absorption capacity and have elastic property with a
high tensile strength, show ideal wound dressing features. Silk fibroin is one of the
candidate polymer for biomaterial usage with its biodegradability, biocompatibility and
low inflammation risk properties. Matrix structure which contains hyaluronan starts
the tissue formation and supports migration of fibroblast and endothelial cells to the
wound area when tissue damage occurs. Therefore today, by possessing antioxidant
and antimicrobial properties, the plant extracts are used as active materials in
release process. In this sense Equisetum arvense is one of the candidate extract for
its studied antioxidant and antimicrobial properties, to add in the sponge materials for
release. In this project it was found that as the hyaluronan concentration increases in
the sponge material, the mechanical strength was also increased. Also it was
reported that the phenolic contents of the extract was interacted with the proteins of
silk and formed a precipitate. As the extract concentration increases the mechanical
strength of the sponge material decreases. Finally it was seen that the pore formation

and the roughness were the two important parameters for cell adhesion.

Key words: Equisetum arvense, Silk fibroin, hyaluronan, antioxidant,

phenolics,sponge material
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1. GIRIS

Yara, deride fiziksel, I1si kaynakli veya temelde yer alan fizyolojik bir etken
nedeniyle olusan tahribati tanimlamak icin kullaniimaktadir. Enflamasyon, doku
hasarindan hemen sonra gergeklesir, bagisliklik sistemi kan ve doku sivisi
kayiplarini engellemek, canli olmayan dokulan bertaraf etmek ve enfeksiyonun
onlne gegmek igin alarm konumuna gecer. Trombositler ve fibrin matriks, birlikte
destek yapi olusturarak kani durdurmaya calisirlar. Kanamay! durdurma asamasi
hemostaz olarak adlandirimaktadir. Travma ile birlikte cesitli faktérlerin kana
salinmasi sonucunda aktif hale gelen trombin, fibrinojeni fibrine dénustirerek pihti
olusumunu saglar, yarali bélge kapanir, kanin sistem digina akisini durdurulur ve
bélgenin iyilesmesine imkan saglanir. Yeni doku olusumu, yara iyilesmesinde ikinci
asamay! olusturur ve yaralanmadan yaklasik 2 ile 10 giin sonra gézlenmeye baslar.
Bu asamada hicre ¢ogalmasi ve gdc¢t 6n plandadir. Yara olusumundan yaklasik 2
ile 3 hafta sonra baslayan yeniden bicimlenme, en son ve en uzun siren asamadir.
Bakterilerin varligi yara bdélgesine I6kositlerin gé¢ etmesine ve bu bdlgenin ylksek
miktarda proteaz ve oksitleyici madde igerir. Bakterilerin varligi yara bdlgesine
I6kositlerin go¢ etmesine ve bu bdlgenin yiksek miktarda proteaz ve oksitleyici
madde icermesine sebep olmaktadir. Oksidan Uretici enzimler spesifik olarak bakteri
olimine yol acarlar, ancak yara bélgesinde gézlenen bélgesel anemi ve buna bagl
olarak gelisen hipoksi nedeniyle s6zi gecen enzimler verimli ¢alisamaz ve bakteri
kolonileri canliligini yitirmis dokuyu besin kaynagi olarak kullanarak ¢ogalir. Yaranin
dogal iyilesme sirecinde olusan fibréz yara dokusu, elastik fiberlerden yoksun olup
myoblast iceriklidir. Yara iyilestiriimesinde amaclanan, iyilesme sirecini hizlandirmak,
fibréz yara dokusu olusumunu elimine ederek gerek fonksiyon gerek yapisal olarak
orijinal doku benzeri yapilar olusturulmasini saglamaktir. Bu amaca yoénelik olarak
deriyi ikame edecek Ozellikte materyaller Uretilerek c¢addas tedavi vyollari
geligtiriimeye c¢aligsilmaktadir. Modern yara iyilestirici materyaller olarak tanimlanan
yara Ortlleri sentetik veya biyolojik materyallerden Uretilebilmektedirler. Dogal
polimerlerden Uretilen materyaller, beraberinde kontaminasyon riski ve doku reddini
tasiyan allograft ve heterograftlara gére daha avantajli kullanim sagladiklarindan,
yUksek oranda tercih edilir olmuglardir. Ginimizde modern yara ortilerine salim
Ozellikleri de kazandirilarak fonksiyonellik kazandiriimaktadir. Bu sayede yara

kapatici olmaktan bir adim ileri giden yara o6rtuleri, tedavi edici 6zellide sahip olmakta



ve epitel dokunun yeniden olusumuna katkida bulunabilmektedirler. Aktif madde
salimi yaparak fonksiyonellestirilen yara o&rtileri, yara ortaminin sahip oldugu
mikrobiyal flora ve yilksek miktardaki reaktif oksijen tirlerinin giderilmesinde de rol
oynayabilmektedirler. Kullanilan materyalin orijinal doku yerini alabilmesi, dokulara
destek godrevinde bulunan ekstraselliler matriks yapisini taklit edebilmesi, sahip
oldugu morfolojiyle, ekstraselliler matrikste yer alan hicrelerin tutunmasini ve
cogalmasini tesvik etmesi, sitotoksik 6zellik géstermemesi anlamina gelmektedir.
Képlk yara ortileri, sahip olduklari gbézenekli ag sistemi ile ylzey alanlarini
genisleterek malzeme ile bulundugu ortam arasinda besin ve metabolik atik gegisini
kolaylagtirdiklarindan hicre tutunmasi ve doku olusumu ig¢in uygun malzemeler
olarak ©n plana cikmaktadirlar. Ipek fibroin sahip oldugu biyo uyumluluk,
biyobozunurluk ve disiuk enflamasyon riski ile dodal polimerler iginde biyomalzeme
olarak kullanima aday bir polimerdir. ipek fibroinden olusturulan matriksler fibroblast,
osteoblast ve kb&k hicrelerin tutunmasi ve c¢ogalmasi i¢in  uygun ortam
olusturmaktadir. Doku ve matriks su dengesini saglayan hyaluronan, sahip oldugu
viskoelastik 6zelliklere bagli olarak da bosluk doldurma ve yaglama goérevlerini
ustlenmektedir. Doku hasari meydana geldiginde, hyaluronan iceren matriks yapi
fibroblast ve endoteliyal hiicrelerin yara bdlgesine gdé¢iini desteklemekte ve doku
olusum faaliyetini baslatmaktadir. Ortamdaki serbest radikalleri supirerek
antioksidan rolU Gstlenen hyaluronan, bu sayede yara 6rtiist katki malzemesi olarak
da 6nem kazanmaktadir. Yara bélgesinde agiga c¢ikan yuksek miktardaki reaktif
oksijen tirleri ve mikrobiyal flora nedeniyle iyilesme sireci olumsuz etkilendiginden
antioksidan ve antimikrobiyal 6zellik gésteren maddelerin ortama kontrollii salinmasi
da yara iyilesmesini hizlandiran bir faktérdir. Bu baglamda antioksidan ve
antimikrobiyal 6zellikleri Gzerinde c¢aligilan Equisetum arvense, ya da bilinen adiyla
Atkuyrugu bitkisi, kdpUk materyallere eklenerek salim yapabilmeye aday bir 6zit

olarak 6n plana ¢ikmaktadir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Yara, tiirleri ve iyilesme agamalari

Yara, deride fiziksel, i1si kaynakli veya temelde yer alan fizyolojik bir etken
nedeniyle olusan tahribati tanimlamak icin kullaniimaktadir. Wound Healing Society,
yara tanimini normal anatomik yapi ve fonksiyonda olugan tahribat olarak
yapmaktadir (BOATENG ve ark., 2008). lyilesme sureclerine gére yaralar, akut veya
kronik olarak siniflandirilabilirler. Akut yaralar surtinme, kesik, yanik veya kimyasal
kaynakli kazalar gibi dis etkenlere bagli olarak meydana gelirler. Basi yaralari,
diyabetik ve vendz Ulserler olarak U¢ gruba ayrilabilen kronik yaralarda ise,
tekrarlanan doku hasarlari, diyabet, kanser gibi hastaliklar ve kalici enfeksiyonlar
nedeniyle iyilesme sireci sonugsuz kalmaktadir (MUSTOE, 2004).

Yara iyilesmesi farkh tip hicreler ve dokuyu olusturan bilesenlerin, ¢evresel
sinyallere verdikleri tepkiler ile ilerler. Enflamasyon, yeni doku olusumu ve yeniden
bicimlenmeyi iceren 3 asamadan olusmaktadir (GURTNER ve ark.,, 2008).
Enflamasyon, doku hasarindan hemen sonra gercgeklesir, bagisliklik sistemi kan ve
doku sivisi kayiplarini engellemek, canli olmayan dokulari bertaraf etmek ve
enfeksiyonun 6niine ge¢gmek icin alarm konumuna gecger. Trombositler ve fibrin
matriks, birlikte destek yapi olusturarak kani durdurmaya calisirlar. Kanamayi
durdurma asamasi hemostaz olarak adlandiriimaktadir. Travma ile birlikte cesitli
faktorlerin kana salinmasi sonucunda aktif hale gelen trombin, fibrinojeni fibrine
dénustirerek pihti olusumunu saglar, yarali bélge kapanir, kanin sistem digina
akisini durdurulur ve bélgenin iyilesmesine imkan saglanir.

Yeni doku olusumu, yara iyilesmesinde ikinci asamayi olusturur ve
yaralanmadan yaklasik 2 ile 10 gun sonra gbézlenmeye baglar. Bu asamada hicre
cogalmasi ve gocl 6n plandadir. Keratinositlerin yara bélgesine gé¢ini takip eden
surede yeni damar olusumlari go6zlenir. Anjiyojenez adi verilen bu sireci
dizenleyenler ise damar endotel blylime faktéri ve fibroblast bluyime faktori 2'dir
(Wermner ve Grose, 2003). ilk asamada olusturulan fibrin matriks yerini fibroblast ve
makrofajlarla c¢evrili kilcal damarlara birakir. Yeni olusan bdlgede biraraya gelen
keratinositler, sonraki dénemlerde tekrar bariyer 6zelligini kazanacak olan epitel
tabakayi olusturur. Yeni doku olusumu son olarak fibroblastlarin, kasilabilen hiicreler
olan myoblastlara déniusmesi ve ekstraselliler matriks olusumunda yer almasi ile
sonlanir, yara kapatiimis olur (OPALENIK, 2005, WERNER ve ark., 2007).



Yara olusumundan yaklasik 2 ile 3 hafta sonra baglayan yeniden bigcimlenme,
en son ve en uzun suren agsamadir. Bu asamada endoteliyal hiicreler, makrofajlar ve
myofibroblastlarin ¢ogu apoptoza ugrar, geriye ise az miktarda hicre ve
ekstrasellller matriks proteinleri kalir. Bir yil boyunca fibroblastlar, makrofajlar ve
endoteliyal hiicreler matriks metalloproteinaz salgilayarak onarilan dokuyu gugclendirir
ve tip 1 kollajenden olusan hicresiz fibréz yapiyr olusturur (LOVVORN ve ark.,
1999). Bu yapiya yara dokusu adi verilir. Fibréz yara dokusu, saglikh doku
Ozelliklerini geri kazanamaz.

Kronik yaralarin iyilesmemesindeki etken epitel dokunun olugsmamasidir
(SCHNEIDER ve ark., 2009). Ozellikle kronik {lserlerde gorilen tablo, zengin bir
bakteriyel ve fungal ortam olusmasi yoénindedir (FALANGA, 2004). Bakterilerin
varligi yara boélgesine I6kositlerin gb¢ etmesine ve bu bélgenin yiksek miktarda
proteaz ve oksitleyici madde icermesine sebep olmaktadir (MUSTOE, 2004).
Oksidan Uretici enzimler spesifik olarak bakteri 6lumine yol acarlar, ancak yara
bélgesinde gbzlenen bdlgesel anemi ve buna bagl olarak gelisen hipoksi (oksijen
yetmezligi) nedeniyle s6zl gecen enzimler verimli ¢alisamaz ve bakteri kolonileri
canhligini yitirmis dokuyu besin kaynagi olarak kullanarak c¢ogalir. Lékosit gocu
sonrasinda olusan yuksek proteaz aktivitesi ve ekstraseliler matriksin yikimlanmasi
da yaranin kapanmasi i¢in gereken hicre gég¢uni engelleyerek iyilesme sirecini
kesintiye ugratir. Kronik yara turlerinden olan bacak ulserlerinde en sik olarak
Staphylococcus aureus ve Pseudomonas aeruginosa gérilurken, basi
Ulserlerinde Streptococcus tarleri, Proteus turleri, Escherichia coli,
Klebsiella ve Citrobacter izolatlarina da rastlanmaktadir (O'MEARA ve ark., 2000).

2.2, Yara iyilestirme materyalleri ve yara ortiileri

Yara iyilestirme terimi lokal farmasoétik formulasyonlardan modern
uygulamalar olan doku destek materyallerine kadar uzanan bir arahgi kapsamaktadir.
Tablo 1°‘de yara iyilestirme surecinde kullanilan materyallerden &rnekler
gorulebilmektedir (BOATENG ve ark., 2007).



Tablo 1. Yara iyilestirici materyaller (BOATENG ve ark., 2007, PURSER.,
2010)
Materyal Kullanilan malzeme | Sekil Avantajlan Dezavantajlari
Ozellikleri
Lokal Povidon-iyodin, Merhem, yari- | Acil Nemi
formulasyonlar | gimis, fizyolojik | kati uygulamalar absorblamasi,
solUsyonlar soliisyonlar icin uygun, | cabuk emilmesi,
kolay kullanim | gecici kullanima
uygun olmasi
Sargi bezi Pamuk, polyester Dokusuz fiber | Yara Yapiskan
yap! bélgesinde gaz | olmamasi,
gegirgenligi gegcici kullanima
saglayarak uygun olmasi
iyilesmeyi

hizlandirmasi

Hidrokolloidler | Jelatin, pektin Yapiskan, jel | Su gegirmezlik | Koku yaymasi,
gbrinimi sizan yaralar
icin uygun
olmamasi
Hidrojeller ipekfibroin, kitosan Amorf, su | Kuru, nekrotik | Kullanim icin
bazli yapi dokuyu ikincil bir yara
nemlendirmesi | 6rtistune ihtiyag
duyulmasi
Aljinat Aljinik asit Yumusak, Nemli bir | Diyabetik
esnek jel | iyilesme ortami | yaralarda  her
gbrinimi yaratmasi, kan | gin degistirme
durdurucu ajan | gereksinimi,
olarak yapigkan 6zelligi
kullaniimasi nedeniyle kuru
yaralarda
kullanilamamasi
Koépuk ipek fibroin, kollajen, | Gézenekli Destek  doku | Kararli bir yapi
poliliretan yap! olarak olabilmesi igin
kullanildiginda | organik
hicre cozgenlerle
cogalmasina, |veya capraz
besin baglayici
maddeleri ve | ajanlara ihtiyag
metabolik duyulmasi, kuru
atiklarin yaralarda
difuzyonuna kullanilamamasi
olanak
saglamasi




Yara iyilesme sireci yara tiplerine, yara boyutuna ve derinligine, Kisinin
beslenme durumu, yasl, tasidigi sistemik hastalik veya kullandigi ilaglara bagli olarak
deqgisir.

Yaranin dogal iyilesme slrecinde olusan fibréz yara dokusu, elastik fiberlerden
yoksun olup myoblast iceriklidir. Yara iyilestirimesinde amaglanan, iyilesme surecini
hizlandirmak, fibréz yara dokusu olusumunu elimine ederek gerek fonksiyon gerek
yapisal olarak orijinal doku benzeri yapilar olusturulmasini sagdlamaktir
(BALASUBRAMANI ve ark., 2001). Bu amaca yénelik olarak deriyi ikame edecek
Ozellikte materyaller Uretilerek ¢agdas tedavi yollari geligtiriimeye calisiimaktadir
(SIBBALD ve ark., 2005). Modern yara iyilestirici materyaller olarak tanimlanan yara
Ortileri sentetik veya biyolojik materyallerden Uretilebilmektedirler. Sentetik yara
ortuleri sikhkla ylzeyel ve kugik boyutlu yaralar igin kullaniimaktadirlar. Alt grubu
olan kompozit sentetik ortiler dayanikllik icin bir dis ylzeye, yiksek tutunma ve
elastisite icin de bir i¢ ylzeye sahiptirler. Biyolojik yara ortlleri ise kadavradan
uretilen allograftlar, domuzlardan elde edilen heterograftlar, amniyotik membran ve
filmler ile dogal polimerlerden Uretilen képukleri icermektedir. Dogal polimerlerden
uretilen materyaller ise, beraberinde kontaminasyon riski ve doku reddini tagiyan
allograft ve heterograftlara gére daha avantajli kullanim sagladiklarindan, yiksek
oranda tercih edilir olmuslardir.

ideal yara ortiisii asagida yer alan dzellikleri tasimalidir (PURSER, 2010):

1. Yara iyilesmesi icin nemli bir ortam saglayarak fibr6z doku olusumunu
engellemelidir.

2. Oksijen, karbondioksit ve su buhari gegisine izin vererek epitel hicre
cogalmasini desteklemelidir.

3. Isi izolasyonu saglayarak, yara ¢evresini hiicrelerin gogalmasi igin en uygun
sicaklik olan 37°C’de tutmahdir.

4. Yara iyilesmesini yavaglatan mikroorganizmalari ortamdan uzak tutmahdir.

5. Enfeksiyon riski olusturabilecek kontaminantlari icermemelidir.

6. Degistirme sirasinda yeni olusan damar ve dokulara zarar vermemek igin
yapiskan 6zellikte olmamalidir.

7. Kullanimi giivenli olmali, zehirli ve allerjen madde icermemelidir.

8. Hasta igin uygun olmalidir.

9. Sizinti yapan yaralar icin yiksek absorblama kapasitesine sahip olmalidir.



10. lyilesme siresi, kullanim siiresi ve maddi degeri géz 6nunde
bulunduruldugunda maliyet etkinligi yiksek olmalidir.

11. Yaraya zarar vermeden disardan gézlem imkani vermelidir.

12. Travma, bakteriyel saldirilar ve UV radyayona karsi karsi mekanik koruma
saglamalidir.

13. Capraz kontaminasyona karsi steril olmahdir.

14. Uzun sire kullanilabilmelidir ve degistirme araliklari mimkin oldugunca
seyrek olmalidir. Bu sayede enfeksiyon riski azalir, yara g¢evresi sicakligi optimumda
tutulur ve hasta daha az rahatsizlik duyar.

GUnUmizde modern yara ortllerine salim 6zellikleri de kazandirilarak
fonksiyonellik kazandiriimaktadir. Bu sayede yara kapatici olmaktan bir adim ileri
giden yara ortuleri, tedavi edici 6zellige sahip olmakta ve epitel dokunun yeniden
olusumuna katkida bulunabilmektedirler (SCHNEIDER ve ark., 2009). Aktif madde
salimi yaparak fonksiyonellegtirilen yara ortuleri, yara ortaminin sahip oldugu
mikrobiyal flora ve ylksek miktardaki reaktif oksijen turlerinin giderilmesinde de rol
oynayabilmektedirler.

2.3. Kopiik form yara ortiileri

Yara iyilestirmesinde kullanilacak yara o6rtusinin iyilesme slrecini
hizlandirmasi, fibr6z doku olugsumunu engellemesi, orjinal dokunun yerini gerek
fonksiyon gerekse sekil bakimindan alabilmesi ve sirecin sonlanmasini takiben
geride toksik madde birakmaksizin degradasyonu esasina dayanmasi
beklenmektedir. Kullanilan materyalin orijinal doku yerini alabilmesi, dokulara destek
gérevinde bulunan ekstraselliler matriks yapisini taklit edebilmesi, sahip oldugu
morfolojiyle, ekstraselliler matrikste yer alan hicrelerin tutunmasini ve ¢gogalmasini
tesvik etmesi, sitotoksik 6zellik gdstermemesi anlamina gelmektedir. Képik yara
Ortlleri, sahip olduklar gbzenekli ag sistemi ile ylzey alanlarini genigleterek
malzeme ile bulundugu ortam arasinda besin ve metabolik atik gegisini
kolaylastirdiklarindan hicre tutunmasi ve doku olusumu ig¢in uygun malzemeler
olarak 6n plana c¢ikmaktadirlar (ZHANG ve ark., 2009). Yiksek absorbsiyon
kapasitesine ve mukavemete sahip, esnek 6zellik gésteren kdpik materyaller, ideal
yara Ortust Ozellikleri gdstermektedirler (ALTAY VE BASAL, 2010). Yiksek
absorbsiyon kapasitesi sayesinde yara salgilarini absorbe ettikleri ve sahip olduklari

buhar gecirgenligi ile de gaz gecisine izin vererek yaraya yapigsmadiklari gézlenen



képlk materyaller ayni zamanda sivi gegirmeme &6zelligi ile de yara iyilesmesini
hizlandirmaya yardimci olurlar. Termal izolasyon 6zelligi ile yara ¢gevresinde optimum
sicakhgin sabitlenmesini saglayarak fibr6z doku olusumunu da engelledidi ortaya
cikarimistir.

Gozenekli yapilar sulu ortam icinden inert gazlarin gegirilmesi ile elde
edilebildigi gibi, dondurarak kurutma ve dondurma-¢dzdiurme islemlerinin ardarda
tekrarlanmasi ile de gerceklestirilebilir (HARDY ve ark., 2008, TAMADA, 2005).
Polimerik malzemeye gézenekli yapi kazandirmanin bir yolu da polimer ve gézenek
olusturucu madde arasindaki ¢6ztUnurlik farkina dayanan tuz 6zitleme ydntemidir.
Gozenek olusturucu madde olarak kullanilan tuz, organik ¢ézgen icindeki polimer ile
karistinlir ve karisgim katilagtirildiktan sonra tuz tanecikleri suda ¢6zinerek
uzaklastirilir (Kl ve ark., 2008).

Yapilan ¢alismalarda elektrospin ile elde edilmis nanofiberlerden dondurarak
kurutma yodntemi ile kopuk materyali olusturuldugu da gérdimustar. Elektrospin
yontemi, elektrik alan icerisinde, ¢caplari mikro ile nanometreler arasinda degisebilen
polimer fiberler olusturulmasina dayanmaktadir (MATTHEWS ve ark., 2002). Sistem,
siringa pompasl, Yyuksek voltaj kaynag ve fiberlerin toplandigi levhadan
olusmaktadir. Voltaj kaynagi kullanilarak elektrik alan yaratilmasi sonucunda, pompa
tarafindan pistonu hareket ettirilen siringa igerisinde bulunan polimer solisyonu,
yluzey gerilimini asarak elekrik yUkli jet halinde toplama levhasina y&nlenir. Bu
asamada polimer ¢dzgeni buharlagir ve sirekli haldeki fiberler olusturulur (PHAM ve
ark., 2006, CHAKRABORTY ve ark., 2009). Ki ve arkadaslarinin 2008 yilinda
gerceklestirdigi bir calismada, metanol iginde toplanan ipek fibroin nanofiber
dispersiyonu, dondurarak kurutma ydéntemiyle katilastirlmis ve ¢ boyutly,
nanog6zenekli kdpik yapi elde edilmigtir.

2.4. ipek fibroin: Yapisal 6zellikleri

ipek fibroin sahip olduju biyo uyumluluk, biyobozunurluk ve disik
enflamasyon riski ile dogal polimerler igcinde biyomalzeme olarak kullanima aday bir
polimerdir. ipek fibroinden olsuturulan matriksler fibroblast, osteoblast ve kék
hucrelerin tutunmasi ve ¢ogalmasi icin uygun ortam olusturmaktadir. ipek béceginin
kozasini olustururken salgiladigi ipek liflerinin bilesenleri, fibroin ve fibroini saran
tutkal benzeri yapidaki serisin proteinleridir. Aralarinda disulfid bagi ile baglanmis,

sirasiyla ~390 kDa ve ~26 kDa boyutlarinda agir ve hafif polipeptid zincirlerinden



olusan ipek fibroin, Ui¢ kristal forma sahiptir. ipek | ve ipek Il yapilar belirli sartlar
altinda birbirlerine déntsebilirler (MIN ve ark., 2004). ipek | formu, sarmal yapidan
olusurken, ipek Il daha stabil ve kristal B-tabaka konformasyonuna sahiptir. -
tabakalari arasinda hidrojen baglari ve hidrofobik interaksiyonlar bulunmaktadir, ipek
fibroinin sahip oldugu mukavemetin nedeni bu etkilesimlerdir (ZHANG et al., 2009).
Sarmal yapidan B-tabaka yapisina dénisim, fiziksel ve mekanik yollarla olabilecegi
gibi, yaygin oldugu Gzere kimyasal muamele ile de gerceklesebilmektedir. Etanol ve
metanol uygulamasi, a-sarmal yapisinda dehidrasyona yol acarak B-tabakali yapiya
gecisi saglar. Uygulamaya maruz kalan ipek fibroin matriksleri icerdikleri ylksek
kristal yapi1 nedeniyle kirilgan olurlar (YEO ve ark., 2008).

Yara ortulerinde kullanilan polimer ¢ozeltisinin  bayime faktért  6zelligi
gOsteren bir bilesen ile karigtirimasi ve materyalin bu karisim ile hazirlanmasi
beraberinde yara dokusu ile yUksek derecede uyumluluk, hiicre tutunmasi ve
¢ogalmasinda artig, sonugta da dogal dokuya en yakin formun olusturulmasi gibi bir
¢ok avantaji da beraberinde getirmektedir. Taklit edilmek istenen ekstraselluler
matriksin bir bileseni olan hyaluronik asit, bu amacgla hazirlanan polimer karigsimlari
icin basarili bir adaydir.

2.5. Hyaluronik asit

Hyaluronan olarak da bilinen hyaluronik asit (HA), kikirdak, géz sivisi, gdbek
kordonu ve eklem sivisinda bulunan dogal bir glukozaminglukandir (MALAFAYA ve
ark., 2007). Ekstraselliler matriks komponenti olan hyaluronan, proteoglikanlarin
omurga yapisini olugsturmaktadir. Doku ve matriks su dengesini saglayan hyaluronan,
sahip oldugu viskoelastik 6zelliklere bagh olarak da bosluk doldurma ve yaglama
gorevlerini Ustlenmektedir. Doku hasari meydana geldiginde, hyaluronan igeren
matriks yapi fibroblast ve endoteliyal hicrelerin yara bolgesine gbg¢ini
desteklemekte ve doku olusum faaliyetini baslatmaktadir (CHEN ve ark., 1999).
Ortamdaki serbest radikalleri stpirerek antioksidan roli Ustlenen hyaluronan, bu
sayede yara 6rtisl katki malzemesi olarak da 6nem kazanmaktadir.

2.6. Equisetum arvense: Antioksidan etki ve antimikrobiyal aktivite

Yara bodlgesinde acgiga c¢ikan yiksek miktardaki reaktif oksijen tdrleri ve
mikrobiyal flora nedeniyle iyilesme sireci olumsuz etkilendiginden antioksidan ve
antimikrobiyal 6zellik gdsteren maddelerin ortama kontrolli salinmasi da yara

iyilesmesini hizlandiran bir faktérdir. Konvansiyonel metod ile enfeksiyon olusumunu



Onlemek igin yara ortilerine gimis (PARSONS ve ark., 2005) ve antibiyotik (Mi ve
ark., 2002) entegre edilebilmekte, ortamda acida cikan reaktif oksijen tdrlerinin
uzaklastiriimasi igin ¢inko katkili malzemeler kullanilabilmektedir (LANSDOWN ve
ark., 2007). Antibiyotik kullaniminin dezavantaji, uzun vadede mikrobiyal floraya
diren¢g kazandirmasidir. Bu direng mekanizmasi, yara olugsumunun tekrarlamasi
halinde iyilesme sirecini olumsuz etkileyecek bir faktér haline gelebilir. Yara 6rttistine
antimikrobiyal ve antioksidan 6zellik kazandiracak maddelerin ayri ayri entegrasyonu
ise prosese da kontrol basamagi ekleyerek Uretim slrecini uzatabilecektir. Bu
nedenle ginimuzde dogal bitki 6zutleri, sahip olduklari antimikrobiyal ve antioksidan
Ozellikler nedeniyle salim yapan aktif madde olarak tercih edilmektedirler. Bu
baglamda antioksidan ve antimikrobiyal &Ozellikleri Uzerinde calisilan Equisetum
arvense, ya da bilinen adiyla Atkuyrugu bitkisi, kdpik materyallere eklenerek salim
yapabilmeye aday bir 6zt olarak 6n plana ¢ikmaktadir. 2005 yilinda gerceklestirilen
bir calismada (NAGAI ve ark., 2005) Equisetum arvense’nin tepe ve gbvde
kismindan elde edilen alkol ve su bazl 6zitlerinde yuksek flavonoid ve vitamin
degerleriyle karsilagiimistir. Daha detayli arastirmalar sonucunda bitkinin bakir ve
cinko icerdigi, bu maddelerin ise stUperoksit anyon radikallerinin uzaklastiriimasi igin
kullanilan mekanizmada 6nemli roller Ustlendigi gosterilmis ve bu sebeplerden dolayi
dogal antioksidan goérevi bulundugu bildiriimistir. Equisetum bitkisinin bes farkli alt
turinde gerceklestirilen bir calismada ise (MILOVANOVIC ve ark., 2007) bitkinin
icerigindeki fenol nedeniyle dogal antioksidan kaynadi oldugu ve alt turler icinde
Equisetum arvense’nin en yuksek antioksidan kapasiteye sahip oldugu belirtilmistir.
Ozutun antimikrobiyal etkisi ise 2006 ve 2007 yillarinda gergeklestirilen calismalarla
ortaya c¢ikarilmigtir. Disk difizyon metodu uygulanan bu ¢aligsmalarda 6zatin gram
negatif, gram pozitif bakteriler ve mantarlar Uzerinde antimikrobiyal ajan olarak
kullanilabilecedi vurgulanmistir (RADULOVIC ve ark., 2006, MILOVANOVIC ve ark.,
2007). Atkuyrugu bitkisinden elde edilen n-bitanol ve etil asetatin da antimikrobiyal
etkiye sahip oldugu 2009 vyilinda yapilan bir calismayla ortaya konmustur
(CANADANOVIC-BRUNET ve ark., 2009). Literatiirde Equisetum arvensenin
antimikrobiyal ve antioksidan 0&zellikleri belirtimesine ragmen, bu &zelliklerinin
ekstraksiyon optimizasyonu yapilarak nasil degistigi ile ilgili bir ¢calismaya bilgimiz

dahilinde rastlanmamaktadir. Ayrica bu ¢alisma kapsaminda optimum kosullarda
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yapilacak ekstraksiyonla elde edilecek bitki 6zutiiniin biyomalzeme ile entegrasyonu
saglanacak ve yara 6rtiisu olarak kullanilma potansiyeli ortaya konulacaktir.

3. GEREG VE YONTEM

3.1 Equisetum  arvense oOzitleme optimizasyonu ve o6zit
karakterizasyonu

3.1.1 Oziitleme

Ozitiin elde edilmesi icin Tablo 2'de goruldugil gibi 5 degisken 3 seviyede
incelendi. Kati partikil boyutu ve seviyesi, elde edilen partiktllerin mikron
seviyesinde olmasindan ve kutle transferi bakimindan farkl seviyelerde incelemenin
bir farkhliga neden olmadigi 6n denemelerde belirlendi ve bu nedenle incelemeden
cikartildi. Ekstraksiyon zamani ise, daha genis bir spektrumu incelemek igin 3, 6, 9
saat araligindan 2, 7, 12 saat araligina ¢ikarildi.

Tablo 2. Deney degiskenleri ve bagli seviyeler

Degisken (110 (-)1
Xi= Sicaklik (°C) 4 24 45
X2= Karigtirma hizi (rpm) 50 150 250
Xs3= Etanol orani (%) 10 |50 90
Xs= Ekstraksiyon zamani (saat) 2 7 12
Xs= Kati-sivi orani 1:10 | 1:20 1:30

Ozitler, Tablo 1'de oldugu gibi, istatiksel analiz programi olan MINITAB’e
yuklendi ve yuzey yanit metodu icin gerekli olan 6zut hazirlama kriterleri olusturuldu.
MINITAB programi ile yapilan degisken ve seviyelerinin tamami Ek-1'de
verilmektedir. Bu ¢alisma i¢in yarim yiz merkezli yizey analizi yapildi. Toplamda 32
adet 6rnek elde edildi ve bunlarin istatistiksel calismalari gergeklestirildi. Seviyeler
(+)1; 0 ve (-)1 olarak isaretlenerek o6zutler hazirlandi. Deneysel tabloda verilen
degiskenlere bagl olarak hazirlanan bitki-¢cdzgen karigimlari vakum filtrasyon ile
stizme islemine tabi tutuldu. Karisim icinde bulunan etanol, déner evaporatdr
araciligiyla uzaklastirildi. Santrifij islemi ile safsizlik yaratan kati partikiller
uzaklastirildiktan sonra 6zitin su fazi donduruldu. Donmus 6zit, liyofilizator

kullanilarak kurutuldu ve deneylerde kullanilan toz formdaki 6zt elde edildi.
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3.1.2 Oziit karakterizasyonu

3.1.2.1 Toplam Fenol Miktari

Toplam fenol miktari, Folin-Ciocalteu yéntemi ile 96 kuyucuklu plakalar
kullanilarak tayin edildi. Deneyler 3 tekrar olacak sekilde gerceklestirildi. Standart
cozelti olarak gallik asit kullanildi ve 6zutlerdeki fenol miktari gallik asit kalibrasyon
egrisi (Ek-2), araciligiyla hesaplandi. Folin-ciocalteu ayraci 1:10 oraninda distile su
ile seyreltilerek calisma konsantrasyonuna getirildi. Sodyum karbonat ¢oézeltisi ise
distile su iginde %7,5’'luk olarak hazirlandi. Deney icin 20 ul 6rnek tGzerine 100 pl folin
cozeltisi eklenerek 2,5 dakika inkilbe edildi. inkiibasyon sonrasinda 80 pl sodyum
karbonat ¢ozeltisi eklenen O6rnekler oda sicakliginda ve karanlikta 1 saatlik
inkibasyona birakildi ve sure sonunda &drnekler 725 nm’de fotometrik okumaya
alindi. Cikan absorbans sonuclari, kalibrasyon egrisi ile gallik asit esdegerine
dondsturalda ve 6zt icerisindeki toplam fenol miktari hesaplandi.

3.1.2.2 Antioksidan Aktivite Tayini

Ozitlerin sahip oldugu antioksidan aktivite degerleri, 96 kuyucuklu plakalarda
ABTS yb6ntemi kullanilarak belirlendi. Deneyler 3 tekrar olacak sekilde gergeklestirildi.
Standart olarak troloks ¢dzeltisi kullanildi. Ozitlerin sahip oldugu antioksidan aktivite,
troloks kalibrasyon egrisi (Ek-3) ile hesaplandi. ABTS calisma solisyonu, distile su
kullanilarak ¢ézilen 14 mM ABTS ve 4,9 mM potasyum persilfatin (K;S,0sg) 1:1
oraninda karistirilip 16 saat boyunca karanlikta ve oda sicakliginda bekletilerek
hazirlandi. 96 kuyucuklu plakalar igerisine eklenen 10 ul 6rnek Uzerine, Varioskan
spektrofotometre cihazinda 200 uyl ABTS solisyonu eklenerek 734 nm’de 30 dk
boyunca 60 okuma yapildi ve kinetik analiz gergeklestirildi. Cikan absorbans
sonuglari, kalibrasyon egrisi ile troloks esdegerligine dénusturtldi ve 6zutiin sahip
oldugu antioksidan aktivite belirlendi.

3.1.2.3 Antimikrobiyal Aktivite Tayini

3.1.2.3.1 Disk Difiizyon Yontemi

Ozutlerin bakteri ve mantar turleri Uzerindeki antimikrobiyal etkileri disk
difuzyon yoéntemi ile incelendi. Deneyler igin, yara bélgelerinde yodun olarak
g6zlenen mikroorganizmalardan bakteri tirl olarak Escherichia coli (gram -) ve
Staphylococcus epidermidis (gram +), mantar trQ olarak Candida albicans belirlendi.
Pozitif kontrol olarak mantar turd icin amfoterisin B, gram (+) bakteri igin vankomisin

ve gram (-) bakteri i¢in streptomisin kullanildi. Bakteriler besleyici kati besiyerinde,
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mantar ise patates kati besiyerinde cogaltildi. Besi yerlerine ekim yapilacak
mikroorganizmalarin koloni yogunluklari, 0,5 McFarland birimine gdére ayarlandi.
Ekim sonrasi petrilerde belirlenen kisimlara bos diskler yerlestirildi. Her disk Uzerine,
steril suda c¢o6zilerek 150 mg/ml konsantrasyona getirilen Equisetum arvense
6zutanden 20 pl eklendi. Patojenler 16 saat buyimeye birakilarak disklerin etrafinda
olusan mikroorganizmadan temiz alanlar 6l¢uldu.

3.1.2.3.2 Minimum inhibisyon Konsantrasyonu (MiK)

Minimum inhibisyon konsantrasyonu yéntemi ile farkli konsantrasyonlardaki
orneklerin E.coli, S.epidermidis ve C.albicans buyumesi Uzerindeki etkileri incelendi.
Pozitif kontrol olarak streptomisin, vankomisin ve amfoterisin B kullanildi. 96
kuyucuklu plakada gerceklestirilen deneyde, her kuyucuga 95 ul sivi besiyeri, 100 ul
6rnek ve 5 pl 0,5 Mcfarland birimine gére ayarlanan koloni yogunlugundaki
mikroorganizmalar eklendi. Mikroorganizmalar 37° C sicaklikta 20 saat boyunca
inkiibe edildi. Ornek konsantrasyonlari 75 mg/ml; 37,5 mg/ml; 18,75 mg/ml ve 9,375
mg/ml olarak belirlendi. Pozitif kontrol olarak kullanilan antibiyotikler ve antifungal
madde 20 pg/ml; 10 pg/ml, 5 upg/ml ve 2,5 pg/ml olarak hazirlandi.
Mikroorganizmalarin kuyucuklara ekildigi an olan sifir aninda 600 nm’deki absorbans
degerleri Olguldi ve 20 saat inkibasyona birakildi. 20 saat sonunda ayni
dalgaboyunda absorbans 6lgimi yapildi ve fark (At) hesaplandi. Ayrica kullanilan t¢
patojen, gerek fenolik icerigin gerek antioksidan aktivitenin en yiiksek, en distk ve
orta seviyede oldugu orneklerle inkiibasyona birakildi. 20 saatlik inkibasyon
sirasinda elde edilen blyime egrileri Varioskan spektrofometre cihazinda analiz
edildi. Bu buytime egrileri yardimiyla MiK degerlerini belilemede kullanilan ydntemin
dogrulugunu test etmek amaciyla kullaniimigtir.

3.1.2.4 Hicre kiltiirii ve sitotoksik aktivitenin belirlenmesi

NIH/3T3 fare fibroblast hiicreleri 2 mM glutamin, 100 U/ml penisilin ve 100
pg/ml streptomisin bulunan ve %10 FBS ile desteklenmis DMEM besiyeri icinde
kiltare alindi. Hucreler, ikilenme sireleri olan 48 saatte bir tripsin-EDTA (% 0,25) ile
flask ylzeyinden kaldirilarak 1000 rpm’de oda sicakhdinda santrifij edildi. Olugan
hicre pelleti siipernatant atildiktan sonra 1 ml hiicre ortami ile siispanse edilerek 10
Ml hiicre stuspansiyonu 90 pl tripan mavisi ile karigtirildi. Hemasitometre kullanilarak

hicre sayimi gerceklestirildi ve kalan hicre silspansiyonu uygun konsantrasyon
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dogrultusunda besiyeri ile karistirilarak 37°C, %5 CO, ortaminda inkiibe edildi. Bu
islem, deneyler icin gerekli hiicre sayisini elde edene kadar devam ettirildi.
Equisetum arvense 6zutunin fibroblast hiicreleri Gzerindeki sitotoksik aktivitesi
MTT yéntemi ile belirlendi. ilk asamada, standart 6ziitleme kosullari olan %70 etanol
icinde, 180 rpm hizda, 2 saat boyunca ve oda sicakhdi kosullarinda &6zutlenen
Equisetum arvense kullanilarak bitkinin sahip oldugu sitotoksik etki g&zlemlendi.
Yéntemin ilk asamasinda fibroblast hiicreleri 96 kuyucuklu plakalara, her kuyuda 95
Ml hacim icinde 10.000 hiicre olacak sekilde ekim yapildi. Analiz sonuglarini etkileme
riskine karsin besiyeri iceriginde antibiyotik kullaniimadi. 96 kuyucuklu plakaya ekilen
hiicreler 24 saat boyunca 37°C, %5 CO, ortaminda inkiibe edildi ve hiicrelerin
ylzeye tutunmasi saglandi. islemin ikinci ginunde liyofilize edilmis Equisetum
arvense 0zutl, otoklavlanmis distile su iginde ve vortekslenerek ¢6zildu, 4000
rpm’de 5 dakika santrifij edildi ve su fazinda ¢éziinen kismin bulundugu stipernatant
ayrilarak 0,22 ym por ¢apina sahip enjektor filtre ile sterilize edildi. Her kuyudaki 95
Ml hiicre sispansiyonu Uzerine 5 ul 6zit ekleneceginden ve 6zt konsantrasyonu 20
kat seyreleceginden, ¢alisma konsantrasyonlari 20 kat fazla olarak hesaplandi. Oziit
etkilerinin daha kapsamli gézlemlenebilmesi icin konsantrasyon araligi 100-3000
Mg/ml olarak segildi. Plaka ylizeyine tutunmus olan hiicrelerin Gizerine her kuyuya 5 pl
olacak sekilde &zut eklendi. Ozt eklenmeyen fibroblast hiicreleri negatif kontrol
olarak kullanildi. Her konsantrasyon ve kontrol seti 3 replika halinde hazirlandi.
Hucreler 24, 48 ve 72 saat araliklarinda 37°C, %5 CO. iceren ortamda inklibe edildi.
Sitotoksik aktivite 6lcimU igin toz halindeki MTT, 5 mg/ml stok konsantrasyonda
1XPBS tampon c¢ozeltisi ile hazirlandi. Analiz edilecek deney seti inkiibatérden
cikarilarak kuyucuklar igindeki huicre kultar ortami ile kanstinlmig 6zt ¢ézeltisi, plaka
ters cevrilerek uzaklastirildi. Plaka ylzeyine yapigsmis olan hiicrelerin Uzerine 100’er
Ml 1XPBS izotonik ¢ozelti eklenerek kultir ortami kalintilari uzaklastinildi ve plaka
tekrar ters cevrildi. Plaka, peceteye emdirilerek kuyularda sivi kalmamasina dikkat
edildi. Her deney seti igin kullanilacak miktarda MTT c¢ozeltisi, calisma
konsantrasyonu olan 0,5 mg/ml'e seyreltildi ve hicre bulunan kuyulara ve
spektrofotometrik analiz icin ayrilan koér (blank) kuyularina 100°er pl hacminde
eklendi. Hazirlanan plaka, aluminyum folyoya sarilarak 37°C sicaklikta ve karanlk
ortamda 4 saat inkiibe edildi. inkiibasyon siiresi sonunda plaka 1800 rpm’de 10

dakika santrifijlendi. Canli hicrelerdeki mitokondriyal rediktaz enzimi ile MTT nin
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indirgenmesi sonucunda olusan formazan kristalleri plaka dibinde pellet halini aldi.
Plaka ters cevrilerek sUpernatant uzaklastirildiktan sonra dipte kalan formazan
kristalleri DMSO ile ¢dzuldi. Kuyulara 100°er pl saf DMSO eklendi ve plaka yaklasik
400-500 rpm’de 5 dakika vortekslendi. 96 kuyucuklu plaka, Elisa Coklu Plaka
Okuyucu’da 545 nm dalgaboyunda okutuldu ve konsatrasyonlara denk gelen
absorbans degerleri elde edildi. Replikalara ait absorbans dederlerinin ortalamalari
alindi ve standart sapma degerleri hesaplandi. Canlilik ylizdeleri hesaplanirken ise
asagidaki formal kullanildr.

Canlilik: 100% x (Ornek absorbans degeri ortalamasi / Kontrol absorbans
degeri ortalamasi)

3.2 Kopuk malzemenin olusturulmasi

3.21 Ham ipegin serisinden uzaklastiriimasi ve ipek ¢o6zeltisinin
hazirlanmasi

Ham ipek lifinden serisinin uzaklastiriimasi igin, ipek liflerinin agirliginin 50 kat
(v/w) hacminde % 0,05’lik Na,CO3 ¢bézeltisi hazirlandi ve kaynamaya birakildi. Ham
ipek lifleri bu ¢dzeltide 30 dakika bekletildi. Bu islem 3 kez tekrarlandiktan sonra ipek
lifleri distile su ile ¢alkalandi ve oda sicakhdinda kurumaya birakildi.
Serisinden uzaklastirilan ipek lifleri, 1:2:8 mol oranina gére hazirlanan CaCl,-
CH3CH,0OH-H,O Ugli solvent sisteminde, 78°C'de 150 rpm’de 2 saat boyunca
calkalanarak sivi forma doénusturulda. Elde edilen berrak ipek ¢ozeltisi, sodyum sulfur
ve sulfurik asit ¢dzeltilerinde bekletilerek sulfir bilesenlerinden uzaklastirilan diyaliz
tiplerinde (MWCO 12000-14000) distile suya karsi, +4°C’de 3 gin diyaliz edildi.
Diyaliz sonunda elde edilen ipek c¢ozeltisinin konsantrasyonu 2,4 g/ml olarak
hesaplandi.

3.2.2 Hyaluronik asit-ipek fibroin karigimi ile koépiik formun
olusturulmasi

Toz halindeki hyaluronik asit (Streptococcus equi, Sigma), ipek fibroin ¢dzeltisi
ile ipek fibroin:hyaluronik asit oranlari agirlikgca (w/w) 97:3 ve 85:15 olacak sekilde
karistinldi.  Saf ipek c¢ozeltileri 50-60°C’de karistirildiktan sonra, belirlenen
miktarlardaki hyaluronik asit, ipek ¢ozeltisine eklenerek karistirlmaya devam edildi.
Karistirma silrecinde suda ¢6zilmis Equisetum arvense 6zutl karisimin igine
eklendi. Kullanilan 6zut konsantrasyonlart 10, 50, 100 mg/ml olarak belirlendi.

Karisim, 0,1 M HCI asit kullanilarak pH 4-4,5 deger araligina getirildi. Karisim siresi
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olan 2 saat sonunda 6zit iceren ve icermeyen ipek-hyaluronik asit ¢dzeltileri ve
kontrol grubu olan saf ipek c¢o6zeltisi, 24 saat boyunca —-80°C ve -24°C'de
dondurulduktan sonra liyofilize edildi. Dondurma slrecinde, &rneklerin gbézenek
yapisl kazanabilmesi icin 2 defa oda sicakliginda ¢ézdurildi ve tekrar donduruldu.
Olusturulan malzemelerin 6zellikleri Tablo 3‘de verilmigtir.

Tablo 3. Olusturulan biyomalzemenin icerik ézellikleri ve érneklere verilen kodlar.

% 3 Hyaluronik asit % 15 Hyaluronik asit
Oziit
konsantrasyonu -24°C -80°C -24°C -80°C
(mg/ml)
0 Aq A, Az Ay
10 B; B, B; B,
50 Cy C, Cs C,
100 D, D, D; D,

3.3 Biyomalzemenin Morfolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Uzerlerine sivi azot dékillerek dondurulan érneklerden kesitler alindi ve argon
gazi atmosferinde altin ile kaplama vyapildiktan sonra taramali elektron
mikroskobunda goéruntiler elde edildi.

3.4 Biyomalzemenin Salim Ozellikleri ve Salim Sonrasi Aktivite
Belirlenmesi

Malzemenin salim 6zelligi ve biyobozunurlugunun belirlenmesi igin kesikli
salim yéntemi kullanildi. Olusturulan képuk érneklerinden 0,5 cm yiksekliginde ve 1
cm c¢apinda, agirliklari 0,018 ile 0,025 g arasi degisen silindirler kesildi. Her bir parca
24 kuyucuklu plakalarin icerisine yerlestirildi, Gzerlerine 2,5 ml hacminde 1XPBS
eklendi. Plakalar 24, 48, 72 ve 96 saat boyunca 170 rpm karigtirma hizinda
calkalamali inkiibatérde oda sicakliginda bekletildi. Malzemelerden toplanan sivi
fazlar toplam fenol miktari, antioksidan ve antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesinde
kullanildi.

3.5 Biyomalzemenin Sitotoksik Etkisinin Arastiriimasi

Biyomateryalin sitotoksik aktivitesinin incelenmesi i¢cin 3T3 fare fibroblast
hicre hatti kullanildi ve malzemelerin 6zitleme basamagindan gegirildigi indirekt
sitotoksik aktivite tayin yéntemine basvuruldu. Disk halinde kesilen malzemeler,
%70Q’lik etanol icinde, oda sicakliginda bir gece bekletilerek steril edildi (LU ve ark.,
2011). Ertesi gin 3 kez 1XPBS ile yikanan malzemeler, PBS’in uzaklastiriimasi igin
40°C’lik kurutma firninda bir saat bekletildi. Ozutleme asamasina gelindiginde,

malzemeler FBS icerikli DMEM besiyerinde 24 saat boyunca 37°C sicaklik ve %5
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CO, kosulunda bekletildi. Daha o©nceden ylizeye tutunmasi igin ekim yapilan
hiicrelerin tzerindeki kullaniimis besiyeri uzaklastinldi ve Uzerlerine, ilgili malzeme
6zutanden 100 pl eklendi. 24 ve 48 saat zaman araliklari igcin MTT gerceklestirildi.

3.6 Hiicre-Biyomateryal Entegrasyonu

Olusturulan biyomateryal Gzerine hiicre tutunumunu gézlemleyebilmek igin,
sitotoksisite tayininde 6zutleme iglemi uygulanan malzemelerin tzerlerine 10° hiicre
ekilerek 24 saat boyunca 37°C sicaklik ve %5 CO, kosulunda inkiibasyona birakildi.
SEM goéruntist alabilmek igin malzemelere fiksasyon islemi uygulandi. Malzemeler
1XPBS ile yikandiktan sonra, PBS ile seyreltiimis glutaraldehit soliisyonu (%2,5) ile 1
saat oda sicakliginda inkibasyona birakildi. Bu iglem sonrasinda drnekler sirasiyla
%30-50-70-90 ve %100 etanol konsantrasyonlarinda 5’er dakika boyunca oda
sicakliginda bekletilerek dehidrasyon uygulandi (CHEN ve ark., 2004). islem
sonrasinda &rnekler 37°C’de vakum etlivde 24 saat boyunca kurumaya birakildi.
Ornekler argon gazi atmosferinde altin kaplanarak taramali elektron mikroskobunda
incelendi.
4. BULGULAR

4.1 Oziit karakterizasyonu

4.1.1 Toplam Fenol Miktar

Toplam fenol miktarlari tayin edilen 6zitlerin gram kuru agirliklari (KA) igindeki
miligram gallik asit esdegerlikleri (GAE) Ek-2'deki tabloda gdsterilmistir. Ornekler
icerisindeki toplam fenol miktarlari 20-180 mg GAE/g kuru 6zut agirhgr araliginda
degismektedir. 3 numarali 6érnek en disik, 14 numaral 6rnek ise en yuksek toplam
fenol miktarina sahiptir. En dusik fenol miktarina sahip érnek, 4°C’de, %10 alkol ile 2
saatlik ekstraksiyon siresinde, 1:10 kati sivi oraninda ve 250 rpm karistirma hizinda
hazirlanmistir. En ylksek fenol miktarina sahip 6rnek ise 45°C’de, %90 alkol ile 12
saatlik ekstraksiyon suresinde, 1:10 kati sivi oraninda ve 50 rpm karistirma hizinda
hazirlanmistir. istatiksel analiz sonucu Ek-2'de verilmistir. Yiizey yanit regresyon
analizi sonucunda fenol miktarini belirleyen faktorler sicaklik, etil alkol miktari ve
ekstraksiyon siresi ile bunlarin kendileri ve birbirleriyle olan iligkileri olarak
bulunmustur. Analizin regresyon katsayisi 0,95 olarak hesaplanmistir. Anlamli olan

degerler p<=0,05 araliginda bulunmustur.
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4.1.2 Antioksidan Aktivite Tayini

Her 6rnegin miligram (mg) kuru agirliklan icerisindeki uM cinsinden trolox
esdegerlikleri Ek-3'deki tabloda verilmistir. Orneklerin antioksidan kapasiteleri 290
MM trolox esdegeri antioksidan kapasite (TEAK) ile 1270 yM TEAK arasinda
degismektedir. En disuk antioksidan kapasitesi 3 numarali érnekte, en yiksek
antioksidan kapasitesi ise 14 numarali 06rnekte g6zlemlenmigtir. En dusik
antioksidan kapasitesine sahip 6rnek 4°C’de, %10 alkol ile 2 saatlik ekstraksiyon
suresinde, 1:10 kati sivi oraninda ve 250 rpm karistirma hizinda hazirlanmigtir. En
yuksek antioksidan kapasitesine sahip 6rnekler ise sirasiyla 14 numara igin 45°C,
%90 alkol ile 12 saatlik ekstraksiyon siresinde, 1:10 kati sivi oraninda ve 50 rpm
karistirma hizinda hazirlanmistir. istatiksel analiz sonucu Ek-3 de verilmistir. Yiizey
yanit  regresyon analizi sonucunda antioksidan kapasiteyi belirleyen faktorler
sicaklik, karistirma hizi, etil alkol miktari, ekstraksiyon siresi ve kati sivi orani ile
bunlarin kendileri ve birbirleriyle olan iligkileri olarak bulunmustur. Analizin regresyon
katsayisi 0,97 olarak hesaplanmigtir. Anlamli olan degerler p<=0,05 araliginda
bulunmusgtur.

4.1.3 Antimikrobiyal Aktivite Tayini

4.1.3.1 Disk Difiizyon Yontemi

Kullanilan 6zit konsantrasyonunun mantar tGremesi Uzerinde etkili olmadigi,
E.coli ve S.epidermidis Uzerinde ise antimikrobiyal ajan olarak etki g&sterdigi
gorulmustar. Olgulen alanlar Tablo 4'de gésterilmistir. Tim disk difiizyon sonuglarini

gosteren fotograflar ve élcllen temiz alanlari gésteren tablolar Ek-4’de verilmigtir.

Pozitif kontrol Ornek

Sekil 1. Candida Albicans igin disk difiizyon testinde olusan alanlar
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Pozitif kontrol Ornek

Sekil 2. E.Coliigin disk difiizyon testinde olusan alanlar

Pozitif kontrol Ornek

Sekil 3. S.Epidermidis icin disk difizyon testinde olusan alanlar
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Tablo 4. Tum patojenler i¢in etkili olan 6zt érneklerinin dlgtlen temiz alanlarin (inhibisyon

zone) milimetre (mm) olarak degerleri

C. Albicans S. Epidermidis E. Coli
Ornek Cap (mm) Ornek Cap (mm) Ornek Cap (mm)
Amfoterisin
5 20 Vankomisin 24 Streptomisin 21
Streptomisin 18 Vankomisin 9
1 8 1 20
6 8 2 21
8 15 3 18
13 9 4 19
14 7 5 16
15 8 7 8
18 12 10 21
24 9 11 20
26 9 12 18
27 9 13 8
30 8 14 10
32 8 15 17
19 8
20 8
21 19
25 8
30 8
31 8
32 8

4.1.3.2 Minimum inhibisyon Konsantrasyonu (MiK)

Literatirde Equisetum arvense icin bulunan inhibisyon konsantrasyonlari 75

ve 50 mg/ml olarak belirtildiginden 6zut konsantrasyonlari 75-9,375 mg/ml araliginda

kullaniimigtir

(Jasna,

2009).

BUyume egrilerini

goOsteren

grafikler

Ek-5'te
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gosterilmigtir. Asagidaki grafiklerde pozitif negatif kontroller ile her bakteri igin en
etkili konsantrasyonlar gdsterilmigtir. Buyume egrileri igin kullanilan érnekler sirasi ile
3, 14 ve 32 numaradir. Minimum inhibisyon konsantrasyonuna ait veriler Ek-5 de

verilmigtir.

1,6
1,4 /""\\
1,2 /

1
/ — Negatif kontrol
0,8

Pozitif Kontrol

0,6 "

/ Ornek 14 (75 mg/ml)
0,4 /
0,2
0 N 5 T T 1
4] 20 40 60 80

0,2

Sekil 4. C. Albicans igin buyime egrisi. 14 numaral érnek 75 mg/ml konsantrasyonda
20 saat boyunca incelenmistir. Dikey eksen absorbansi yatay eksen ise okuma sayisini
gOstermektedir. Okumalar her 20 dk da bir alinmigtir.

0,7
o0 /_,fl'""f’v\

0,5

/ = Negatif Kontrol
0,4 /
0,3

Pozitif Kontrol

0,2 / Ornek 14 (9,375
/ mg/ml)
0,1 4
0 == / T T T 1
[‘] 20 40 60 80
0,1

Sekil 5. E. Coli igin blyime egrisi grafigi. 14 numarali 6rnek 9,375 mg/ml
konsantrasyonda 20 saat boyunca incelenmistir. Dikey eksen absorbansi yatay eksen ise
okuma sayisini géstermektedir. Okumalar her 20 dk da bir alinmigtir.
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0,3
0,25 -
0,2 - —— Negatif Kontrol
h
0,15
Pozitif Kotrol
0,1 == "
Ornek 14 (9,375
0,05 mg/ml)
0 -
0 20 40 60 80
-0,05 -

Sekil 6. S. Epidermidis igin buyime egrisi grafigi. 14 numarali érnek 9,375 mg/ml
konsantrasyonda 20 saat boyunca incelenmistir. Dikey eksen abzorbansi yatay eksen ise
okuma sayisini gostermektedir. Okumalar her 20 dk’da bir alinmistir.

C.albicans sonucunu inceledigimizde (Sekil 4) negatif kontrolde biyime orani
abzorbans cinsinden 1,2 iken pozitif kontrolde bu oran 0,1 diizeyindedir. Kullanilan
konsantrasyonlarda pozitif kontrole esit abzorbans farki veren &6rnek
g6zlemlenmemistir. Daha yuksek konsantrasyonlarda etkili olabilecekleri tahmin
edililen érnekler gézlemlenmistir. Orneklerin, C.albicans icin bulunan minimum
inhibisyon konsantrasyonlari Tablo 5’te verilmigtir.

E.coli sonucu incelendiginde (Sekil 5) pozitif kontrolde 0,642 absorbans farki
g6zlemlenmis, pozitif kontrolde ise bu oran 0,1 dizeyinde olugsmustur. Orneklerin,
E.coli igin minimum inhibisyon konsantrasyonlari Tablo 5’te verilmigtir.

S.epidermidis verileri analiz edildiginde (Sekil 6) pozitif kontrol 0,18, negatif
kontrol ise 0,5lik bir absorbans farki ortaya koymaktadir. Orneklerin abzorbans
farklari gbézlemlendiginde hem 75 mg/mllik konsantrasyonda hem de bu
konsantrasyonun altinda ki konsantrasyonlarda pozitif kontrole yakin sonuglar
gorulmustir. Bazi érnekler ise disuk absorbans farklar nedeniyle daha yiksek
konsantrasyonlarda etkili olabilecekleri yéniinde intiba uyandirmistir. Orneklerin,

S.epidermidis i¢in minimum inhibisyon konsantrasyonlari Tablo 5’te verilmigtir.
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Tablo 5. Patojenler blytmelerini engellemek igin érneklerde gerekli olan minimum inhibisyon
konsantrasyonlarini gosteren tablo. Konsantrasyonlar mg/ml cinsinden verilmistir. IB:
Inhibisyon Baslangici. IG: Inhibisyon Gérilmemistir.

S.
Ornek | Epidermidi | E. Coli |C. Albicans Ornek . > .. | E.Coli |C.Albicans

< Epidermidis
1 iG iB iB 17 iB 75 iG
2 75 iB iG 18 iB iB iG
3 iG iG iG 19 iB 75 iB
4 iG iG iG 20 iB 75 iB
5 iG iG iG 21 75 iG iG
6 iB iG iG 22 18,75 iG iB
7 iB iG iB 23 iG iG iG
8 75 iG iB 24 iG 75 iG
9 iB iB iB 25 iB >75 iG
10 iB 75 iB 26 iB 75 iG
11 iG iB iG 27 iB 75 iB
12 75 iB iG 28 75 75 iB
13 iB 18,75 >75 29 75 75 iB
14 iB 75 >75 30 75 iG iG
15 iB 18,75 >75 31 75 75 iG
16 75 75 >75 32 iG 75 iG

4.1.4 Hiicre kultiri ve sitotoksik aktivitenin belirlenmesi

Standart kosullarda ekstraksiyonu gerceklestiriien Equisetum arvense
bitkisinin yapraklari, 500 ug/ml konsantrasyondan itibaren inhibitor etkisinin yarisini
gosterdigi  IC50 degerine ulasmaktadir (Sekil 7). Canlihk degerleri  bu
konsantrasyonda 24 saat icin %23,75; 48 saat icin %49,61; 72 saat igin ise %41,24
olarak gbézlemlenmistir. Bu konsantrasyon degeri, farkli kosullarda elde edilen
Ozutlerin sitotoksik aktivitelerinin belirlenmesinde bir sinir olusturmaktadir.

Bu baglamda farkli parametreler uygulanarak elde edilen 6zitlerin sitotoksik
aktivitelerinin incelenmesinde kullanilacak konsantrasyon aralidi, standart 6zutin
olusturdugu sitotoksik aktivite g6z éniinde bulundurularak, 250 ile 750 pg/ml araligina

sinirlandiriimigtir.
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Equisetum arvense -NIH 3T3 canlilik ylizdesi

120 4

100

80 4

60 4

% canlilik

40 |

20

0

negatif 100 pyg/ml 250 pg/ml 500 pg/ml 750 ug/ml 1000 pg/ml 1500 pg/ml 2000 pg/ml 3000 pg/ml

kontrol
—o— 24 saat —— 48 saat —&— 72 saat

Sekil 7. Standart kosullar olan %70 etanol %30 su icerisinde, 180 rpm devirde 2 saat
boyunca oda sicakhginda ekstrakte edilen Equisetum arvense bitkisinin NIH3T3 fibroblast

hicreleri Gzerinde olusturdugu sitotoksik etki. 1IC50 degeri, maddenin inhibitdr etkisini
gosterdigi konsantrasyonun yarisidir.

Farkh parametreler ile elde edilen 6zutlerin sitotoksik aktivitesinin
belirlenmesinde elde edilen sonuglar 6zitlerin antioksidan kapasiteleri ve toplam

fenol miktarlari ile kargilastirmali olarak Tablo 6’da sunulmustur.
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Tablo 6. Farklh parametreler denenerek elde edilen 6zutlerin hicrelerde olusturdugu
sitotoksik aktivitenin canlilik ylizdesi Gzerinden gdsterimi ve 6zltlerin antioksidan aktivite ve

toplam fenol miktari ile karsilastiriimasi

K.A.: Kuru agirhk, TEAK: Troloks Esdegeri Antioksidan Kapasite, GAE: Gallik Asit

Esdegeri

% Canllik
Ozit Antioksidan kapasitesi Toplam Fenol Miktari
kodu 24 saat |48 saat 72 saat (UM TEAK/mg 6zut K.A.) | (mg GAE/g 6zut K.A.)
1 117,9 85,27 77,95 830,89 82,94
2 142,65 104,57 104,11 395,4 35,32
3 152,04 86,29 98,75 292,75 20,47
4 119,23 86,49 102,03 338,8 35,41
5 119,34 80,67 99,68 412,14 25,39
6 117,24 93,25 114,98 550,2 41,9
7 121,55 89,97 105,46 585,21 34,5
8 126,63 101,13 109,94 820,69 41,57
9 132,38 82,53 81,88 939,18 59,25
10 83,65 67,21 60,38 725,69 106,46
11 155,36 108,27 88,72 424,02 53,56
12 125,52 68,58 77,35 412,35 57,13
13 18,9 12,09 8,97 1214,94 150,04
14 41,99 6,56 -1,9 1246,82 182,8
15 34,36 23,69 28,99 1268,09 115,4
16 18,12 12,68 1,99 1270,79 149,14
17 62,43 61,58 66,57 838,07 86,38
18 137,13 91,34 77,3 523,7 52,08
19 83,43 61,04 57,79 651,98 86,15
20 73,81 55,36 53,4 572,58 79,57
21 125,52 91,04 61,72 357,18 51,85
22 132,82 104,85 105,78 532,75 63,46
23 120,66 89,43 77,99 817,09 53,27
24 116,13 66,81 53,54 1116,61 80,58
25 61,22 74,3 64,59 885,2 93,25
26 108,07 67,55 53,35 1099,02 103,63
27 61,99 59,03 44,34 814,92 85,47
28 60,44 72,93 52,33 866,76 79,82
29 64,64 59,47 46,46 954,65 94,85
30 164,31 83,9 63,8 915,48 100,92
31 98,23 76,06 52,43 1203,4 75,77
32 74,81 57,66 35,78 1026,65 115,41

Tablo 6‘da 6zut eklenmemis hiicrelerden olusan negatif kontrol grubu %100
canli kabul edilerek 500 pg/ml 6zut konsantrasyonunun hucreler tzerinde yarattigi
sitotoksik aktivite antioksidan aktivite ve toplam fenol dederleri ile karsilastirmal
olarak gosterilmektedir. 24 saatten itibaren en yiksek sitotoksik aktivite gdsteren

ozutler kalin harflerle, 24-72 saat araliginda en disik sitotoksik aktiviteye sahip
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oldugu belirlenen o6zutler ise acgik gri zemin ile isaretlenerek gdsterilmigtir. TUm
konsantrasyon ve zamanlara ait sitotoksisite degerleri Ek 6’da sunulmustur. Hiicreler
Uzerinde sitotoksik aktivite gbésteren 13, 14, 15 ve 16 numarali 6zitlerin antioksidan
aktivite ve fenol miktarlari daha ylksektir. Antioksidan aktivite ve fenol miktari,
solvent sistemi, karigtirma hizi, karigtirma suresi, ortam sicakhdr ve karnigim igindeki
kati-sivi orani gibi ekstraksiyon parametrelerine gére degisen degerlerdir. Hem
sitotoksik aktivitesi ,ylksek olan 6zitlerin hem de tim zaman dilimlerinde canlilik
yuzdesinin negatif kontrol seviyesinde kalmasini sagdlayan, dusuk sitotoksik aktiviteye
sahip 2, 6 ve 8 numarali 6zitlerin solvent sistemi %90 etanol ve %10 su olmasina
ragmen, aralarindaki fark ekstraksiyon zamanlari olarak karsimiza ¢ikmaktadir. En
uzun sire olan 12 saat boyunca ilgili solvent sisteminde ekstrakte edilen 6zutler
yuksek sitotoksik aktiviteye sahipken, ekstraksiyon slresi 2 saat olan &zitlerin
sitotoksik aktivitesi anlamli sekilde azalmaktadir.
4.2 Biyomalzemenin Morfolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Ornekler elektron mikroskopu vasitasiyla incelenmistir. 250x biyitme
oraninda malzemelerin géruntuleri Sekil 8'de gésterilmistir. Gortintulerde malzemenin
katmanl bir yapiya sahip oldugu anlagiimaktadir. Bu yapi igerikteki bitki 6ztl miktar
arttikca farklihk gd&stermistir. Malzemenin gbézenek yapisi icerige bagl olarak

degisiklik gbstermektedir.
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%3 Hyaluronik Asit %15 Hyaluronik Asit
-24°C -80°C -24°C -80°C

0 mg E. arvense

10 mgE. arvense

50 mgE. arvense

100 mg E. arvense

Sekil 8. Biyomalzemelerin SEM gdéruntileri. Blyitme orani 250X’dir.

Yapinin plakalar seklinde olustugu gézlemlenmektedir. Hyaluronik asit miktari
arttikca kdpUk malzeme igerisindeki gézeneklerin arttigi gérulmektedir. Artan bitki
6zuth miktar ise plaka yapisini bozmaktadir. Yapidaki dizensizlik malzemenin
mekanik kuvvetini de etkilemektedir.

4.3 Biyomalzemenin Salim Ozellikleri ve Salim Sonrasi Aktivite
Belirlenmesi

Malzemeler kesikli salim uygulanmak Uzere plaka igerisine yerlestiriimeden
once yapilan incelemede bitki 6zuti konsantrasyonu arttikga yapinin kirilgan hale
geldigi gézlemlenmistir. Bu durum 6zt eklendikten sonra sivi haldeki ipek fibroin-
hyaluronik asit karigiminda olusan ¢okelti ile de agiklanabilir.

Olusturulan diskler PBS icerisine yerlestirildikten sonra artan bitki 6zati miktarina

paralel olarak sivi igerisinde ¢éziinme hizlarinin da arttigi gézlemlenmektedir. ik iki
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saat icerisinde yapisinda 100 mg equisetum arvense bulunan képik malzeme buyik
oranda c¢o6zulmustir. 96 saat sonucunda 100 mg equisetum arvense bulunan
Oornekler tamamen ¢ézulmastir, sadece ipek fibroin ve hyaluronik asit ile
olusturulmus képik malzeme kuru agirlikca %50 oraninda bozunmustur. Ayni sekilde
96 saat sonucunda icerisinde 10 mg ve 50 mg bitki 6zutt bulunduran képuk malzeme
yapisal olarak butinlidint korumus ama 10 mg bitki 6zatd bulunduran malzeme
kuru agirlikga %75, icerisinde 50 mg bitki 6zitl bulunduran érnek ise %80 oraninda
bozunmustur. icerikte bulunan hyaluronik asit miktari da yapisal biitiinlige etki eden
bir parametre olarak gdézlemlenmistir. iceriginde hi¢ bitki 6ziti bulunmayan
malzemeler mekanik mukavemet ve c¢o6zundrlik bakimindan incelendiginde,
hyaluronik asit miktari arttikca mekanik 6zellik arttigi ve biyo¢dzuntrlik miktarinin
azaldiyi gézlemlenmistir. Iiceriginde bitki 6zUti bulunmayan képik malzemeler
incelendiginde %3 hyaluronik asit iceren 6rneklerde 96 saat sonucunda bozunma
miktari %78 ve %70 iken %15 hyaluronik asit iceren malzemelerde bozunma miktari
%64 ve %56'tir. %3 ve % 15 hyaluronik asit iceren 6rnekler kendi icerisinde
incelendiginde ise dondurma sicakhiginin ¢éziinme miktarn Uzerinde etkili oldugu
g6zlemlenmektedir. Her iki grupta da -24°C’de dondurulmus &rneklerdeki bozunma
miktarinin daha fazla oldugu gézlemlenmistir. Elde edilen sonuclar ile paralel olarak
literatirde, artan hyaluronik asit miktarinin yapinin mekanik &6zelligini arttirdigi
bulunmustur (RENA ve ark., 2009).

Zamana bagh olarak malzeme ¢6zinurliglu artmakta ve hyaluronik asit sivi
ortamda c¢oézuldigunden sivi fazda jellesme gdbzlemlenmektedir. Jellesme miktari
artan 6zit konsantrasyonu ve hyaluronik asit miktarina bagl olarak hizlanmaktadir.

4.3.1 Biyomalzemenin Salim Sonrasi Toplam Fenol ve Antioksidan
Miktan

Kesikli salim sonrasinda toplanan sivi fazlar tGizerinden toplam fenol miktari ve
antioksidan aktivite belirlenmistir. Analiz sonuglari Tablo 7 ve Tablo 8'de verilmigtir. A
kodlu drneklerde 6zut bulunmazken, B kodlu drnekler 10 mg, C kodlu érnekler 50
mg, D kodlu érnekler ise 100 mg 6zut icermektedir. Malzeme kodlarindaki harflerin
yanindaki rakamlar ise hyaluronik asit icerigini temsil etmektedir. 1 ve 2 rakamlarinin
bulundugu kodlar, %3 oraninda hyaluronik asit icerikli malzemeleri, 3 ve 4
rakamlarinin bulundugu kodlar, %15 oraninda hyaluronik asit icerikli malzemeleri

gOstermektedir.
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Tablo 7. Biyomalzemelerin Salim Sonrasi Toplam Fenol Miktarlari (mg Gallik Asit
Esdegeri/ml)

Ozit Kodu | 24 saat | 48 saat | 72 saat | 96 saat
A, 6,5 75 | 13,7 | 2,2
As 6,9 12,3 7,2 1,2
As 11,0 6,2 4,8 0,8
Ay 11,2 0,2 10,0 1,6
B; 5,7 7,2 12,3 2,0
B, 50 | 49 | 11,7 | 1,9
B, 57 | 1,8 | 134 | 2,2
B, 4,0 16,0 38,6 6,3
C, 11,6 25,9 32,8 5,3
C, 13,9 17,1 23,9 3,9
C; 10,1 16,0 16,6 2,7
Cy 14,7 39,1 41,5 6,8
D, 10,4 10,7 15,1 2,5
D, 5,9 14,8 17,9 2,9
Ds 8,3 17,4 12,5 2,0
D, 13,4 25,3 31,2 51

Tablo 8. Biyomalzemelerin Salim Sonrasi Antioksidan Aktiviteleri (uM TEAK / pl)

Ozit Kodu | 24saat | 48 saat 72 saat 96 saat
Ay 103,08 70,53 79,55 -3,95
A, 133,32 39,29 76,15 -0,94
Az 78,89 64,73 81,85 -37,89
Ay 134,47 -31,61 167,01 105,56
B, 145,81 70,10 142,13 111,40
B, 83,20 67,09 84,13 232,58
B; 175,87 27,49 101,91 167,37
B, 84,59 173,41 220,45 148,90
C, 125,30 252,02 229,01 215,34
C, 157,11 227,46 217,71 239,91
Cs 87,53 198,78 201,55 236,86
Cy 159,42 295,01 256,73 264,17
D; 126,85 113,87 187,99 127,77
D, 85,88 150,91 188,03 125,00
Ds 151,08 238,18 206,35 140,93
D, 145,82 255,85 249,74 291,57




Malzemelerin zamana bagl olarak siviyr jellestirme miktarlari farklilik
gostermektedir. Sividaki jellesme toplam fenol ve antioksidan analiz sonuglarinda
sapmalara neden olmustur. Bu sapmalara ragmen malzemenin igerigindeki bitki
6zutandn salimi buydk oranda ilk 24 saat sonunda gézlemlenmistir.

4.3.2 Biyomalzemenin Antimikrobiyal Etkisinin Arastiriimasi

72 saatlik salim sonrasi olusan sivi fazlarin U¢ farkli patojen Uzerindeki
inhibisyonlari arastinimistir. 24 saatlik buyime egrileri spektrofotometrik olarak
incelenmigtir. Bu c¢alismada, bitki 6zitinin bulunmadigr ve en yiksek miktarda
bulundugu malzemeler kullaniimistir. ilgili biytime egrileri asagida yer alan Sekil 9,
10 ve 11’de gosterilmistir.

1.00
= . Coli negatif
0.80 . Coli pozitif
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Sekil 9. iceriginde bitki 6ziiti bulunmayan A1, A2, A3 ve A4 kodlu malzemeler ile ve
iceriginde 100 mg 6zit bulunan D1, D2, D3 ve D4 kodlu malzemelere ait 96 saatlik salim
ortamlarinin E. Coli Uzerindeki etkisi.

Sekil 9'de goruldugu gibi iceriginde bitki 6zutd bulunmayan A4, Az, Az, A4 kodlu
malzemeler bakteri buyimesini yavaglatmigtir. Bunun yaninda igeriginde bitki 6zutu
bulunan D4, Dy, D3, D4 kdplk malzemelerin salim sonrasi sivi fazlari bakterinin

buyimesinde herhangi bir etkiye neden olmamistir.
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Sekil 10. igeriginde bitki 6zitl bulunmayan A1, A2, A3 ve A4 kodlu malzemeler ile ve
iceriginde 100 mg 6zit bulunan D1, D2, D3 ve D4 kodlu malzemelere ait 96 saatlik salim
ortamlarinin S.epidermidis tizerindeki etkisi.

Sekil 10’da goéruldagu Gzere 6rneklerde bakteri blylmesini yavaslatici bir
Ozellik goéralmemistir. Aksine o6rnekler bakteri blUyumesini tetikleyici bir rol
ustlenmislerdir.
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Sekil 11. igeriginde bitki dzuti bulunmayan A1, A2, A3 ve A4 kodlu malzemeler ile ve
iceriginde 100 mg 6zit bulunan D1, D2, D3 ve D4 kodlu malzemelere ait 96 saatlik salim
ortamlarinin C. albicans Uzerindeki etkisi.

Sekil 11'de goruldugu Uzere 6rneklerde mantar buyimesini yavaglatici bir
Ozellik gérulmemigtir.
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4.3.3 Biyomalzemenin Sitotoksik Etkisinin Arastirilmasi

Negatif kontrol %100 canli olarak kabul edilerek oranlama yapildiginda,
biyomalzemeler icin kabul edilebilir canllik ylzdesi olan %70 sadece ilk 24 saat
icerisinde iceriginde bitki 6zUtl bulunmayan képlik malzemelerde gérilmektedir
(Sekil-12). Equisetum arvense bitki 6zutinin sitotoksik etkisi daha 6énceki deneylerde
ortaya konulmustur. Képluk malzemeden salinan 6zut i¢in de paralel sonuglar
g6zlemlenmistir. D4 6rneginde yuksek absorbans, malzemenin besiyeri ile girisim
yapmas! ve absorbans degerlerinde sapma olusturmasindan kaynaklanmaktadir.
Dipte olusan c¢okelti, fotometrik okumalarda hataya neden olmus, ayni hata bir kag
denemede de gdzlemlenmigtir. Ayrica PBS ile inkiibe edilen biyomalzemenin
gbzenek yapisi degistiginden, malzemenin salim &6zellikleri degisiklige ugramis ve

salim ortami icerik bakimindan optimize edilememistir.
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Sekil 12. Malzeme 6zutiniin 24 ve 48 saatte hiicre canlihgina etkisi.

4.4 Hicre-Biyomateryal Entegrasyonu

Hucre tutunumunu gézlemlemek igin igerisinde bitki 6zitd bulunmayan ve 10
mg bitki 6zutd bulunan malzemeler, en iyi mekanik mukavemete sahip olduklari icin
bu islemde kullaniimak tGzere secilmistir. Elde edilen elektron mikroskobu géruntuleri
Sekil 13’de gosterilmistir.
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%3 Hyaluronik Asit %315 Hyaluronik Asit

-24°C -80°C -24°C -80°C

0 mg
E. Arvense

10 mg
E. Arvense

Sekil 13. Biyomalzemeler Uzerine hiicre tutunmasini gésteren SEM gérintuleri.
Blyutme orani 1000X'dir.

Gozenekli malzemeler yara iyilestirme calismalarinda, ylzey alaninda artig
sagladigr ve hicre tutunumunu tesvik etmesi bakimindan 6n plana c¢ikmaktadir.
Malzemenin gbzenekleri arasi gecisler olmasi ve gézenek boyutlarinin 100 pm’den
fazla olmasi hicre tutunumunu saglayan faktérler arasinda yer almaktadir (LU ve
ark., 2011). Hucrelerin tutunmasi icin ideal bir ylizeye sahip malzemeler, icerikleri ile
de ekstraselluler matriksi taklit edebildikleri oranda yara iyilestirme calismalar icin
daha ylksek potansiyele sahip olmaktadirlar. Elde edilen gérintuler Sekil 13’de
incelendiginde sadece %15 hyaluronik asit ile -24 °C’de olusturulmus malzeme
digindaki drneklere hiicrelerin tutunduklari gézlemlenmistir. Hicre tutunmasi igin en
6nemli etken olan ylzey go6zenekliligi ve purizlalugd bu 6rneklerde hucrelerin
tutunmasina olanak verecek dizeydedir.

5. TARTISMA/SONUC

Projenin 6zt karakterizasyonu agsamasinda elde edilen toplam fenol sonuglar
g6z 6nidne alindidinda, 6ézitleme sirasinda kullanilan etanol-su karisiminin orani
degistikce karisimin polaritesi degisecek ve farkli polariteye sahip fenolik bilesiklerin
karisim icinde bulunma oranlarn da farklihk g&sterecektir. Ayrica sicakhk kutle
transferini hizlandirici bir etmendir ve ekstraksiyon sireside bu transferin etkisini
arttinr. Bu baglamda &rneklerimizin fenolik igeriklerinde ki degisiklik de anlam
kazanmaktadir. istatiksel analiz sonucunda fenolik bilesiklerin elde edilmesinde

kullanilacak parametrelerin hesaplamasindaki formul asagdidaki gibidir.
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A = 59,0996+ 1,304 = x1 + 1,1801 = (x3) — 3.3278 = (x4) — 0,0150 = (x3)* + 0,0771(x1 = x4)

+0,1099 = (x3 = x4)

Etanol miktarinin artmasi ile birlikte toplam fenol miktarinda da artis
g6zlenmesi beraberinde antioksidan aktivite artisini da getirmistir. Sicaklik ve diger
parametreler ise kitle transferinin etkili ve yilksek miktarda gerceklesmesini
saglamistir. Ozit icerisindeki fenolik bilesiklerin orani arttikga 6ziitin antioksidan
kapasitesi de buna paralel olarak artmaktadir. 2007 yilinda Milovanovic V. ve 2005
yiinda da Nagai bitkinin antioksidan aktivitesini farkli maddelerle esdeder olarak
go6stermiglerdir. Bizim bulgularimiz da bu yayinlar ile birlikte degerlendirildiginde,
6zutleme islemi icin karakterizasyonun ne derece dnemli oldugu bir kere daha ortaya
cikmaktadir. istatiksel analiz sonucunda antioksidan kapasitesini belirleye maddelerin
elde edilmesinde kullanilacak parametrelerin hesaplamasindaki formul asagidaki
gibidir.

A = 885,780 — 13,866 « (x1) + 3,998« (x2) + 16,729 » (x3) - 58,573 « (x4) — 62,701 « (x5) -

D.DIBEK‘I]Z - 0,219+ (x3)* + 6,890 « (x4)° + 1,975« (x5)° + 0,078 = (x1 = x3) + 0,030
(x2+x3) + 0,622 = (x3 = x4)

E. Arvense’nin antimikrobiyal etkisi Uzerine, Radulovic N. 2006 yilinda bitkiye
ait ucucu yaglar ile yaptiklari denemelerde E. Coli ve C. Albicans i¢in antimikrobiyal
etki gézlemlemiglerdir. E. Coli igin 25 mm, C. Albicans iginse 23 mm temiz alan rapor
etmiglerdir. Jasna M. 2009 yilinda bitkinin etil asetat ve n-butanol ile hazirlanan
Ozltleri Uzerinde yaptigi denemelerde E. Coli biyimesi Uzerinde herhangi etki
g6zlemlemedigini raporlamistir. 2008 yilinda Lotfipour ve arkadaslari etil asetat ve
diklorometan ile yaptiklari ézutlerin S. Epidermidis blyUimesi Uzerinde inhibisyona
neden oldugunu gbéstermiglerdir. Ayni calismada E. Coli Uzerinde bir etki
g6zlemlenmemistir. Bu sonuclar bizim sonuclarimizla bazi agilardan tutarlidir. Ne
varki 6zitleme ydnteminde ki farkliliklardan dolayl elde edilen fenolik bilesiklerin
cesitliligi ve farkhhigi, 6zutlerin daha etkili olmasinda rol oynamistir. Ayni zamanda
bitkinin yetistigi cografya, hasat zamani ve iklim icerigindeki etken maddelerin
miktarlari Ozerinde etkili oldugu bilinmektedir. Bu bilgiler 1siginda 6zitleme
karakterizasyonunun énemi bir kere daha ortaya ¢gikmistir.

Antioksidan aktivite ve toplam fenol miktarinin ylksek olmasi, ilgili maddenin

vucut iginde olusan serbest radikalleri etkin bigimde stpurme &zelligini ortaya
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koymaktadir. Hucre iginde enerji Uretimi ve metabolizma hareketlerinde dnemli
gorevleri bulunan serbest radikaller, en dis elektron yoéringesindeki elektron agigini
kapatabilmek icin baska atomlarin elektronlarini paylagsmaya calsirlar. Elektron
acigini kapatamadidi takdirde sahip olduklari yiksek enerji nedeniyle vicut iginde
hiicre membrani lipidlerini, hiicresel proteinleri, DNA ve enzimleri oksitler ve olugan
oksidatif stres nedeniyle hicresel solunum olumsuz etkilenir ve hiicre yikimi hatta
o6limi meydana gelir (Antolovich ve ark., 2002). Vicutta yara olustuktan sonra ise
yara bolgesi bakteri kolonilerince zengin hale gelir ve bu bakteriyel yikin bélgeden
uzaklastiriimasi icin bagisiklik sistemi uyarilarak l6kosit gégu aktiflenir (MUSTOE,
2004). Goérevi mikrobiyal yiki ortadan kaldirmak olan oksidan enzimler ise, yara
bélgesindeki anemiye bagli olarak oksijen vyetersizligi nedeniyle etkin olarak
calisamazlar, mikroorganizmalar varligini sirdirmeye devam eder ve yara iyilesme
sureci aksar (O'MEARA ve ark., 2000). Sireci aksatan bir dijer unsur da yara
bblgesindeki ani kanlanma sonucu oksijen miktarinin asiri artisi ve beraberinde
serbest radikallerin yara bdélgesine salinmasidir. Sonug olarak ortamda oksidatif stres
artar ve iyilesmede rol oynayacak hicrelerin yikimina yol agarak, yara iyilesmesini
kesintiye ugratir.

Antioksidan aktiviteye sahip maddeler, oksidatif stres yaratan serbest
radikalleri, serbest radikal ara UrUnlerini veya oksidasyon reaksiyonlarini inhibe
ederek ortadan kaldirma 6zelligine sahiptirler. Antioksidan maddeler, sahip olduklari
aktivite de@erleri ve kullanim miktarlarina bagh olarak yarar sagladiklar gibi zarar da
verebilmektedirler. Yeterli oksijen varliginda mikrobiyal aktiviteyi durdurma yéniinde
etki goOsteren oksidan enzimlerin miktarini azaltmalari nedeniyle, fazla miktarda
antioksidan madde varli§i yara iyilesme sirecini de olumsuz etkileyebilir. Bu
badlamda elde edilen veriler dogrultusunda disuk sitotoksik aktivite ve yuksek
antioksidan kapasite ile fenol miktari degerleri oOrtisen parametreler secilerek
optimizasyon saglanabilecektir.

Biyomalzeme olusturulduktan sonra kesikli salim ydntemi ile salim sonrasi
aktivite ve malzemenin dayanimi Uzerine yapilan incelemelerde, malzemeye bitki
6zuth eklenmesinin, eklenen konsantrasyondaki artigla paralel olarak kirnlganhgi
arttirdid1 ve ipek fibroin-hyaluronik asit karisiminda ¢okelti olustugu gézlenmistir.
Yapilan bilimsel ¢alismalarda fenolik bilesiklerin proteinler ile etkilesime girip sivi faz

icinde ¢okelti olusturduklari gésterilmistir. Kullandigimiz at kuyrugu bitkisinin fenolik
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icerigi daha o©nce yapilan g¢aligmalarla karsilastirldiginda daha yuksek olarak
bulunmustur (RAWEL ve ark., 2002, ZHANG ve ark., 2008, OU ve ark., 2005, ARTS
ve ark., 2001, ZHANG ve ark., 2001, TIANA ve ark., 2004). Bu nedenle olusan
cokeltinin fenolik bilesik-protein etkilesiminden dolayi olustugunu sdyleyebilmekteyiz.
Yapi iskeletinin temel tagi olan ipek fibroinler sivi igerisinden ¢oktikge iskelet yapida
bozulma meydana gelmektedir bu da yapinin mekanik kuvvetini olumsuz yénde
etkilemektedir. iceriginde hi¢ bitki 6zuti bulunmayan malzemeler mekanik
mukavemet ve ¢dzinurlik bakimindan incelendiginde, hyaluronik asit miktar arttikca
mekanik 6zellik arttigi ve biyo¢cdzinurluk miktarinin azaldigi gézlemlenmistir. Elde
edilen sonugclar ile paralel olarak literatirde, artan hyaluronik asit miktarinin yapinin
mekanik 6zelligini arttirdigi bulunmustur (Rena ve ark., 2009). Ornekler taramali
elektron mikroskobunda incelendiginde ise, katmanli bir yapi elde edildigi gdzlenmis,
hyaluronik asit miktari arttikca gézenek olusumunda bir artis oldugu saptanmigtir.
Bitki 6zitl eklenmesi ise, miktarin artmasina bagli olarak plaka olusumunu bozmakta
ve malzemenin mekanik dayanimi da daha o6nce belirtildigi gibi, bu durumdan
olumsuz etkilenmektedir.

Malzemeden yapilan salim sonucunda ki toplam fenol ve antioksidan sonuglari
incelendiginde bunlarin 6zitin toplam antioksidan ve fenol kapasitesiyle uygunluk
gosterdigi ve ilk 24 saatte blylk oranda aktif bilesikleri ortama saldigi
gézlemlenmisgtir.

Ozit eklenmis ve eklenmemis malzemelerin fibroblast hicreleri tzerindeki
sitotoksik etkisi incelendiginde, ilk 24 saat igcinde malzemenin hicreler Gzerinde, ISO
standartlarina gére biyomalzeme sitotoksisite siniri olarak %30 oranini agsmadigi,
hicrelerin %70 oraninda canliik gdsterdigi gorilmektedir. Bununla beraber bazi
orneklerin kontrol grubundan da yiksek absorbansa sahip olma nedeni, malzeme ile
besiyerindeki bilesenlerin girisim yapmasi ve ¢dkelti olugturmasi olarak agiklanabilir.
Bu nedenle projede 6nerilen indirekt sitotoksisite dlgim ydntemi yerine direkt dl¢gim
yapillmasi ve hicrelerin biyomalzeme Uzerine ekim yapildiktan sonra MTT testinin
uygulanmasi  daha saglikli  sonuclar verebilecektir.  Biyomalzeme-hiicre
entegrasyonunda ise deneme i¢in en dayanikli oldugu gdézlenen, bitki 6zutd
bulundurmayan ve igeriginde 10 mg bitki 6zuti bulunduran malzemeler secilmistir.
Fibroblast hicrelerinin, %15 hyaluronik asit igerikli ve -24°C’de dondurulan malzeme

disinda diger malzemelere tutundugu, en yiiksek tutunma oraninin %15 hyaluronik
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asit icerikli -80°C’de dondurulan malzemede oldugu gdézlenmistir. Hyaluronik asidin
yapiya eklenmesinin, malzemenin ekstraselliler matriksi taklit etme derecesini, daha
dusuk sicakliklarda dondurma isleminin gerceklestiriimesinin de gézenek olusumunu

arttirmasi hucrelerin bu 6zelliklere sahip malzemeye tutunumunu agiklamaktadir.
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EKLER
EK-1

Equisetum arvense 6zit karakterizasyonu igin 5 faktdrli yarim ylz merkezli yizey yanit
analiz tablosu.

Kati sivi

NOrnek RunOrder | PtType | Blocks | Sicaklik |Karistirma | EtOH | bekletme Kati siv
umarasi orani
zamanl
5 1 1 1 4 50 90 2 10
16 2 1 1 45 250 90 12 30
6 3 1 1 45 50 90 2 30
31 4 0 1 24,5 150 50 7 20
23 5 -1 1 24,5 150 50 2 20
3 6 1 1 4 250 10 2 10
1 7 1 1 4 50 10 2 30
4 8 1 1 45 250 10 2 30
8 9 1 1 45 250 90 2 10
20 10 -1 1 24,5 250 50 7 20
17 11 -1 1 4 150 50 7 20
28 12 0 1 24,5 150 50 7 20
13 13 1 1 4 50 90 12 30
19 14 -1 1 24,5 50 50 7 20
21 15 -1 1 24,5 150 10 7 20
10 16 1 1 45 50 10 12 30
30 17 0 1 24,5 150 50 7 20
25 18 -1 1 24,5 150 50 7 10
2 19 1 1 45 50 10 2 10
24 20 -1 1 24,5 150 50 12 20
26 21 -1 1 24,5 150 50 7 30
14 22 1 1 45 50 90 12 10
9 23 1 1 4 50 10 12 10
11 24 1 1 4 250 10 12 30
12 25 1 1 45 250 10 12 10
18 26 -1 1 45 150 50 7 20
22 27 -1 1 24,5 150 90 7 20
29 28 0 1 24,5 150 50 7 20
27 29 0 1 24,5 150 50 7 20
15 30 1 1 4 250 90 12 10
32 31 0 1 24,5 150 50 7 20
7 32 1 1 4 250 90 2 30
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EK-2

Gallik Asit standart grafigi
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Gallik Asit Konsantrasyonu (mg/ml)

Orneklerin gram kuru agirliklarindaki miligram gallik asit esdegerliklerini gdsteren tablo

Ornek |Absorbans mg GAED/ gr KA
Kor 0,0 0,0
1 0,5 82,9
2 0,2 35,3
3 0,1 20,5
4 0,2 35,4
5 0,2 25,4
6 0,3 41,9
7 0,2 34,5
8 0,3 41,6
9 0,4 59,3
10 0,7 106,5
11 0,3 53,6
12 0,4 57,1
13 0,9 150,0
14 1,1 182,8
15 0,7 115,4

Ornek Absorbans | mg GAED/ gr KA
16 0,9 149,1
17 0,5 86,4
18 0,3 52,1
19 0,5 86,2
20 0,5 79,6
21 0,3 51,9
22 0,4 63,5
23 0,3 53,3
24 0,5 80,6
25 0,6 93,3
26 0,6 103,6
27 0,5 85,5
28 0,5 79,8
29 0,6 94,8
30 0,6 100,9
31 0,5 75,8
32 0,7 115,4
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Gallik asit esdegerligi icin 6rneklerin ylzey analiz regresyonu

Yiizey analiz dagiimi GALLIK ASIT

The analysis was done using uncoded units.

Estimated Regression Coefficients for Gallic Acid eguilevent (gr/ml)

Term Coef SE Coef T P
Constant 59,0996 37,4292 1,579 0,149
temperature 1,3042 1,2746 1,023 0,333
stirring -0,0789 0,3132 -0,252 0,807
EtOH 1,1801 0,6761 1,745 0,115
Incubation time -3,3278 7,2193 -0,461 0,656
solid liquid ratio -4,0024 4,0201 -0,996 0,345
temperature*temperature -0,0296 0,0231 -1,282 0,232
stirring*stirring 0,0001 0,0010 0,122 0,905
EtOH*EtOH -0,0150 0,0061 -2,476 0,035
Incubation time*Incubation time 0,3531 0,4985 0,708 0,497
solid ligquid ratio* 0,1677 0,0970 1,728 0,118
solid liquid ratio
temperature*stirring 0,0003 0,0018 0,177 0,863
temperature*EtOH 0,0055 0,0045 1,220 0,253
temperature*Incubation time 0,0771 0,0360 2,142 0,061
temperature*solid liquid ratio -0,0257 0,0180 -1,431 0,186
stirring*EtOH 0,0009 0,0009 0,981 0,352
stirring*Incubation time -0,0087 0,0074 -1,182 0,268
stirring*solid liquid ratio -0,0025 0,0037 -0,687 0,509
EtOH*Incubation time 0,1099 0,0184 5,963 0,000
EtOH*solid liquid ratio -0,0150 0,0092 -1,624 0,139
Incubation time*solid liquid ratio -0,0342 0,0737 -0,464 0,653

S = 14,7477 PRESS = 195506

R-Sq = 95,46% R-Sq(pred) = 0,00% R-Sq(adj) = 85,37%

Analysis of Variance for Gallic Acid eguilevent (gr/ml)

Source DF Seqg SS Adj SS Adj MS F P
Regression 20 41147,8 41147,8 2057,4 9,46 0,001
Linear 5 27928,6 1078,1 215,6 0,99 0,474
Square 5 2475,5 2475,5 495,1 2,28 0,134

Interaction 10 10743,7 10743,7 1074,4 4,94 0,012

Residual Error 9 1957,5 1957,5 217,5

Lack-of-Fit 5 1522,9 1522,9 304,6 2,80 0,170
Pure Error 4 434,06 434,6 108, 6
Total 29 43105,2

Unusual Observations for Gallic Acid eguilevent (gr/ml)

Gallic Acid

eguilevent
Obs StdOrder (gr/ml) Fit SE Fit Residual St Resid
3 6 41,901 36,231 14,523 5,670 2,21 R
25 18 52,082 75,523 10,594 -23,441 -2,28 R

R denotes an observation with a large standardized residual.
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EK-3

Troloks standart grafigi
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Elde edilen 6zutlerin miligram kuru agirlik icerisindeki ntioksidan kapasitelerinin mikromolar
troloks esdegerlikleri

i mikro molar . mikro molar
Ornek | TEAK/mg Ornek TEAK/ mg
KA KA

Kor 0 16 1270,79
1 830,89 17 838,07

2 395,40 18 523,70

3 292,75 19 651,98

4 338,80 20 572,58

5 412,14 21 357,18

6 550,20 22 532,75

7 585,21 23 817,09

8 820,69 24 1116,61

9 939,18 25 885,20
10 725,69 26 1099,02
1 424,02 27 814,92
12 412,35 28 866,76
13 1214,94 29 954,65
14 1246,82 30 915,48
15 1268,09 31 1203,40
32 1026,65
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Trolox esdegerligi icin drneklerin ylizey analiz regresyonu

YUZEY ANALIiZ DAGILIMI TROLOKS

The analysis was done using uncoded units.

Estimated Regression Coefficients for trolox eg. In 1 gr (milimolar)

Term Coef SE Coef T P
Constant 885,780 261,846 3,383 0,010
temperature -13,866 10,350 -1,340 0,217
stirring 3,998 2,116 1,890 0,095
EtOH 16,729 4,567 3,663 0,006
Incubation time -58,573 39,983 -1,465 0,181
solid ligquid ratio -62,701 27,162 -2,308 0,050
temperature*temperature 0,156 0,200 0,779 0,458
stirring*stirring -0,018 0,007 =-2,781 0,024
EtOH*EtOH -0,219 0,041 -5,333 0,001
Incubation time*Incubation time 6,890 2,622 2,627 0,030
solid liquid ratio* 1,975 0,656 3,013 0,017
solid ligquid ratio

temperature*stirring 0,023 0,012 1,889 0,096
temperature*EtOH 0,078 0,030 2,570 0,033
temperature*Incubation time -0,107 0,243 -0,439 0,672
temperature*solid liquid ratio -0,040 0,121 -0,333 0,747
stirring*EtOH 0,030 0,006 4,884 0,001
stirring*Incubation time -0,075 0,050 -1,508 0,170
stirring*solid liquid ratio -0,031 0,025 -1,264 0,242
EtOH*Incubation time 0,622 0,124 4,998 0,001
EtOH*solid liquid ratio -0,063 0,062 -1,021 0,337
Incubation time*solid ligquid ratio -0,769 0,497 -1,546 0,161
S = 99,4945 PRESS = 6395012

R-Sg = 96,91% R-Sqg(pred) = 0,00% R-Sg(adj) = 89,20%

Analysis of Variance for trolox eq. In 1 gr (milimolar)

Source DF Seqg SS Adj SS Adj MS F P
Regression 20 2487695 2487695 124385 12,57 0,001
Linear 5 1339559 232814 46563 4,70 0,027
Square 5 488711 488711 97742 9,87 0,003
Interaction 10 659426 659426 65943 6,66 0,006
Residual Error 8 79193 79193 9899
Lack-of-Fit 5 68205 68205 13641 3,72 0,154
Pure Error 3 10988 10988 3663

Total 28 2566889




EK-4

C. Albicans disk difiizyon fotograflari
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E. Coli disk diftizyon fotograflari
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S. Epidermidis disk diflizyon fotograflari
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Disk diflizyon sonucu 6&lgiilen alanlar

C. Albicans
Ornek Gap
(mm)
Amfoterisin B 20

S. Epidermidis
Ornek (rianrq))
Vankomisin 24
Streptomisin 18
1 8
6 8
8 15
13 9
14 7
15 8
18 12
24 9
26 9
27 9
30 8
32 8

E. Coli
Ornek (Eqarz)
Streptomisin 21
Vankomisin 9
1 20
2 21
3 18
4 19
5 16
7 08
10 21
11 20
12 18
13 08
14 10
15 17
19 8
20 8
21 19
25 8
30 8
31 8
32 8
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EK-5

C. Albicans igin 20 saatlik buyime egrisi

1,6
1,4 /-"\\
1,2 %

1

negatif

vankomisin 20 mg/ml

0,8 ..
vankomisin 10 mg/ml
0,6 vankomisin 5 mg/ml
0,4 vankomisin 2,5 mg/mi
0,2
0 T T T 1
0 20 40 60 80
1,6
1,4 /""\\
1,2
1 / = streptomisin 2,5 mg/ml
/ / negatif
0,8 .
/ / ~—=streptomisin 5 mg/ml
0,6 / streptomisin 10 mg/ml
0,4 / = streptomisin 20 mg/ml
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1,6

1’4 A
/ \ negatif
1,2
/ \\ —amphoterisin B 2,5
1
/ mg/ml
0,8 amphoterisin B 5
/ mg/ml
0,6 ..
/ = amphoterisin B 10
0,4 mg/ml
/ amphoterisin B 20
0,2 j mg/ml
0 T T T 1
20 40 60 80
1,6
1;4 / \
1,2 / E__
1 / /: £ negatif
0,8 / /// ornek 3 75 mg/ml
0,6 ornek 3 37,5 mg/ml
0,4 / /// ornek 3 18,75 mg/ml
02 / / ornek 3 9,37 mg/ml
0 I T T 1
J({ 40 60 80
-0,2
0,4
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1,6

1,4 /.f"'\_\
" / \
! / Negatif
= / ornek 14 75 mg/ml
0,6 ornek 14 37,5 mg/ml
0,4 / // ornek 14 18,37
0.2 / /// ornek 14 9,375 mg/ml
0 /// : :
/ 40 60 80
-0,2 \ e
0,4
1,6
negatif
ornek 32 75 mg/ml
ornek 32 37,5 mg/ml
ornek 32 18,75
mg/ml
ornek 32 9,375 mg/ml
80
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C. Albicans MIK degerleri igin kullanilan abzorbans farklar

Konsantrasyon Zaman 20

(mg/ml) Zaman 0 saat Fark
0,082 1,380 1,298
Negatif 0,081 0,935 0,853
0,084 1,374 1,289
0,080 1,461 1,381
20 0,080 1,150 1,070
Vankomisin 10 0,080 1,173 1,093
5 0,081 0,809 0,728
2,5 0,081 1,054 0,973
20 0,080 1,108 1,028
Streptomisin 10 0,080 1,118 1,038
5 0,080 1,087 1,007
2,5 0,080 1,191 1,111
20 0,105 0,257 0,152
Amfoterisin B 10 0,093 0,222 0,129
5 0,088 0,233 0,145
2,5 0,083 0,212 0,130
75 0,847 1,310 0,462
1 37,5 0,330 0,776 0,445
18,75 0,198 0,589 0,391
9,375 0,144 0,756 0,612
75 1,066 1,855 0,789
) 37,5 0,391 1,459 1,068
18,75 0,203 1,036 0,833
9,375 0,136 1,055 0,918
75 0,601 1,742 1,141
3 37,5 0,271 1,417 1,147
18,75 0,172 1,296 1,124
9,375 0,122 1,363 1,241
75 0,789 1,704 0,915
4 37,5 0,254 1,239 0,985
18,75 0,159 1,112 0,952
9,375 0,118 1,130 1,012
75 0,530 1,579 1,049
5 37,5 0,252 1,375 1,123
18,75 0,160 1,204 1,044
9,375 0,122 1,196 1,074
75 0,240 1,051 0,811
6 37,5 0,122 0,747 0,625
18,75 0,101 0,189 0,088
9,375 0,092 0,659 0,567
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75 0,382 0,860 0,478

; 37,5 0,131 1,000 0,870
18,75 0,106 1,149 1,043

9,375 0,106 1,073 0,966

75 0,676 1,612 0,936

g 37,5 0,214 1,477 1,263
18,75 0,133 1,280 1,147

9,375 0,107 1,199 1,093

75 0,657 1,347 0,690

9 37,5 0,336 0,879 0,542
18,75 0,211 0,944 0,733

9,375 0,147 1,043 0,896

75 1,486 1,857 0,370

10 37,5 0,418 1,076 0,659
18,75 0,236 0,911 0,675

9,375 0,162 0,885 0,723

75 0,529 1,417 0,889

11 37,5 0,280 1,117 0,837
18,75 0,180 0,993 0,813

9,375 0,141 1,113 0,972

75 1,705 2,267 0,563

1 37,5 0,662 1,607 0,945
18,75 0,358 1,359 1,001

9,375 0,203 1,146 0,943

75 0,756 1,017 0,261

13 37,5 0,426 0,889 0,463
18,75 0,228 0,681 0,452

9,375 0,172 0,742 0,569

75 0,737 0,989 0,252

14 37,5 0,324 0,594 0,270
18,75 0,197 0,675 0,478

9,375 0,148 0,570 0,422

75 0,747 1,013 0,266

- 37,5 0,350 0,703 0,352
18,75 0,207 0,619 0,412

9,375 0,163 0,742 0,579

75 0,648 0,962 0,313

16 37,5 0,502 1,015 0,513
18,75 0,295 0,802 0,507

9,375 0,201 0,685 0,484

75 0,720 1,564 0,844

17 37,5 0,284 0,839 0,555
18,75 0,183 0,904 0,720

9,375 0,131 0,860 0,729
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75 1,340 2,069 0,729

18 75 0,497 1,480 0,983
37,5 0,268 1,175 0,907

18,75 0,175 1,103 0,928

9,375 1,254 1,753 0,498

19 75 0,309 1,051 0,742
37,5 0,195 0,929 0,734

18,75 0,137 0,705 0,567

9,375 1,458 1,934 0,477

20 75 0,390 1,107 0,717
37,5 0,218 0,913 0,695

18,75 0,155 0,881 0,727

9,375 0,585 1,544 0,960

2 75 0,279 1,299 1,020
37,5 0,178 1,315 1,137

18,75 0,132 1,084 0,952

9,375 0,240 0,711 0,471

27 75 0,130 1,351 1,221
37,5 0,106 1,223 1,117

18,75 0,095 1,242 1,147

9,375 1,351 2,122 0,771

23 75 0,488 1,578 1,090
37,5 0,250 1,381 1,131

18,75 0,161 1,118 0,957

9,375 1,069 1,578 0,509

24 75 0,303 1,179 0,875
37,5 0,191 0,986 0,795

18,75 0,140 0,840 0,700

9,375 0,783 1,715 0,932

25 75 0,262 0,923 0,661
37,5 0,172 0,846 0,674

18,75 0,139 0,832 0,693

9,375 0,835 1,654 0,819

26 75 0,317 0,924 0,607
37,5 0,198 0,883 0,685

18,75 0,147 0,867 0,720

9,375 1,399 1,616 0,217

27 75 0,332 0,998 0,665
37,5 0,193 0,629 0,436

18,75 0,144 0,524 0,381

9,375 1,452 1,779 0,327

)8 75 0,373 0,786 0,413
37,5 0,216 0,930 0,714

18,75 0,150 0,709 0,559
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9,375 1,244 1,611 0,367

- 75 0,308 0,975 0,667
75 0,185 0,834 0,650

37,5 0,133 0,482 0,349

18,75 0,626 1,314 0,688

30 9,375 0,276 0,917 0,641
75 0,177 0,902 0,726

37,5 0,132 0,594 0,461

18,75 1,359 1,879 0,520

a1 9,375 0,355 0,801 0,447
75 0,202 0,878 0,676

37,5 0,139 0,151 0,012

18,75 0,694 1,488 0,795

- 9,375 0,339 0,973 0,634
75 0,198 0,757 0,560

37,5 0,146 0,600 0,454
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E. Coliigin 20 saatlik buyime egrileri

0,7
0,6 :ﬁ

0,5 // /

0.4 /V — vankomisin 20 mg/ml
0,3 ~ vankomisin 10 mg/ml

sy

negatif

vankomisin 5 mg/ml

vankomisin 2,5 mg/ml

> /""‘"ﬂ\
0,5

/ = streptomisin 2,5 mg/mil
0,4

negatif

0,3 streptomisin 5 mg/ml
/ = streptomisin 10 mg/ml
o2 / =—=streptomisin 20 mg/ml
0,1 /
0 T T T 1
[‘] 20 40 60 80




1,2

1
negatif
0,8 -
=——=amphoterisin B 2,5
mg/ml
0,6
———amphoterisin B 5
mg/ml
0,4
= amphoterisin B 10
mg/ml
0,2
= amphoterisin B 20
mg/ml
0 T T T 1 g/
(‘l 20 40 60 80
-0,2
0,7
0,6
0,5 /
0,4 — '
/ — negatif
03 ornek 3 75 mg/ml
0,2 ornek 3 37,5 mg/ml
0,1 ——0rnek 3 18,75 mg/ml
0 / ——0rnek 3 9,37 mg/ml
/ 20 40 60 80
-0,1
-0,2
-0,3
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0,8

0,6

0,4

0,2

Negatif

ornek 14 75 mg/ml

ornek 14 37,5 mg/ml

ornek 14 18,37

ornek 14 9,375 mg/ml

-0,2
0,4
-0,6
1,2
1
0,8 negatif
0,6 /’_———-’"\ ornek 32 75 mg/ml
0,4
0.2 ornek 32 37,5 mg/ml
P
0 /{u-—'* érnek 32 18,75
0 _M
02 mg/ ml
ornek 32 9,375 mg/ml
0,4
-0,6




E. Coli MiK degerleri igin kullanilan abzorbans farklar

Konsantrasyon Zaman 20

(mg/ml) Zaman 0 saat Fark
0,090 0,730 0,640
Negatif 0,089 0,686 0,597
0,089 0,758 0,669
0,088 0,670 0,582
20 0,084 0,257 0,173
Vankomisin 10 0,085 0,376 0,292
5 0,088 0,500 0,412
2,5 0,084 0,597 0,512
20 0,084 0,291 0,207
Streptomisin 10 0,085 0,255 0,170
5 0,085 0,113 0,028
2,5 0,086 0,227 0,141
20 0,106 0,726 0,620
Amfoterisin B 10 0,096 0,674 0,578
5 0,089 0,666 0,577
2,5 0,087 0,645 0,558
75 1,835 2,096 0,261
1 37,5 1,168 1,594 0,426
18,75 0,556 0,866 0,310
9,375 0,309 1,324 1,015
75 1,304 1,532 0,227
) 37,5 0,511 1,083 0,573
18,75 0,268 1,023 0,755
9,375 0,171 1,027 0,856
75 0,660 1,112 0,452
3 37,5 0,307 0,827 0,520
18,75 0,734 0,540 -0,194
9,375 0,146 0,641 0,495
75 0,916 1,257 0,340
4 37,5 0,354 0,941 0,586
18,75 0,213 0,854 0,640
9,375 0,155 1,020 0,866
75 0,821 1,347 0,526
5 37,5 0,537 1,140 0,603
18,75 0,584 0,576 -0,008
9,375 0,162 0,981 0,820
75 0,405 0,921 0,515
6 37,5 0,217 0,782 0,565
18,75 0,224 0,633 0,409
9,375 0,185 0,635 0,449
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75 0,436 1,021 0,585

; 37,5 0,208 0,644 0,436
18,75 0,151 0,538 0,387

9,375 0,119 0,554 0,436

75 1,077 1,516 0,439

g 37,5 0,400 0,956 0,555
18,75 0,218 0,780 0,562

9,375 0,145 0,651 0,507

75 1,927 2,138 0,211

9 37,5 0,936 1,487 0,552
18,75 0,549 1,160 0,611

9,375 0,294 1,089 0,795

75 2,292 2,148 -0,145

10 37,5 1,266 1,539 0,273
18,75 0,787 1,444 0,658

9,375 0,429 1,349 0,920

75 1,221 1,508 0,287

11 37,5 0,644 1,011 0,367
18,75 0,338 0,799 0,461

9,375 0,225 0,911 0,686

75 2,276 2,219 -0,057

1 37,5 1,081 1,552 0,471
18,75 0,595 1,642 1,047

9,375 0,335 0,927 0,592

75 2,537 2,201 -0,336

13 37,5 2,053 1,959 -0,094
18,75 1,198 1,351 0,154

9,375 0,679 0,853 0,174

75 2,363 2,487 0,123

14 37,5 1,536 1,749 0,213
18,75 0,854 1,097 0,243

9,375 0,523 0,836 0,313

75 2,264 2,094 -0,171

- 37,5 1,376 1,437 0,061
18,75 0,818 0,994 0,176

9,375 0,395 0,680 0,285

75 2,475 2,370 -0,105

16 37,5 1,746 2,080 0,334
18,75 1,074 1,358 0,284

9,375 0,568 1,024 0,455

75 2,054 2,160 0,106

17 37,5 1,037 1,371 0,334
18,75 0,619 1,093 0,474

9,375 0,319 1,319 1,000
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75 1,799 2,103 0,304

18 37,5 0,776 1,262 0,486
18 18,75 0,425 0,976 0,552
9,375 0,248 0,796 0,548

75 2,178 2,173 -0,005

19 37,5 0,956 1,530 0,574
18,75 0,589 1,175 0,586

9,375 0,324 1,373 1,049

75 2,325 2,306 -0,019

50 37,5 1,084 1,667 0,583
18,75 0,588 1,240 0,652

9,375 0,344 1,272 0,928

75 1,186 1,609 0,423

)1 37,5 0,577 1,184 0,606
18,75 0,337 1,201 0,863

9,375 0,209 1,010 0,801

75 0,442 0,816 0,374

- 37,5 0,242 0,671 0,429
18,75 0,156 0,473 0,317

9,375 0,121 0,425 0,304

75 1,726 2,046 0,319

53 37,5 0,854 1,271 0,416
18,75 0,789 0,687 -0,102

9,375 0,246 0,498 0,252

75 2,078 2,106 0,029

24 37,5 1,093 1,546 0,453
18,75 0,668 1,277 0,609

9,375 0,385 1,276 0,890

75 1,626 2,013 0,387

- 37,5 0,758 1,606 0,848
18,75 0,429 1,272 0,842

9,375 0,249 1,179 0,930

75 2,014 1,970 -0,044

26 37,5 0,999 1,626 0,626
18,75 0,598 1,319 0,721

9,375 0,347 1,413 1,066

75 2,217 2,220 0,003

57 37,5 0,996 1,662 0,666
18,75 0,593 1,307 0,714

9,375 0,289 1,127 0,838

75 2,224 2,148 -0,075

- 37,5 0,922 1,488 0,566
18,75 0,507 1,274 0,767

9,375 0,325 1,424 1,099
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75 2,109 2,261 0,152

- 37,5 0,967 1,595 0,629
18,75 0,534 1,308 0,774

9,375 0,271 1,201 0,930

75 1,485 1,908 0,423

30 37,5 0,783 1,384 0,601
18,75 0,406 1,127 0,721

9,375 0,260 1,276 1,016

75 2,154 2,204 0,051

a1 37,5 0,983 1,579 0,597
18,75 0,505 1,235 0,730

9,375 0,356 0,931 0,575

75 1,983 2,100 0,117

- 37,5 1,180 1,796 0,616
18,75 0,591 1,355 0,764

9,375 0,406 1,004 0,598
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S. Epidermidis igin 20 saatlik blyime egrileri

0,3
025 /\\//
0.2 / \_ negatif
015 vankomisin 20 mg/ml
/ vankomisin 10 mg/ml
01 = — vankomisin 5 mg/ml
0.05 vankomisin 2,5 mg/ml
0 T T T 1
(r 20 40 60 80
-0,05
0,3
025 /\\
0,2
\_ streptomisin 2,5 mg/ml
0.15 /\ negatif
/ ——streptomisin 5 mg/ml
01 streptomisin 10 mg/mll
= stre ptomisin 20 mg/ml
0,05
0 T T T 1
(‘l 20 40 60 80
-0,05
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0,3

0,25
0,2 h \— negatif
0,15 / \\ ———amphoterisin B 5
' o~ mg/ml
01 =—=amphoterisin B 10
— / mg/ml
0,05 = amphoterisin B 20
mg/ml
0 - : : .
(‘1 20 40 60 80
-0,05
0,6
0,5
e N gatif
ornek 3 75 mg/ml
~0rnek 3 37,5 mg/ml
—0rnek 3 18,75 mg/ml
——0rnek 3 9,37 mg/ml
80
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0,6

0,5

0,4

Negatif

ornek 14 75 mg/ml

ornek 14 37,5 mg/ml

ornek 14 18,37 mg/ml

ornek 14 9,375 mg/ml

negatif

ornek 32 75 mg/ml

ornek 32 37,5 mg/ml

ornek 32 18,75
mg/ml

ornek 32 9,375 mg/ml
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S. Epidermidis MiK degerleri icin kullanilan abzorbans farklari

Konsantrasyon Zaman 20

(mg/ml) Zaman 0 saat Fark
0,096 0,534 0,438
Negatif 0,092 0,546 0,454
0,093 0,633 0,540
0,088 0,742 0,654
20 0,084 0,288 0,204
Vancomisin 10 0,095 0,331 0,236
5 0,089 0,330 0,241
2,5 0,085 0,624 0,539
20 0,089 0,274 0,186
Streptomycin 10 0,089 0,270 0,181
5 0,085 0,218 0,133
2,5 0,085 0,418 0,333
20 0,101 0,572 0,471
Amfoterisin B 10 0,097 0,604 0,507
5 0,096 0,547 0,451
2,5 0,087 0,600 0,513
75 1,463 1,984 0,521
1 37,5 0,788 1,168 0,380
18,75 0,448 0,869 0,421
9,375 0,283 0,560 0,277
75 1,279 1,398 0,120
) 37,5 0,540 0,817 0,277
18,75 0,283 0,806 0,524
9,375 0,176 0,678 0,502
75 0,716 1,263 0,546
3 37,5 0,329 1,137 0,808
18,75 0,210 0,582 0,372
9,375 0,150 0,577 0,426
75 0,949 1,439 0,490
4 37,5 0,354 0,893 0,539
18,75 0,213 0,851 0,638
9,375 0,154 0,789 0,635
75 0,735 1,193 0,457
5 37,5 0,362 0,666 0,304
18,75 0,229 0,571 0,342
9,375 0,159 0,733 0,574
75 0,367 0,642 0,274
6 37,5 0,208 0,576 0,369
18,75 0,144 0,457 0,313
9,375 0,122 0,594 0,472
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75 0,519 0,793 0,273

7 37,5 0,195 0,763 0,569
18,75 0,143 0,382 0,239

9,375 0,117 0,438 0,321

75 0,968 1,028 0,059

3 37,5 0,394 0,776 0,381
18,75 0,176 0,531 0,355

9,375 0,141 0,437 0,296

75 1,485 1,881 0,396

9 37,5 1,016 1,307 0,291
18,75 0,434 0,720 0,285

9,375 0,245 0,494 0,248

75 2,229 2,435 0,206

10 37,5 1,133 1,767 0,634
18,75 0,560 0,900 0,340

9,375 0,379 1,019 0,640

75 1,082 1,495 0,413

11 37,5 0,540 0,901 0,361
18,75 0,495 0,626 0,132

9,375 0,224 0,582 0,358

75 2,244 2,275 0,031

12 37,5 1,021 1,514 0,493
18,75 0,525 1,086 0,561

9,375 0,312 0,750 0,438

75 2,328 2,563 0,235

13 37,5 1,440 2,050 0,610
18,75 0,949 1,483 0,534

9,375 0,513 0,768 0,255

75 2,215 2,539 0,324

14 37,5 1,299 1,691 0,392
18,75 0,768 1,055 0,288

9,375 0,473 0,767 0,294

75 2,074 2,357 0,283

15 37,5 1,222 1,751 0,529
18,75 0,760 1,143 0,383

9,375 0,381 0,679 0,298

75 2,199 2,267 0,068

16 37,5 1,296 1,833 0,537
18,75 0,768 0,984 0,216

9,375 0,452 0,816 0,364

75 1,597 1,857 0,260

17 37,5 0,771 1,161 0,391
18,75 0,438 0,865 0,427

9,375 0,274 0,748 0,475
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75 1,732 2,085 0,353

18 37,5 0,770 1,274 0,504
18,75 0,414 1,115 0,701

9,375 0,251 0,710 0,459

75 1,906 2,233 0,327

19 37,5 0,778 1,131 0,353
18,75 0,439 0,715 0,276

9,375 0,258 0,918 0,660

75 2,188 2,401 0,213

50 37,5 0,921 1,606 0,685
18,75 0,492 0,916 0,424

9,375 0,297 0,680 0,383

75 1,190 1,380 0,189

)1 37,5 0,602 1,176 0,574
18,75 0,305 0,591 0,285

9,375 0,197 0,374 0,178

75 0,714 0,509 -0,205

- 37,5 0,700 0,536 -0,164
18,75 0,421 0,495 0,074

9,375 0,118 0,328 0,210

75 1,698 2,263 0,565

53 37,5 0,735 1,436 0,701
18,75 0,403 0,864 0,461

9,375 0,233 0,412 0,179

75 1,806 2,107 0,302

24 37,5 0,831 1,289 0,458
18,75 0,517 0,990 0,473

9,375 0,282 0,550 0,268

75 1,332 1,589 0,258

- 37,5 0,601 1,257 0,656
18,75 0,366 0,983 0,616

9,375 0,226 0,650 0,423

75 1,649 1,864 0,214

26 37,5 1,028 1,401 0,373
18,75 0,550 0,882 0,331

9,375 0,302 0,657 0,355

75 2,114 2,329 0,214

57 37,5 0,946 1,604 0,658
18,75 0,472 1,046 0,573

9,375 0,290 0,508 0,218

75 2,059 2,228 0,169

- 37,5 0,847 1,136 0,289
18,75 0,474 0,890 0,415

9,375 0,303 0,591 0,289
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75 1,936 2,134 0,198
29 37,5 0,735 1,245 0,509
18,75 0,425 0,917 0,492

9,375 0,195 0,499 0,303

75 1,215 1,450 0,235

30 37,5 0,751 1,029 0,279
18,75 0,403 0,847 0,444

9,375 0,265 0,741 0,477

75 mg/ml 2,062 2,311 0,248

31 37,5 mg/ml 0,881 1,563 0,682
18,75 mg/ml | 0,500 1,250 0,750

9,375 mg/ml | 0,322 0,734 0,412

75 mg/ml 1,590 2,219 0,629

3 37,5 mg/ml 0,932 1,642 0,710
18,75 mg/ml | 0,508 1,163 0,654

9,375 mg/ml | 0,365 0,696 0,331
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EK-6

Oziitlerin sahip oldugu sitotoksik aktivite degerlerinin zamana ve konsantrasyona bagl olarak
canlilik yzdesi Gzerinden gosterimi
Sitotoksik aktivite degerleri. Oziit eklenmemis hiicrelerden olusan negatif kontrol grubu %100
canli kabul edilerek oranlamalar yapiimistir.

Canlilik %si
250 pg/ml 500 pg/mi 750 pg/ml
kooz dulj 24 saat 48 saat 72 saat 24 saat 48 saat 72 saat 24 saat 48 saat 72 saat
1 130,50 82,48 104,44 117,90 85,27 77,95 74,14 69,26 63,38
2 143,76 94,03 111,47 142,65 104,57 104,11 123,65 104,71 99,26
3 112,04 79,39 96,86 152,04 86,29 98,75 148,18 79,00 90,06
4 112,93 82,62 109,94 119,23 86,49 102,03 137,57 87,27 96,95
5 128,84 78,17 107,72 119,34 80,67 99,68 112,93 83,55 92,97
6 119,45 105,97 110,17 117,24 93,25 114,98 135,80 93,69 113,92
7 126,19 95,30 108,37 121,55 89,97 105,46 128,73 92,51 105,41
8 109,39 97,06 104,81 126,63 101,13 109,94 140,66 99,17 100,46
9 153,15 94,62 116,37 132,38 82,53 81,88 126,63 79,39 71,98
10 116,13 75,58 70,83 83,65 67,21 60,38 71,82 44,74 39,39
11 140,44 91,63 93,34 155,36 108,27 88,72 122,10 80,42 82,76
12 121,22 65,79 97,50 125,52 68,58 77,35 120,66 70,34 58,76
13 41,55 35,24 53,81 18,90 12,09 8,97 23,54 7,44 2,73
14 19,78 10,08 12,07 41,99 6,56 -1,90 23,54 9,06 -2,27
15 78,90 68,62 71,15 34,36 23,69 28,99 31,71 12,48 7,67
16 25,19 18,75 21,59 18,12 12,68 1,99 18,45 6,46 1,94
17 115,69 83,55 99,31 62,43 61,58 66,57 52,15 27,36 38,28
18 124,42 90,99 90,57 137,13 91,34 77,30 130,17 78,46 60,93
19 135,91 101,47 83,31 83,43 61,04 57,79 44 42 29,56 42,63
20 145,86 99,76 91,54 73,81 55,36 53,40 42,98 21,78 22,19
21 134,59 88,25 78,09 125,52 91,04 61,72 136,35 96,52 62,55
22 154,81 115,03 111,93 132,82 104,85 105,78 119,56 93,15 96,95
23 111,93 97,90 95,05 120,66 89,43 77,99 127,18 70,29 70,37
24 118,34 87,08 93,80 116,13 66,81 53,54 143,43 30,54 28,76
25 130,83 91,48 93,67 61,22 74,30 64,59 44,86 67,74 48,45
26 112,27 91,83 77,85 108,07 67,55 53,35 57,13 30,25 24,87
27 110,06 81,01 78,13 61,99 59,03 44,34 57,79 22,61 18,45
28 85,64 85,51 83,17 60,44 72,93 52,33 55,69 32,21 28,66
29 126,63 88,15 85,67 64,64 59,47 46,46 44,20 25,35 17,85
30 120,33 98,43 89,18 164,31 83,90 63,80 98,90 64,71 44,38
31 165,30 94,32 88,67 98,23 76,06 52,43 53,70 30,79 20,62
32 154,70 94,62 69,67 74,81 57,66 35,78 47,85 31,28 14,93
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Equisetum arvense bitkisi igerigindeki fenolik bilesikler ve antioksidan etkileri sayesinde yara
iyilestirme ve kanama durdurma konularinda potansiyel bir terapétik ajandir. Bitkinin aktif
maddelerinin etkin sekilde elde edilmesi icin 6zutleme isleminin karakterizasyonu ve
optimizasyonu gergeklestiriimistir. Ayni zamanda elde edilen 6zut aktif maddelerinin
stabilizasyonu ve kullanim alanina kontrolli salimi igin bir biyomalzeme igine enkapsile
edilmelidir. En etkili malzeme tiir(i képiik malzemedir. ipek fibroin ve hyaluronik asit
yardimiyla képlik malzeme olusturulmasi ve karakterizasyonu gerceklestirilmistir.
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