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Abstract: Nanotechnology is used in the fields of physics, chemistry, medicine, electronics, computers, materials, textiles and
medicine, as well as in food and agriculture. In nanotechnological studies, nanofibers are defined as structures with diameters
below 100 nanometers. Nanofibers can be produced by different methods and among these methods, electrospinning is the most
common production technique. Nanofibers, which are produced by this technique, are widely used in applications such as food and
tissue engineering. Synthetic and natural biopolymers are commonly used in the fabrication of nanofibers. The aim of this study is
to produce polymer/glass nanocomposite material which can be used in different fields such as tissue engineering or food
engineering by using electrospinning method. For this purpose, rheological characterization of the polymer solutions has been
performed at the first stage. The effects of acetic acid and formic acid concentrations on rheological properties of gelatin/
polycaprolactone (PCL) solution and the effect of alginate concentration on rheological properties of gelatin/PCL/alginate solution
were investigated. Furthermore, the rheological properties of the gelatin /PCL and gelatin/PCL/alginate solution with the addition
of bioactive glass were studied. Gelatin/PCL, gelatin/ PCL/alginate solutions and the bioactive glass doped gelatin/ PCL and
gelatin/ PCL/alginate solutions were resulted to be Newtonian type fluids. After the reological characterization of the solutions,
nano-composite materials were fabricated by electrospinning method and the morphology of the obtained materials was
investigated by scanning electron microscopy (SEM). It was resulted that the gelatin/PCL nanocomposite, which was formed by
using 100% formic acid without bioactive glass, is favorable to be used as a food packaging material. Accordingly, the average
diameter of selected nanofiber is 315 nm. Bioactive glass doped nano-materials can be good candidates for bone tissue engineering
applications. For this purpose, gelatin/PCL nanofiber containing 5% bioactive glass by weight was chosen. The average diameter
of the selected nanofiber is 480 nm. As a result of this study, the produced nanofibers can be used in both bone tissue engineering
and food engineering applications.

Keywords: Reology, Polymer, Bioactive glass, Nanocomposite

Polimer/Biyoaktif Cam Cozeltilerinin Reolojik Karakterizasyonlarinin Yapilmasi ve
Nanokompozit Malzeme Uretimi

Ozet: Nanoteknoloji fizik, kimya, ilag, elektronik, bilgisayar, malzeme, tekstil ve tip alaninda kullanildig: gibi, gida ve ziraat
alanlarinda da uygulanmaktadir. Nanoteknolojik ¢aligmalarda nanolifler, ¢aplar1 100 nanometrenin altinda olan yapilar olarak ifade
edilmektedir. Nanolifler, farkli yontemler ile iiretilebilmektedir. En yaygin olan yontem elektrospinning (elektrodondiirme)
yontemi ile nanolif iiretim teknigidir. Bu teknik ile {iretilen nanolifler, gida ve doku miihendisligi gibi uygulama alanlarinda yaygin
olarak kullanilmaktadir. Nanolif iiretiminde yaygin olarak sentetik polimerler ve dogal biyopolimerler kullanilmaktadir. Bu
calismanin amaci, elektrospinning yonteminin uygulanmasi ile doku miihendisligi veya gida miihendisligi gibi farkli alanlarda
kullanilabilecek polimer/cam nanokompozit malzeme iiretiminin gergeklestirilmesidir. Bu amagla, 6ncelikle hazirlanacak polimer
¢ozeltilerinin reolojik karakterizasyonu yapilmistir. Gergeklestirilen deneyler ile jelatin/Polikaprolakton (PCL) ¢6zeltisind e ¢oziicii
olarak kullanilan asetik asit ve formik asitin derigiminin, jelatin/PCL/aljinat ¢ozeltisinde aljinat derigiminin ve jelatin/PCL ile
jelatin/PCL/aljinat ¢ozeltilerine biyoaktif cam ilavesinin reolojik 6zelliklere etkisi incelenmistir. Jelatin/PCL, Jelatin/PC L/aljinat
¢ozeltileri, biyoaktif cam ilaveli jelatin/PCL ve jelatin/PCL/Aljinat ¢ozeltilerinin Newtonian tipi akiskan oldugu saptanmuistir.
Reolojik karakterizasyonu yapilan bu ¢ozeltilerin elektrospinning cihazi yardimi ile nanokompozit malzeme {iretimi
gerceklestirilmis ve taramali elektron mikroskobu (SEM) caligmalar1 ile morfolojileri incelenmistir. Gida ambalaj maddesi olarak
kullamimui igin, biyoaktif cam ilavesiz %100 formik asit kullanilarak olusturulan jelatin/PCL nanokompozit yapinin en uygun
olduguna karar verilmistir. Buna gore se¢ilen nanolifin ortalama ¢apt 315 nm’dir. Kemik doku miihendisliginde kullanilmak iizere
biyoaktif cam ilaveli numuneler tercih edilmistir. Bu amag igin, agirlikga %35 biyoaktif cam i¢eren jelatin/PCL nanolifi segil mistir.
Secilen nanolifin ortalama ¢apt 480 nm’dir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda, iiretilen nanoliflerin hem kemik doku mithendisligi hem
de gida mithendisligi alanlarinda kullanilabilecegi sonucuna varilmustir.

Anahtar Kelimeler: Reoloji, Polimer, Biyoaktif Cam, Nanokompozit




M. Erol Taygun et al.

1. Giris

Nanolif, ¢aplart 100 nanometreden daha kiigiik olan lifler
i¢in kullanilan bir terimdir. Nanolifler, 6zel uygulamalara
sahip malzemelerin mikro ve nano yapisal Ozellikleri
nedeniyle, son yillarda giderek 6nem kazanan bir arastirma
konusu haline gelmiglerdir. Nanolifler, yiiksek gozeneklilik,
gozenek boyutlarmin kontrol imkani, yumusak ve iyi bir
tutum, ¢ok yiiksek yiizey alan1 ve diisik ozgil agirhik
gostermesi  ile pek ¢ok wuygulama alaninda avantaj
saglamaktadir. Nanoliflerle ilgili seramik, -elektronik,
sensor, doku miihendisligi, biyoloji ve tip alaninda
calismalar yapilmaktadir. Nanoliflerin tarim ve gida
endiistrisinde kullanimi diger alanlara gore yenidir (Loh ve
CA, 2010).

Doku miihendisligi; kimya, fizik, miihendislik ve yasam
bilimleri yaklagimiyla biyomalzemeler-hiicreler-
biyosinyaller ve biyoreaktorleri kullanarak, hasara ugramis
dokunun biyolojik fonksiyonlarmin geri kazandirilmasina
ya da, tamamen bir doku veya organin yerini alabilecek
ozelliklere sahip esleniklerinin iretilmesine yonelik
caligmalarm gergeklestirildigi disiplinler arasi bir bilim
dalidir (Armentano ve CA, 2010). Kalici implant ihtiyacini
ortadan kaldiran doku miihendisligi, hasarli insan
dokusunun onarimi ve yenilenmesinde alternatif bir
yaklasim sergilemektedir (Zhu ve Kaskel, 2009). Esas
amag, hasarli dokuya biyolojik ve mekanik &zelliklerini geri
kazandirmaktir. Bu yaklagimin avantaji, gerekli operasyon

sayisinin  azalmasi ve hastanin iyilesme siiresinin
kisalmasidir (Rezwan ve CA, 2006).
Kemik hiicreleri, viicudun yenileyici mekanizmasini

harekete geciren malzemelere ihtiyac duymaktadir. Bu
amagcla, kemik mineralinin yapisina benzeyen, kemige
baglanan ve bazi durumlarda kemik gelisimini uyarmak
icin, kemik hiicrelerindeki genleri aktive eden yapi
iskeleleri kullanilarak kemik yenilenebilir. Yapi iskeleleri,
yerine gececekleri organin yapisini ve ozelliklerini taklit
edecek sekilde tasarlanmaktadirlar (Jones ve Hench, 2003).
Kemigin hiicre dist matrisi, organik ve inorganik
maddelerden olusan bir nanokompozit oldugundan;
kemigin fiziksel, kimyasal ve islevsel yapisini taklit
edebilecek nano boyutlu, gézenekli, lifsi ve kompozit yapili
biyomalzemelerin  arastirillmasma  yonelik  caligmalar
gerceklestirilmistir.

Gida endiistrisinde; gida bilesenleri iceren nanoliflerin
temel kullanim amaglar1 enzim, DNA, vitamin, antioksidan
gibi maddelerin tasinmasinin gergeklestirilmesidir. Nanolif
yapiminda kullanilan baglica bilesenler; kitosan, aljinat,
seliiloz, kolajen, jelatin, bugday gliiteni, yumurta kabugu
proteinleri, yumurta albiimini ve bazi enzimlerdir (lipaz,
katalaz, iireaz) (Moraru ve CA, 2003). Nanolifler tat verici
ve  antioksidan  bilesenlerinin  enkapsiilasyonunda
kullanilabilir. Bu sekilde bilesenlerin iiriinler igindeki
derisimlerinin  azaltilarak  etkinliklerinin  artirilmasi
hedeflenmektedir. Enkapsiilasyon isleminde besleme
¢ozeltisi bilesenlerinin nanolif yapisina dikkat edilmelidir.
Gidalarda wuygun stabilitenin saglanabilmesi gidanin
bilesimi, tane boyutu ve dagilimu ile ilgilidir. Emiilsiyonlar,
yag igerigi yiiksek olan bazi gidalar, sineresis (su ayrilmast)
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problemi olan gidalar i¢in stabilite problemi tane boyutu
acgisindan incelenecek olunursa, gida bilesenlerinden elde
edilen nanoliflerin kullanilmasi ile bu sorun giderilebilir
(Moraru ve CA, 2003).

Elektrospinning yontemi; lifsi yapidaki nano boyutlu
gozenekli malzemelerin iiretilmesine ve genis bir malzeme
araliginda  calisilmasina  olanak  tanimasi,  pahali
ekipmanlara gereksinim duyulmamasi ve isletme
maliyetlerinin diisiik olmas1 gibi ¢esitli Ustiinliikleri
nedeniyle dikkat c¢ekmektedir (Gao ve CA, 2013). Bu
nedenle; bu calismada, elektrospinning  yontemi
kullanilarak nanokompozit yapida bir malzeme tretilmesi
ve kemik doku miihendisligi ile gida mihendisligi
uygulamalarinda kullanilma potansiyelinin incelenmesi
amaglanmistir.

2. Materyal ve Metod

Deneylerde jelatin/PCL ¢ozelti sisteminde ¢oziicii olarak
kullanilan asetik asit ve formik asitin derigiminin,
jelatin/PCL/aljinat  ¢ozeltisinde  aljinat  derigiminin,
jelatin/PCL ve jelatin/PCL/aljinat ¢ozeltilerine biyoaktif
cam ilavesinin reolojik Ozelliklere etkisi incelenmistir.

Reolojik ozelliklerin incelenmesi sonucunda,
elektrospinning  yontemiyle nanolif {retimi igin
kullanilabilecek en uygun ¢oOzelti  belirlenmistir.

Caligmalarin ikinci asamasinda, segilen c¢ozeltiler ile yapi
iskelesi ve gida ambalaj maddesi icin kullanilabilecek
nanolif tiretimi gerceklestirilmistir.

Coziicli  derisiminin  reolojik  Ozelliklere  etkisini
belirleyebilmek i¢in, Jelatin ve PCL biyopolimerleri %50
asetik asit, %50 formik asit, %25 asetik asit %75 formik asit
ve %100 formik asit oranlarmda ¢oziilerek polimer
cozeltileri elde edilmistir. Elde edilen jelatin ve PCL
numuneleri agirhikca %70 jelatin, %30 PCL icerecek

sekilde karistirilarak PCL/jelatin gozeltileri
olusturulmustur. Bu ¢ozeltilerin reolojik karakterizasyonu,
RM180 Rheomat markali reometre kullanilarak
gerceklestirilmisgtir.

Jelatin/PCL/aljinat sisteminde, aljinat derisiminin reolojik
ozelliklere etkisini inceleyebilmek i¢in, jelatin ve PCL
biyopolimerleri %50 asetik asit, %50 formik asit
oranlarinda ¢oziilerek numuneler elde edilmistir. Aljinat
biyopolimeri ise, distile su kullanilarak ¢oziilmiistiir. Bu
islemler sonunda, %4 ve %8 aljinat derisimine sahip
jelatin/PCL/aljinat ¢ozeltileri iiretilmistir. Olusturulan bu
¢ozeltilerin reolojik 6zellikleri belirlenmistir.

Biyoaktif cam (45S5) derisiminin reolojik Ozelliklere
etkisini incelemek igin, oncelikle, agirlika %45 SiO-,
%24.5 Nay0O, %24.5 CaO ve %6 P,0siceren biyoaktif cam
numuneleri tane boyutu 45 pm’nin altina inecek sekilde
oglitme islemine tabi tutulmustur. Bu amagla, cam tozlari
agat havanda Ogiitiliip, 45 pm’lik elekten gegirilerek
istenilen boyuta ulagilmistir. Daha sonra, %4 aljinat iceren
jelatin/PCL/aljinat ve jelatin/PCL c¢ozeltilerine biyocam
ilave edilmis ve %S5 ile %10 biyocam derisimine sahip
cozeltiler hazirlanmistir. Hazirlanan bu ¢ozeltilerin reolojik
karakterizasyonu yapilmustir.
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Cozeltilerin  reolojik  ozellikleri  dlgiildiikten  sonra,
¢ozeltilerin akis tipi belirlemistir. Yap: iskelesi ve gida
ambalajinda kullanilmak tiizere nanolif {iretimi igin
elektrospinning cihazi (Nanospinner 24 Touch, Inovenso
Co.) kullanilmigtir. Hazirlanan ¢ozeltilere 20 kV’luk
gerilim, 10 cm’lik aciklik ve 3 ml/saat’lik akis hizi
kullanilarak elektrospinning islemi uygulanmustir. Uretilen
nanokompozit lif numuneleri 37°C’de 2 giin siireyle etiivde
bekletilerek ¢oziicli kalmtilarinin giderilmesi saglanmustir.
Elde edilen nanoliflerin morfolojileri, taramali elektron
mikroskobu (SEM) cihazi (Zeiss Evo® Ma 10) kullanilarak
incelenmistir.

3. Sonuglar ve Tartisma

Coziicii olarak sadece asetik asit ve formik asit kullanilarak
elde edilen jelatin/PCL ¢dzeltisinin reolojik o6zellikleri
ol¢iilmiis ve akig tipini belirlemek i¢in, Sekil 1(a)’da verilen
kayma hizina karsihlk kayma gerilmesi grafigi
hazirlanmstir. Sekil 1(a)’ dan da goriildigi gibi, ¢ozelti
Newton tipi bir akiskandir. Farkli ¢6ziiciiler kullanilarak
yapilan g¢alismalar sonucunda; ¢o6ziiciiniin akigkan tipini
degistirmedigi ve jelatin/PCL polimer ¢ozeltisinin Newton
tipi bir akiskan oldugu belirlenmistir. Ancak, formik asit
miktarmin artmast ile birlikte, polimer ¢ozeltisinin
viskozitesinin azaldig1 saptanmisgtir.

Aljinat igeren jelatin/PCL/aljinat ¢dzeltisinin reolojik
ozellikleri 6l¢iilmiis ve akis tipini belirlemek igin, Sekil
1(b)’de verilen kayma hizina karsilik kayma gerilmesi
grafigi hazirlanmistir. Elde edilen grafikten, aljinat iceren
polimer ¢ozeltisinin de Netwon tipi bir akiskan oldugu
saptanmistir.  Aljinat miktarinin  artmasi,  polimer
¢ozeltisinin akigkan tipini degistirmemistir. Ancak, polimer
¢ozeltisinin viskozitesi aljinat miktarinin artmasi ile birlikte
azalmustir.

Biyoaktif cam igeren jelatin/PCL/biyoaktif cam ¢ozeltisinin
akis tipini belirlemek i¢in hazirlanan grafik Sekil 1(c)’de
verilmistir. Sekil 1(c)’de goriilen grafik incelendiginde,
polimer ¢ozeltisinin Newton tipi bir akigskan oldugu
saptanmustir. Jelatin/PCL polimer ¢ozeltisine cam ilavesi de
akigkan tipini degistirmemis ancak, ¢zeltinin viskozitesini
belirgin bir sekilde artirmistir.

Biyoaktif cam igeren jelatin/PCL/aljinat/biyoaktif cam
¢ozeltisinin reolojik ozellikleri Ol¢lilmiistiir. Akis tipini
belirlemek amaciyla ¢izilen kayma hizina karsilik kayma
gerilmesi grafigi Sekil 1(d)’de goriilmektedir. Biyoaktif
cam katkili jelatin/PCL polimer ¢dzeltisinde oldugu gibi, bu
¢ozeltinin de Newton tipi bir akigkan oldugu belirlenmistir.
Biyoaktif cam katkisinin, ¢ozeltinin viskozitesini ¢ok fazla
degistirmedigi gozlenmistir.

SEM analizleri, nanoliflerin farkli 6l¢ekte biiyiitmelerle
morfolojilerinin incelenmesini saglamaktadir. Jelatin/PCL
¢ozeltisinden elektrospinning isleminden sonra elde edilen
numunelerin SEM goriintiileri Sekil 2’de verilmektedir.
Sekil 2 (a)’dan da goriildiigii gibi, cam ilavesi icermeyen ve
hacimce %100 formik asidin kullanildig1 jelatin/PCL
numunesinde ince bir nanolif yapit olugsmustur. Olusan
nanoliflerin ¢aplarinin ortalama 315 nm oldugu tespit
edilmistir.
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Sekil 1. Cozeltilere ait kayma hizi-kayma gerilmesi
grafikleri a) hacimce %50 asetik asit - %50 formik asit
iceren jelatin/ PCL c¢ozeltisi, b) agirlikca %4 aljinat
¢ozeltisi, ¢) agirlikga %5 biyoaktif cam igeren jelatin/PCL/
biyoaktif cam ¢ozeltisi, d)agirlik¢a %10 biyoaktif cam
iceren PCL/jelatin/aljinat/biyoaktif cam ¢ozeltisi
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Nanoliflerin yapi igerisinde homojen bir sekilde dagildig:
goriilmiigtiir. Sekil 2 (b)’de biyoaktif cam icermeyen,
hacimce %25 asetik asit kullanilarak elde edilen jelatin/PCL
numunesinin nano lif yapr goriintiisii verilmistir. Bu
numunedeki ortalama nanolif ¢apinin 390 nm oldugu tespit
edilmistir. Sekil 2 (c)’de ise, hacimce %50 asetik asit
kullanilarak olusturulmus jelatin/PCL numunesinin nanolif
yapist goriilmektedir. %50 asetik asit kullanildigi durumda
olusan nanoliflerin ortalama ¢aplar1 435 nm’dir.

(2) 315+ 107 nm (b) 3904 87 nm

(c) 435 =80 nm

Sekil 2. Jelatin/PCL nanolifinin SEM Goriintiisii (a)
hacimce %100 formik asit, (b) hacimce %25 asetik asit ve
(c) hacimce %50 asetik asit

Hacimce 1:1 oranda asetik asit-formik asit kullanildigi
durumda, diger numunelere oranla daha kalin nanolif yapisi
olusmustur. Hacimce %100 formik asit kullanildig:
durumda daha yogun ve homojen bir lif dagilirken, hacimce
%25 ve %50 asetik asit kullanildig1 durumda daha az bir
nanolif olusumu gozlenmistir. SEM ¢alismalar1 sonucunda,
hacimce %100 formik asit igeren jelatin/PCL numunesinin
en diizgiin nanolif yapisina sahip oldugu belirlenmistir.
Elektrospinning ¢aligmalarinda, ¢ozeltinin  viskozitesi
diizgiin bir nanolif yapisi elde edebilmek i¢in en 6nemli
parametrelerden birisidir. Hacimce %100 formik asit igeren
jelatin/PCL  numunesinin viskozitesinin 0.65-0.70 Pa.s
araliginda degistigi belirlenmistir. Bu viskozite araligmim
nanolif iretimi igin uygun oldugu saptanmustir.

Aljinat icermeyen numunenin SEM fotografi Sekil 3 (a)’da
goriilmektedir. Nanoliflerin ortalama gaplari 435 nm’dir.
Sekil 3(b)’de agirlikga %4 aljinat kullanilarak olusturulan
jelatin/PCL/aljinat numunesinin nanolif yapist
goriilmektedir. SEM ¢alismalart sonucunda, numunede
olusan nanolif yapisinm yani sira aljinat kullanimindan
kaynaklanan boncuksu yapilar da belirlenmistir. Ayrica,
liflerin iizerlerinde kiimelenmis olarak goériinen boncuksu
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yapilar diizgiin nanolif yapisinda bozulmalara yol agmustir.
Nanoliflerin gaplar1 ortalama 262 nm’dir. Sekil 3 (c)’de
agirlikca %8 aljinat kullanildigi durumda elde edilen
jelatin/PCL/aljinat numunesinin SEM fotografi
goriilmektedir. SEM caligmalaria gore agirlikca %8 aljinat
polimeri kullanildigi durumda liflerin arasinda daha fazla
boncuksu yapi olusmustur. Bu numunede daha ince
nanolifler olugmus, nanoliflerin ortalama ¢api 149 nm
olarak tespit edilmistir. Boncuksu yapilarin fazlalhgi,
nanoliflerin daha fazla oranda bozulmasina neden

olmaktadir. SEM ¢alismalar1 sonucunda, aljinat ilavesinin
diizgiin nanolif yapis1 olusumunu olumsuz yonde etkiledigi
belirlenmistir. %4 ve %8 aljinat igeren polimer ¢dzeltisinin
viskozitesinin 0.63-0.03 Pa.s araliginda olmasi, diizgiin
nanolif yapisinin olusmasina engel olmustur.

(a) 435 4+ 80 nm (b) 262 + 73 nm

(c) 149 = 82 nm

Sekil 3. Jelatin/PCL/aljinat Numunesinin SEM Gériintiileri
(a) %0 aljinat, (b) %4 aljinat ve (c) %8 aljinat

Hacimce %0, %25 ve %50 asetik asit kullanilarak elde
edilen Jelatin/PCL ve agirlik¢a %0, %4 ve %8 aljinat ilaveli
jelatin/PCL/aljinat numuneleri karsilagtirildiginda, en iyi
nanolif yapismin aljinat ilavesiz ve hacimce %100 formik
asit kullanilarak elde edilen Jelatin/PCL numunesi oldugu
belirlenmigtir. Uzun siire kullanim amagli gida ambalaj
maddesi iretimi i¢in, hacimce %100 formik asit
kullanilarak  olusturulan  jelatin/PCL.  numunesinin
potansiyel bir malzeme oldugu diisiiniilmektedir.

Elektrospinning yontemi kullanilarak biyoaktif cam tozu
iceren Jelatin/PCL ¢ozeltisinden elde edilen numunenin
SEM gorintiileri Sekil 4’de goriilmektedir. Sekil 4 (a)’da
biyoaktif cam tozu icermeyen Jelatin/PCL numunesinin
SEM goriintiisii verilmistir. Bu numunede elde edilen
nanoliflerin ortalama ¢aplar1 435 nm’dir. Nanolif yapida
herhangi bir boncuksu olusum goriinmemektedir.
Nanolifler yapr iskelesi igerisinde homojen olarak
dagilmistir. Agirhikca %35 biyoaktif cam tozu igeren
jelatin/PCL numunesinin SEM fotografi Sekil 4 (b)’de
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goriilmektedir. Analiz sonucunda, numunede olusan nanolif
yapisinin ~ disinda  herhangi  bir  boncuksu yap1
goriinmemektedir. Nanoliflerin ¢aplar1 ortalama 480
nm’dir. Numunenin geneli incelendiginde, istenen homojen
nanolif yapmin olustugu goriilmiistiir. Ayrica, biyoaktif
camlarm nanolif igerisinde homojen bir sekilde dagildig:
tespit edilmigtir. Sekil 4 (c¢)’de agirlik¢a %10 cam tozu
igeren numunenin SEM gdriintiileri verilmektedir. Yap1
igerisindeki cam pargaciklarindan kaynaklanan herhangi bir
boncuksu yapt ve bozulma olmadigi tespit edilmistir.
Biyoaktif cam ilaveli jelatin/PCL kompozitinin ortalama
capt 391 nm’dir. Ancak, %10 biyoaktif cam ilaveli
numunede nanoliflerin homojen olarak dagilmadig
belirlenmistir. %5 biyoaktif cam ilaveli numunenin daha
diizgiin bir nanokompozit yap: olusturdugu saptanmistir.
Polimer ¢ozeltilerinin viskozite sonuglari da olusan diizgiin
nanolif yapisint dogrulamaktadir. %S5 biyoaktif cam ilaveli
numunenin viskozite degerleri 0.65-0.70 Pa.s araliginda
degisirken, %10 biyoaktif cam ilaveli numunenin viskozite
degerleri 0.50-6.98 Pa.s araligindadir. Bu sonug, hacimce
%100 formik asit kullanilarak elde edilen en diizgiin nanolif
yapisina sahip jelatin/PCL numunesinde 6lgiilen viskozite
degerlerini de dogrulamaktadir.

(a) 435 + 80 nm

(c) 391 £ 99 nm

Sekil 4. Biyoaktif Cam flaveli Jelatin/PCL Kompozitinin
SEM Goriintiileri (a) %0 biyoaktif cam, (b) %5 biyoaktif
cam ve (c) %10 biyoaktif cam

Elektrospinning yontemi ile biyoaktif cam tozu iceren
jelatin/PCL/aljinat ¢ozeltilerinden elde edilen numunelerin
SEM goriintiileri Sekil 5°de verilmektedir. Sekil 5 (a)’dan
da goriildiigi gibi ,biyoaktif cam ilavesiz jelatin/PCL/aljinat
numunesinde ince bir nanolif yap1 olusmustur. Olusan
nanoliflerin ¢aplarmm ortalama 435 nm oldugu tespit
edilmistir. Nanoliflerin yap1 i¢erisinde homojen bir sekilde
dagildigr gortilmiistiir. Sekil 5 (b)’de agirlikca %S5 biyoaktif
cam igeren jelatin/PCL/aljinat numesinin nano lif yapisi
goriilmektedir. Bu kompozit yapinin ortalama nanolif
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capinin 543 nm oldugu tespit edilmistir. Kompozitin nanolif
yapisinda boncuksu yapt olusumu goriinmektedir.
Nanoliflerin {izerinde biyoaktif cam pargaciklarindan ve
aljinat kullanimmdan kaynaklanan boncuksu yap1 olustugu
i¢in, nanolif yapisinda bozulmalar da bulunmamaktadir.
Sekil 5 (c)’de ise, agirlikca %10 biyoaktif cam igeren
jelatin/PCL/aljinat numesinin nano lif yapisi goriilmektedir.
Olusan nanoliflerin ¢aplarinin ortalama 675 nm oldugu
saptanmistir. Bu yapida aljinat ve biyoaktif camdan
kaynakli daha fazla boncuksu yap1 olusumu goriilmektedir.
Bununla birlikte, nanoliflerin homojen dagilmadig: da tespit
edilmistir. %5 biyoaktif cam ilaveli numunenin viskozite
degerleri 0.65-0.52 Pa.s araliginda degisirken, %10
biyoaktif cam ilaveli numunenin viskozite degerleri 0.67-
0.55 Pa.s araligindadir. Bu numunelerde 6lgiilen viskozite
degerlerinin, diizgiin nanolif {iretimi icin gerekli viskozite
araligi olarak saptanan 0.65-0.70 Pa.s araligmin disinda
kalmas1 nedeniyle, biyoaktif cam ilaveli jelatin/PCL/aljinat
numunelerinde uygun bir nanolif yapisi elde edilememistir.

20 um
(¢) 675 +337 nm

Sekil 5. Biyoaktif Cam ilaveli Jelatin/PCL/Aljinat
Kompozitinin SEM Goriintiileri (a) %0 biyoaktif cam, (b)
%5 biyoaktif cam ve (c) %10 biyoaktif cam

Agirlikga %0, %5 ve %10 biyoaktif cam igeren jelatin/PCL
ve agirlik¢a %0, %5 ve %10 cam ilaveli jelatin/PCL/aljinat
numuneleri karsilagtirildiginda, en 1iyi nanokompozit
yapinin aljinat ilavesiz ve agirlik¢a %5 biyoaktif cam iceren
jelatin/PCL numunesi oldugu tespit edilmistir. Ayrica,
kemik doku miihendisligi uygulamalarmda nanolif ¢apmin
250-500 nm araliginda olmasi tercih edilmektedir. Bu
nedenle, en uygun lif yapisi agirlikga %5 cam igeren
¢ozeltiye ait numunede goézlemlenmistir. Agirlikca %5
biyoaktif cam iceren jelatin/PCL numunesinin kemik doku
miithendisligi uygulamalarinda kullanilabilecek potansiyel
bir malzeme olduguna karar verilmistir.
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4.Sonuclar

Kemik doku miihendisliginin ve gida miihendisliginin
nanoteknolojiden yararlanma potansiyeli yiiksek olmasina
ragmen, halen ¢ok sinirli sayida ¢aligmalar yapilmaktadir.
Nanoteknolojinin potansiyel uygulamalarindan birisi de
elektrospinning yontemidir. Biyopolimerlerden
elektrospinning yontemiyle nanolif {iretiminin artmasiyla
birlikte, kemik doku miihendisligi ve gida miihendisligi
uygulamalarmin  da artacagi  diisinilmektedir. Bu
calismada, kemik doku miihendisligi ve gida miithendisligi
uygulamalar1 i¢in biyoaktif cam-polimer nanokompozit
malzeme Uretimi bagarilt bir sekilde gergeklestirilmistir.
Reoloji galigmalar1 sonucunda, diizgiin bir nanolif yapisi
tretebilmek igin  polimer ¢ozeltilerinin  viskozite
degerlerinin 0.65-0.70 Pa.s araliginda olmasi gerektigi
belirlenmistir. SEM ¢aligmalar1 sonucunda, jelatin/PCL
numunesinde asetik asit miktar1 arttikca nanoliflerin
homojen dagilimi azalmig ve nanoliflerin ortalama
caplarmin  arttigr  gorlilmiistir.  Jelatin/PCL/aljinat
numunesinde, aljinat derisimi arttikga nanolif yapida
istenmeyen boncuksu yapilarin daha fazla olustugu, nanolif
yapilarin daha ¢ok bozuldugu ve nanoliflerin ortalama
capmin kiiciildiigii saptanmistir. Gida ambalaj maddesi
olarak kullanilmak amaciyla, biyoaktif cam ilavesiz polimer
¢Ozeltileri tercih edilmistir. Bu amacla, hacimce %100
formik asit kullanilarak olusturulan jelatin/PCL numunesi
secilmistir. Bunun nedeni, bu numunedeki nanoliflerin ince
olmasi, homojen dagilmasi ve boncuksu yapilarin
bulunmamasidir. Kemik doku miihendisliginde kullanilmak
tizere biyoaktif cam ilaveli numuneler tercih edilmistir. Bu
amagla, agirlikca %5 biyoaktif cam igeren jelatin/PCL
nanolifi seg¢ilmistir. Bunun nedeni, bu kompozitteki
nanoliflerin homojen dagilimi ve biyoaktif cam ilavesinden
kaynaklanan herhangi bir boncuksu yap1 olusmamasidir.
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Abstract: Lemon grass (Melissa officinalis L.) is a species used as a medicinal and aromatic plant, marketed on the domestic
market and also exported. Lemon grass has many uses in the pharmaceutical, perfumery, cosmetics and food industries. The
prominence of M. officinalis is due to the essential oils found in citronelal and citral. In addition to these two components,
compounds such as linalool, geraniol, d-pinene and terpinene are contained at a lower rate. Callus cultures and cell suspension
cultures are in vitro propagation pathways for medical and aromatic plants. It is possible to obtain metabolites of plant secondary
in the same quality and in high quantity. In this study, total phenolic substances and flavanoid amounts of calli produced in vitro
were determined. M. officinalis nodes were used as explant source. Nodules were promoted with different plant growth regulator
combinations for callus formation in Murashige Skoog medium. The highest phenolic substance content was determined from 1523
mg/gto1.5mg/L 24-D+0.5mg/L BAP-induced callus. 1.356 mg / g and the lowest phenolic substance was found in cultured
calli containing 2 mg/ L 2,4-D + 0.5 mg/ L BAP. In the culture medium with the highest amount of flavanoid (4.392 mg / g), there
is a plant growth regulator of 2 mg/ L 2,4-D+1mg/LPIC+0.5mg/ L KIN..

Keywords: Melissa officinalis L., phenolic compound, flavanoid, antioxidant, callus.

Farkl bitki biiyiime diizenleyicilerle stimule edilen limon otu (Melissa officinalis L.) kallus
kiiltiirlerindeki toplam fenolik bilesikler ve flavanoidlerin belirlenmesi

Ozet: Limon otu (Melissa officinalis L.), tibbi ve aromatik bir bitki olarak kullamlan tiirlerden olup, i¢ piyasada pazarlanmakta ve
ihracati yapilmaktadir. Limon otu eczacilik, parfiimeri, kozmetik ve gida sanayinde ¢ok sayida kullanim alanina sahiptir. M.
officinalis’in onemi igerisinde bulunan ugucu yaglar olan citronelal ve citral *den kaynaklanmaktadir. Bu iki bilesenin yaninda daha
diistik oranlarda linalool, geraniol, d-pinen, terpinen gibi bilesikler icermektedir. Kallus kiiltiirleri ve hiicre siispansiyon kiiltiirleri
tibbi ve aromatik bitkilerin in vitro gogaltim yollaridir. Bu sayede ayni kalitede ve yiiksek miktarda bitki sekonder metaboli tlerini
elde etmek miimkiindiir. Bu c¢aligmada in vitro olarak iretilen kalluslarin toplam fenolik madde ve flavanoid miktarlart
belirlenmistir. Eksplant kaynagi olarak M. Officinalis nodlar1 kullanilmgtir. Nodlar Murashige Skoog besiyerinde kallus olusumu
icin farkli bitki biiylime diizenleyici kombinasyonlari ile tesvik edilmistir. En yiiksek fenolik madde miktar1 1523 mg/g ile 1.5
mg/L 2,4-D + 0.5 mg/L BAP ile tegvik edilen kallusta tespit edilmistir. 1.356 mg/g ile en diisiik fenolik madde ise 2 mg/L 2,4-D +
0.5 mg/L BAP igeren kiiltiir ortamindaki kalluslarda goriilmiistiir. Flavanoid miktarinin en yiiksek oldugu (4.392 mg/g) kallusun
bulundugu kiiltiir ortaminda ise bitki biiyiime diizenleyicisi olarak 2 mg/L 2,4-D + 1 mg/L PiC + 0.5 mg/L KiN bulunmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Melissa officinalis L., fenolik bilesik, flavanoid, antioksidan, kallus.

1.Giris

Tibbi ve aromatik bitkilerin insan sagligi ,lizerinde ¢ok
onemli etkileri oldugu bilinmektedir. Bu bitkiler ilk
caglardan beri sifa kaynagi olarak kullanilmaktadir.
Tiirkiye’de bulunan 9000 civarindaki bitki tiiriiniin bunlarin
yaklasik bin kadar1 tibbi ve aromatik bitki olarak kabul
edilmaktedir (Arslan ve ark., 2002). Bu tibbi aromatik
bitkilerden biri de Melissa officinalis 'tir. insanlar tarafindan
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uzun yillardir tedavi amaciyla kullanilan bu bitki iizerinde
yapilan in vitro, in vivo ve klinik ¢aligmalar, M. officinalis
bitkisinin terapétik etkisinin esas olarak salgi tliylerindeki
ucucu yagdan kaynaklandigini ve bu ugucu yagin cesitli
biyolojik aktivitelere sahip oldugunu gdstermistir.

M. officinalis  bitkisinin ugucu yagmin antiviral,

antibakteriyel ve antispazmodik bir etkiye sahip oldugu
gosterilmistir (Farahani ve ark., 2009). Bitkinin ugucu yag1
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iyi bilinen bir antimikrobiyal maddedir ve hafif antidepresif
ve antispazmolitik 6zellikleri de bildirilmistir (Basta vd.,
2005; Hussain ve ark., 2011; Vitullo ve ark., 2011;). Ayrica
Melissa officinalis” in antioksidatif (Spiridon ve ark., 2011),
antiinflamatuar, agr1 dindirici (Birdane ve ark., 2007),
antidiabetik (Chung ve ark., 2010) ve gastrointestinal
hastaliklardaki tedavi edici etkileri de (Beloued, 2009)
yapilan arastirmalarla gésterilmistir.

M. officinalis iizerindeki fitokimyasal arastirmalarla,
terpenler (monoterpenler, seskiterpenler ve triterpenler) ve
fenolik bilesikler (fenolik asitler, flavonoidler ve tanenler)
de dahil olmak iizere cesitli fitokimyasal maddelerin
varligini ve miktarlar1 belirlenmistir (Allahverdiyev ve ark.,
2004; Moradkhani ve ark., 2010). M.officinalis'in ana aktif
bilesenleri ugucu bilesikler (6rnegin geranial, neral,
sitronelal ve geraniol), triterpenler (6rnegin ursolik asit ve
oleanolik asit) ve fenoliklerdir (6rnegin cis ve trans-RA
izomerleri, kafeik asit tiirevleri, luteolin, naringin ve
hesperidin) (Argyropoulos ve Miiller, 2014; Awad ve ark.,
2009). Bu bitkideki ugucu yag orani, %0.02 - %0.30
arasinda degismekte olup bu oran Lamiaceae ailesinin diger
tyeleriyle karsilagtirildiginda oldukga disiiktiir. Bu
sebeple, ugucu yagin iiretim maliyeti ve fiyat1 piyasada gok
yiiksektir. Ugucu yagm temel bilesenleri, yag igeriginin
yaklasik %96'sim1 sitral (geranial ve neral), sitronelal,
linalool, geraniol, B-pinen, a-pinen, B-karyofilen ve f-
karyofilen oksit olusturmaktadir (Sar1 ve Ceylan, 2002;
Saglam ve ark., 2004).

Calismamizin amaci, M. officinalis bitkisi nodlarmni farkl
bitki biiyime diizenleyicileriyle (BBD) uyararak,
gelistirilen kalluslarin toplam fenolik ve toplam flavonoid
kapasitesini belirlemektir.

2. Materyal ve Metot

Arastirmamizda, M. officinalis bitkisinin saksida yetistirilen
fideleri kullanilmigtir. Fidelerin kurumamasi igin kiiltiire
alinacaklar1 giin yipratilmadan toplanmustir. Caligmada
kullanilan M. officinalis fideleri musluk suyuyla
yikandiktan sonra, eksplant kaynagi olarak kullanilacak
olan nod kisimlar1 bisturiyle alinmis ve %70 lik etil alkolde
yavasca karistirilarak 30  saniye silireyle  ylizey
sterilizasyonu iglemine tabi tutulmustur. Etil alkoldenden
¢ikarilan eksplantlar 3 defa steril saf suda yikandiktan sonra
5 dakika da %50 lik ticari sodyum hipokloritte (NaOHCI)
bekletilmistir. Sodyum hipoklorit olarak ticari gamasir suyu
(Ace) kullanmilmistir. Eksplantlarin yiizey sterilizasyonu
bittikten sonra ¢amasir suyunun uzaklastirilmasi i¢in 3 kez
steril saf sudan gegirilmistir.

2.1. Kallus Olusumu

Caligmada bitki doku kiiltiirlinde en yaygin olarak
kullanilan MS ortamu kullanilmistir (Murashige ve Skoog,
1962). Besiyerleri hazirlamasinda 4.4 g/ MS, 30 g/L
sakkaroz olacak sekilde tartilip, ¢alkalayici yardimiyla
¢Oziinmesi saglanmistir. Coziinen besiyerleri pH degeri 5.7-
5.8 sekilde ayarlanmis ve katilagmasi i¢in 8 g/L plant agar
eklenmistir. Tablo 2.1 ‘de goriildiig gibi 12 farkli BBD
kombinasyonu igeren besiyerleri her bir kombinasyonda 5
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paralel olacak sekilde
hazirlanmusgtir.

(12x5= 60 petri besiyeri)

Calismada MS ortaminda 2,4-Diklorofenoksiasetik asit
(2,4-D), Indol Asetik Asit (IAA), Kinetin (KIN) ve
Picloram (PIC), 6-Benzylaminopiirin (BAP) BBD’ lerinin
cesitli konsantrasyon ve kombinasyonlari kullanilmistir
(Tablo 2.1.).

Ekimi ger¢eklesen bitkiler £22 °C de, 2500 lux floresan 11k
altinda, 16 saat aydinlik/ 8 saat karanlik sartlarda iklim
odalarinda bekletilerek, giinliik olarak kallus gelisimi
gozlenmistir. Bu arada kontamine olan kiiltiir kaplar1 kiiltiir
ortamindan uzaklastirilip, otoklavda steril edilmistir.

Tablo 2.1:Bitki bilylime diizenleyicilerin yogunluklar1.

Besiyeri 2,4-D IAA BAP KIN PIC
ortam (mgiL) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
1 1 1 0.5

2 15 1 0.5

3 2 1 0.5

4 1 - 0.5

5 15 - 0.5

6 2 - 0.5

7 1 1 0.5
8 15 1 0.5
9 2 1 0.5
10 - - 05 - 1
11 - - 0.5 - 15
12 - - 05 - 2

2.2. Kallus Ekstraksiyonu

Besiyerinde yetistirilen M. officinalis kalluslar1 pens
yardimiyla dikkatli bir sekilde petriden alinmistir.
Uygulanan bitki biiylime diizenleyicilere gore ayrilan
kalluslar saf sudan gecirilerek 50 °C etiivde kurumaya
birakilmigtir. Kuruyan kalluslar hassas teraziyle 0.1 gram
olacak sekilde tartilmis ve falkonlara aktarilmistir.
Kalluslarin tizerine 4 ml % 99.9 luk etanol pipetle eklenmis
ve falkonlarin etrafi parafimle sarilmistir. Cozeltinin
Ozdeslesebilmesi i¢in 72 saat buzdolabinda saklanmistir.
Zamani dolan ¢ozeltiler blender yardimiyla 1-2 dk kadar
parcalanmistir. Daha sonra bu ¢ozeltiler huniye yerlestirilen
Whatman filtre kagitiyla siiziilmiis ve madde tayininde
kullanilacak ekstraktlar elde edilmistir.
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2.3. Toplam Fenolik Madde Analizi

Toplam fenolik madde analizi Singleton ve Rossi
(1965)’nin uyguladigi Folin-Ciocalteu metoduna gore
yapilmistir. Bu yonteme gore, 300 pul M. officinalis kallus
ekstresi ve 1.5 ml 2 N ‘lik Folin-Ciocalteu reaktifi cam
tiplerde kanigtirilmugtir.  Bu  karigim  1-2 dakika
bekletildikten sonra %7.5 ’lik sodyum karbonat
¢ozeltisinden 1.2 ml eklenip, vortekste karistirilmis ve 25
°C de karanhkta 90 dk bekletildikten sonra UV-VIS
spektrofotometrede 765 nm de absorbans kdre (su) karst
olgiilmistiir. Toplam fenol igerigi gallik asit kalibrasyon
egrisinden yararlanilarak gallik asit esdegeri olarak
verilmistir. Kalibrasyon egrisi gallik asidin 5 farkh
konsantrasyonlarina (0.1; 0.2; 0.3; 0.4; 0.5 mg/ml) karsi
hesaplanan absorbans degerleriyle okunmustur. Gallik asit
kalibrasyon egrisinden elde edilen y= 0,0471x + 0,0405
formiiliine gore sonuglar hesaplanmistir.

2.4, Toplam Flavonoid Analizi

Flavonoid igeriginin saptanmasinda metanolik form
kullanilmstir (Lamaison ve ark., 1990). Bu analiz i¢in bitki
ekstresinden 1 ml ve 1 ml %2 °‘lik AICIz ¢ozeltisi
karigtirilmistir.  Tepkime karisimi 10 dakika oda
sicakliginda inkiibe edilmistir. Orneklerin absorbanslar1 394
nm dalga boyunda UV-VIS spektrofotometrede, kontrol
ornek %?2 lik AICI3 ‘e kars1 okunmustur. Flavonoid derisimi
kuersetinin  kalibrasyon  egrisi ile karsilastirilarak
hesaplanmistir. Kalibrasyon egrisi kuersetinin 5 farkli
konsantrasyonlarma (0.1; 0.2; 0.3; 0.4; 0.5 mg/ml) kars1
hesaplanan absorbans degerleriyle okunmugtur. Kuersetinin
kalibrasyon egrisinden elde edilen sonuglar mg kuersetin
esdeger / g ekstre seklinde ifade edilmistir. Elde edilen
grafik denklemi y = 0,0029x -0,1044 olarak bulunmustur

3. Sonuglar

Bu calismada M. officinalis bitkisinden elde edilen kallus
ekstrelerinin toplam fenolik madde ve toplam flavonoid
verileri hesaplanmustir.

3.1. Toplam Fenolik Madde Analizi

M. officinalis bitkisinden elde edilen kallus ekstrelerinin
toplam fenolik madde igerigi analiz edilmistir. Sonuglar
gallik asit kalibrasyon egrisine gore mg gallik asit esdeger /
g ekstre seklinde ifade edilmistir (Tablo 3.1.1).

M. officinalis eksplantlarindan 12 farkli bitki biiyiime
diizenleyicisi kombinasyonlariyla elde edilen kalluslarin
her birinin toplam fenolik madde igerigi, cok yiiksek
degerler olmamakla beraber birbirlerinden farkli olarak
tespit edilmistir. Bu sonuglara bagli olarak, en yiiksek
toplam fenolik madde igerigi 1.523 mg GAE/ g olarak 1.5
mg/L 2,4-D + 0.5 mg/L BAP hormon kombinasyonundaki
kallus etanol ekstresinden elde edilmistir. En diisiik toplam
fenolik igerigi ise, 1.178 mg GAE/ g olarak 1 mg/L PIC +
0.5 mg/L BAP bitki biiyiime  diizenleyicisi
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kombinasyonundaki kallus etanol ekstresinden elde

edilmistir.

Tablo 3.1.1. Kallus etanol ekstrelerinin toplam fenolik madde
miktari.

Toplam fenolik madde
Besiyeri ortamu
(ng GAE/mg)
1 1.493
2 1.496
3 1.395
4 1.445
5 1.442
6 1.391
7 1.498
8 1.523
9 1.356
10 1.178
11 1.392
12 1.389

3.2. Toplam Flavanoid Analizi

M. officinalis kallus ekstrelerinde bulunan toplam flavonoid
bilesiklerin ~ konsantrasyonlar1 analiz edilmistir. M.
officinalis kallus etanol ekstrelerinin farkli bitki biiylime
diizenleyicilerine gore toplam flavonoid igerikleri tablo
3.2.1 de gosterilmistir. Kuersetin kalibrasyon egrisine gore
kallus etanol ekstrelerinin toplam flavonoid igerikleri
2.709-4.930 mg Kkuersetin/g ekstre arasmda oldugu
belirlenmistir.

Tablo 3.2.1 deki verilere gore toplam flavonoid igerigi
karsilastirildiginda, en yiiksek icerik 2 mg/L PIC + 0.5 mg/L
BAP hormon kombinasyonunda, en diisiik igerik 1.5 mg/L
24-D + 1 mg/L PIC + 05 mg/L KIN hormon
kombinasyonundan elde edilen M. officinalis kallus etanol
ekstresinde saptanmustir.
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Tablo 3.2.1. Kallus etanol ekstrelerinin toplam flavonoid miktari.

Besiyeri ortami Toplam flavonoid madde (pg/mg)
1 2.985
2 4.157
3 3.330
4 3.137
5 2.709
6 4.392
7 3.206
8 3.288
9 4.295
10 4.199
11 2971
12 4.930
4. Tartisma

Flavonoid ve diger fenolik maddelerin icerikleri, kanser ve
kalp hastaliginin gelisiminde 6nleyici bir rol oynamaktadir
(Kahkonen ve ark., 1999). Hiicre kiiltiirii ve Kkallus
olusumunda yapilan literatiir arastirmasinda, bitkinin
gelisimini uyaran bitki biiylime diizenleyicileri, 151k etkisi,
sicaklik gibi faktorlerin etkisiyle fenolik ve antioksidan
ozelliklerinin degistigi gozlenmistir. Giri ve ark., yapmig
olduklar ¢alismada, MS ortaminda BA ve metil jasmonat
(MeJA)  bitki biliyime  diizenleyicilerinin  farkl
konsantrasyonlarinda Habenaria edgeworthii bitkisinin
kalluslar1 iiretmis ve toplam fenolik igeriginin BA
hormonun konsantrasyon artisiyla yiikseldigini, MeJA
hormon konsatrasyonu atigiyla ise diistiigiinii tespit
etmislerdir. Toplam fenolik igerigini en yliksek 14.70 mg
GAE/ g olarak, 10 pM MeJA hormon takviyesindeki
H.edgeworthii kallusunda elde etmislerdir (Giri ve ark.,
2012). Asteraceaec familyasina ait seker otu (Stevia
rebaudiana) bitkisi kalluslar1 farkli renklerde 1siklarin
etkisiyle {retilip, bitkide toplam fenolik ve toplam
flavonoid igerigi incelenmistir. Calisma sonucunda, toplam
fenolik icerigin maksimum degeri mavi 151k altinda
yetistirilen kalluslarda 0,102 mg GAE/ g olarak
belirlenmistir (Ahmad vd., 2016). Lamiaceae familyasina
ait biberiye (Rosmaricus officinalis) kallus kiltiirleri
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iizerine yapilan bir c¢alismada ise, radyasyona maruz
birakilan kalluslarin toplam fenolik madde igerigi 6nemli
miktarda artis gostermistir. Bu caligmaya gore, isinlama
yapilmayan biberiye kalluslarinin (kontrol grup) toplam
fenolik igerigi 0.89 mg GAE/ g olurken, 1smnlama dozu (Gy)
maksimum 20 Gy’de 4.38 mg GAE/ g ulastigi tespit
edilmistir ( E1-Beltagi ve ark., 2011).

M. officinalis, fenolik bilesiklerinin zenginligi ile ¢ok
belirgin bir antioksidan potansiyeline sahip oldugunu
gostermistir. Mabrouki ve ark., M. officinalis bitkisinin
farkli ¢oziiciilerdeki ekstraktlariim toplam fenolik igerigini
incelemistir. Raporlarina gore toplam fenolik igerigi, en
yiiksek 63.00 mg GAE/ g kuru etanol ekstraktinda, en diisiik
1.01 mg GAE/ g kuru hekzan ekstraktinda tespit etmislerdir
(Mabrouki ve ark., 2017). Capecka vd. taze M. officinalis
bitkisinde, toplam fenolik maddeyi 2253 mg / 100 mg, L-
Askorbikasiti 53.2 mg / 100 mg ve karotenoidi 46.3 mg /
100 mg seklinde bulmuglardir (Capecka ve ark., 2005).
Ivanova ve ark. ise, M. officinalis ekstraktinin ortalama
1370.09 mM toplam fenol icerdigini ve 4.06 mM TEAC
(Trolox esdegeri antioksidan kapasite) bir antioksidan
kapasitesine sahip oldugunu bulmuslardir (Ivanova ve ark.,
2005).

5. Sonug¢

Yapilan bu ¢alismada da tibbi ve aromatik bitki olan M.
officinalis bitkisinin in vitro kosullarda cesitli bitki bityiime
diizenleyicileriyle kallus {iretimi saglanarak toplam
flavanoid ve toplam fenolik madde miktarlar1 belirlenmistir.
Sonuglar genel olarak incelendiginde toplam flavonoid
miktarmin verilerinin sinir degerleri igerisinde, toplam
fenolik madde verilerinin sinir degerlerin bir miktar altinda
oldugu goriilmektedir. Ayrica BBD’ lerin kombinasyon ve
konsantrasyon degisimlerinin hem toplam fenolik madde
hem de toplam flavonoid miktarmi etkiledigi goriilmiistiir.
Bitki ¢esidi, bitkiden alinan miktar, ektraksiyon segimi,
¢oziicii ve ¢oziinen polaritesi gibi seceneklerin farkliligi bu
sonucun nedenleri olarak sayilabilir.
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Abstract: Melissa officinalis L. is a Mediterranean plant from the family of the Labitae, and has lemon fragrance. Melissa is a
perennial herbaceous plant that forms the plant size between 60-100 cm. It is a known and used plant for a long time, because of
its pleasant smell. Because it is effective in beekeeping, this plant is called as the swarm plant. It is a medicinal and aromatic plant,
since it contains essential oils containing citral, stranellal, linalool and pinemia and flavonoid and resin. The antioxidant activity of
the in vitro produced calli was determined in this study, which was also determined by previous studies. Melissa officinalis L.
nodals were used as an explant source. Nodules were promoted with different plant growth regulator combinations for callus
formation in Murashige Skoog medium. The antioxidant activity of the resulting callus was determined by the ABTS method and
the results were given as "TEAC (tropoxyl equivalent antioxidant capacity) equivalent”. The highest antioxidant capacity (0.365
mmol / L) was seenin 1.5mg/ L 2,4-D + 1 mg/ L PIC + 0.5 mg/ L KIN-induced callus. The lowest value (0.191 mmol / L) was
obtained from calli promoted with 1.5 mg/ L 2,4-D + 0.5 mg/ L BAP.

Keywords: Melissa officinalis L, callus, antioxidant.

Melissa officinalis L. kallus kiiltiirlerinin antoksidan ozellikleri

Ozet: Melissa officinalis L., Labitae familyasindan, Akdeniz bitkisi olup limon kokuludur. Melisa 60-100 cm arasinda bitki boyu
olusturan ¢ok yillik otsu bir bitkidir. Hos kokusu nedeniyle uzun zamandir bilinen ve kullamlan bir bitkidir. Aricilikta ogul ekmede
etkili oldugu icin, halk arasinda bu bitkiye ogul otu da denilmektedir. Sitral,stranellal,linalol ve pinemi iceren ugucu yaglar ile
flavonoid ve recine igerdiginden dolayr tibbi ve aromatik bir bitkidir. Calismamizda antoksidan 6zelligi oldugu da daha 6nce
yapilan caligmalarla belirlenmis olan bu bitkiden, in vitro olarak iiretilen kalluslarin antioksidan aktivitesi belirlenmistir. Explant
kaynagi olarak Melissa officinalis L. nodlari kullanilmistir. Nodlar Murashige Skoog besiyerinde kallus olusumu i¢in farkli bitki
biiylime diizenleyici kombinasyonlari ile tesvik edilmistir. Sonucta olusan kalluslarin antioksidan aktivitesi ABTS yontemi ile
belirlenmis ve sonuglar “TEAC (troloks esdeger antioksidan kapasite) esdegeri” olarak verilmistir. En yiiksek antioksidan kapasite
(0.365 mmol/L), 1.5 mg/L 2,4-D + 1 mg/L PiC + 0.5 mg/L KiN ile indiiklenmis kalluslarda goriilmiistiir. En diisiik deger ise (0.191
mmol/L), 1.5 mg/L 2,4-D + 0.5 mg/L BAP ile tegvik edilmis kalluslardan elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Melissa officinalis L, kallus, antioksidan.

1.Giris

Melisa officinalis L. Lamiaceae familyasina mensup, ¢ok
yillik limon kokulu bir bitkidir. Lamiacae (eski adiyla
Labiatae) ailesinin iiyelerinden Melisa officinalis L. (M.
officinalis) yurdumuzda Akdeniz bolgesinde yetisen
yenilebilir bir bitkidir. Bitki, diinyanin gesitli bolgelerinde
ozellikle de Bati Asya, giliney bat1 Sirbistan ve Kuzey
Afrika’da yetistirilmektedir (Simon ve Chatwick,1984). M.
officinalis'in subsp. officinalis, subsp. inodora ve subsp.
altissima olmak {izere ii¢ alt tiirli bulunur. Bunlardan sadece
subsp. officinalis'in ticari degeri ve karakteristik limon
kokusu vardir. Bu bitkinin taze veya kurutulmus yapraklari
ilag olarak kullanilir. Yapraklar, ¢icek agmadan dnce veya
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dallanmadan 6nce hasat edilmektedir (Zeybek ve Haksel,
2010). M. officinalis bitki boyu, gévde ve yaprak boyutu
gibi morfolojik 6zellikleri esas olarak genotip, gevre veya
kiiltiirel uygulamalara bagli olarak degisim gostermektedir.
Genel olarak 1.5 m yiikseklige kadar biiyiiyebilir ve 0.5-1.0
m boyunca yayilabilir. Bitki kare saplari, limon kokulu ve
sarmagik kenar yapraklari, beyaz veya saridan soluk mora
kadar olgunlasan ciceklerle karakterizedir. Bitkinin yesil
yapraklari yumurta veya kalp seklinde 2-8 cm
uzunlugundadir ve saplar tizerinde karsit ¢iftler halinde
diizenlenmistir. Ust yaprak genellikle alt yapraklardan daha
biiyliktiir. Yapraklardaki damarlar kolayca goriilebilir.
Kiigiik ¢igekler (0.5-1.5 cm boyutunda) biitiin yaz boyu
iiretilmektedir. Saplarm {izerinde yapraklarda aksillerden
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kiiciik dallar seyrek halde biiyiimektedir (Sar1 ve Ceylan,
2002).

M. officinalis bitkisinin ugucu yag antiviral, antibakteriyel
ve antispazmodik bir etkiye sahiptir (Farahani ark., 2009).
Bitkinin ugucu yagi iyi bilinen bir antifungal ajandir ve hafif
antidepresif ve antispazmolitik ozellikleri de bildirilmistir
(Basta ark., 2005). M. officinalis tizerindeki fitokimyasal
arastirmalarla, terpenler (monoterpenler, seskiterpenler ve
triterpenler) ve fenolik bilesikler (fenolik asitler,
flavonoidler ve tanenler) de dahil olmak {izere g¢esitli
fitokimyasal —maddelerin  varligini  ve  miktarlan
belirlenmistir (Allahverdiyev ark., 2004; Moradkhani ark.,
2010). M. officinalis'in ana aktif bilesenleri ugucu bilesikler
(6rnegin geranial, neral, sitronelal ve geraniol), triterpenler
(6rnegin ursolik asit ve oleanolik asit) ve fenoliklerdir
(6rnegin cis ve trans-RA izomerleri, kafeik asit tiirevleri,
luteolin, naringin ve hesperidin) (Argyropoulos ve Miiller,
2014; Awad ark., 2009). Bu bitkideki ugucu yag orani,
%0.02 - %0.30 arasinda degismekte olup bu oran
Lamiaceae ailesinin diger iyeleriyle karsilastirildiginda
oldukga diisiiktiir. Bu sebeple, ugucu yagin iiretim maliyeti
ve fiyati piyasada c¢ok yiiksektir. Ucucu yagin temel
bilesenleri, yag iceriginin yaklasik %96'sin1 sitral (geranial
ve neral), sitronelal, linalool, geraniol, $-pinen, a-pinen, -
karyofilen ve fB-karyofilen oksit olusturmaktadir (Sar1 ve
Ceylan, 2002; Saglam ark., 2004).

Calismamizin amaci M. officinalis bitkisinin farkli bitki
biiylime diizenleyicileriyle (BBD) yetistirilen kalluslarin
toplam fenolik ve toplam flavonoid kapasitesini
belirlemektir.

2. Materyal ve Metot

Bu calismada, eksplant kaynagi olarak M. officinalis
bitkisinin saksida yetistirilen fideleri kullanilmistir.
Fidelerin kurumamasi igin kiiltiire alinacaklar1 giin
yipratilmadan toplanmigtir. Calismada kullanilan M.
officinalis fideleri musluk suyuyla yikandiktan sonra,
besiyerine ekilecek olan nod kisimlari bisturiyle alinmis ve
30 saniye siireyle %70 lik etil alkolde yavasca karistirilarak
bekletilmistir. Etil alkoldenden ¢ikarilan eksplantlar 3 defa
steril saf suda yikandiktan sonra 5 dakika da %50 lik ticari
sodyum hipokloritte (NaOHCI) bekletilmistir. Sodyum
hipoklorit olarak ticari ¢amasir suyu (Ace) kullanilmistir.
Eksplantlarin yiizey sterilizasyonu bittikten sonra ¢amasir
suyunun uzaklagtirilmasi i¢in 3 kez steril saf sudan
gegcirilmistir.

2.1. Kallus Olusumu

Bu calismada bitki doku kiiltiirii i¢in temel gereksinimleri
karsilayan ve siklikla kullanilan MS ortami kullanilmigtir
(Murashige ve Skoog, 1962). Besiyerleri hazirlamasinda
4.4 g/ MS, 30 g/L sakkaroz olacak sekilde tartilip,
calkalayict yardimiyla ¢oziinmesi saglanmistir. Coziinen
besiyerleri pH degeri 5.7-5.8 sekilde ayarlanmig ve
katilasmast icin 8 g/L katilagtirici plant agar eklenmistir.
Tablo 2.1 ‘de goriildiigi gibi 12 farkli BBD kombinasyonu
iceren besiyerleri her bir kombinasyonda 5 tekrarli olacak
sekilde (12x5= 60 petri besiyeri) hazirlanmistir.
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Calismada MS ortaminda 2,4-Diklorofenoksiasetik asit
(2,4-D), Indol Asetik Asit (IAA), Kinetin (KIN) ve
Picloram (PIC), 6-Benzylaminopiirin (BAP) BBD’ lerinin
cesitli konsantrasyon ve kombinasyonlari kullanilmistir
(Tablo 2.1.).

Tablo 2.1:Bitki biiyiime diizenleyicilerin yogunluklari.

Besiyeri 24D IAA _BAP __KIN _ PIC
ortamt (ML) oy (gl (mgl)  (mg/L)
1 1 1 05

2 15 1 0.5

3 2 1 05

4 1 - 0.5

5 15 05

6 2 - 05

7 1 1 05
8 15 1 05
9 2 1 05
10 05 . 1
11 05 15
12 05 . 2

Ekimi gerceklesen bitkiler £22 °C de, 2500 lux floresan 151k
altinda, 16 saat aydinlik/ 8 saat karanlik sartlarda iklim
odalarinda bekletilerek, giinliikk olarak kallus gelisimi
gozlenmistir. Bu arada kontamine olan kiiltiir kaplar1 kiiltiir
ortamindan uzaklastirilip, otoklavda steril edilmistir.

2.2. Kallus Ekstraksiyonu

Besiyerinde yetistirilen M. officinalis kalluslar1 pens
yardimiyla dikkatli bir sekilde petriden alinmistir.
Uygulanan bitki biiyiime diizenleyicilere goére ayrilan
kalluslar saf sudan gecirilerek 50 °C etiivde kurumaya
birakilmistir. Kuruyan kalluslar hassas teraziyle 0.1 gram
olacak sekilde tartilmigs ve falkonlara aktarimustir.
Kalluslarn iizerine 4 ml % 99.9 luk etanol pipetle eklenmis
ve falkonlarin etrafi parafimle sarilmistir. Cozeltinin
Ozdeslesebilmesi igin 72 saat buzdolabinda saklanmustir.
Zamani dolan ¢ozeltiler blender yardimiyla 1-2 dk kadar
pargalanmistir. Daha sonra bu ¢ozeltiler huniye yerlestirilen
Whatman filtre kagitiyla stiziilmiis ve madde tayininde
kullanilacak ekstraktlar elde edilmistir.

2.3. Antioksidan Kapasite Analizi

Ekstrelerin antioksidan kapasitesi, ABTS+[2,2’-
azonobis(3-etilbenzothiazoline-6-sulfonat] radikal katyon
yakalama kabiliyetine dayanilarak Ol¢tilmiistiir.

Antioksidan kapasite analizi i¢in, ABTS stok ¢ozeltisi fosfat
tampon ¢ozelti ile absorbans 734 nm de 0.7-0.8 olana kadar
seyreltilmistir. Seyreltilmis ¢ozelti her zaman deneyden
once hazirlanmig ve 1siktan korunmustur. Daha sonra cam
tiiplere 1900 pl seyreltilmis ABTS ¢ozeltisi ve 100 pl
M.officinalis kallus ektresi eklenerek karistirilmstir.
Orneklerin absorbanslar1 6. dakikada 734 nm UV-VIS
spektrofotometrede kore(fosfat tamponu) karsi okunmustur.
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Antioksidan kapasitenin belirlenmesi i¢in kullanilan bu
yontem TEAC (Troloks esdeger antioksidan kapasite)
olarak adlandirilmakta ve sonuglar troloks standart olarak
kabul edilerek verilmektedir. Troloks [6-hidroksi-2-
Hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilik asit], E
vitamininin suda ¢o6ziniir esdegeridir. Troloks canli
sistemlerde dogal olarak bulunan bir bilesik olmamakla
birlikte pek c¢ok antioksidan kapasite tayin yonteminde
standart olarak kullanilmaktadir (Re ark., 1999). Troloks
antioksidan kullanilarak bir kalibrasyon grafigi hazirlanmig
ve antioksidan kapasitesi, bu grafikten elde edilen sonuglar
ile TEAC olarak verilmistir (Damar, 2010). Troloks
kalibrasyon egrisinden elde edilen y= 1,444x — 0,0004
formiiliine gore hesaplanmustir.

3. Sonuglar

Bu calismada M. officinalis bitkisinden elde edilen kallus
ekstrelerinin antioksidan kapasite verileri hesaplanmigtir.

3.1. Antioksidan Kapasite Analizi

M. officinalis kallus etanol ekstrelerinin farkl bitki biiyiime
diizenleyicilerine gore antioksidan kapasitesi Tablo 3.1 de
verilmistir.

Tablo 3.1.3: Kallus etanol ekstrelerinin antioksidan kapasiteleri

Biiyiime diizenleyici kombinasyonlar: Antioksidan
kapasite
(mM TEAC)

1mg/L 2,4-D + 1 mg/L IAA + 0.5 mg/L BAP 0.363

15 mg/L 2,4-D + 1 mg/L IAA + 0.5 mg/L BAP 0.304

2mg/L 2,4-D + 1 mg/L IAA + 0.5 mg/L BAP 0.329

1mg/L 2,4-D + 1 mg/L PIC + 0.5 mg/L KIN 0.290

1.5mg/L 2,4-D + 1 mg/L PIC + 0.5 mg/L KIN 0.365

2mg/L 2,4-D + 1 mg/L PIC + 0.5 mg/L KIN 0.216

1mg/L 2,4-D + 0.5 mg/L BAP 0.297

1.5 mg/L 2,4-D + 0.5 mg/L BAP 0.191

2 mg/L 2,4-D + 0.5 mg/L BAP 0.232

1 mg/L PIC + 0.5 mg/L BAP 0.326

1.5 mg/L PIC + 0.5 mg/L BAP 0.329

2mg/L PIC + 0.5 mg/L BAP 0.223

Bu sonuglara gore kallus etanol ekstrelerinin antioksidan
kapasitesinde 0.191 — 0.365 mM TEAC arasi degerler elde
edilmistir. Sonuglar karsilagtirildiginda, en yiiksek 1.5 mg/L
24-D + 1 mg/L PIC + 05 mg/L KIN hormon
kombinasyonunda, en diisiik 1.5 mg/L 2,4-D + 0.5 mg/L
BAP hormon konsantrasyonunda olan kallus etanol
ekstreleri antioksidan kapasite gostermistir.
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4. Tartisma

Hormonlarin etkisiyle yetisen bitki kalluslarinin kimyasal
ozellikleri farkli oldugundan, ¢alismada yapilan antioksidan
kapasitesi ozellikleri elde edilen her bir kallus i¢in de farkli
olmustur.

Dogal antioksidan kaynagi i¢in daha fazla arastirilabilen in
vivo materyallere gore, kallus ekstraktlarinin 6nemli
antioksidan potansiyeli sagladigt bazi ¢alismalarda
bildirilmistir.  Salvia officinalis (S. officinalis) ve
Rosmarinus officinalisin  (R. officinalis) in vitro
kiiltiirlerinde, toprakta yetistirilen bitki materyallerine gore
daha  yiiksek  antioksidan  aktivite = gdzlenmistir
(Grzegorczyk ark., 2007, Yesil-Celiktas ark., 2007). Yesil-
Celiktas vd. Rosmarinus officinalis bitkisinin kalluslarini,
MS ve odunsu bitki ortaminda (WPM) 1 mg/L NAA (MS1
ve WPM1) ve 3 mg/L NAA (MS3 ve WPM3) ile
destekleyerek  yetistirip, kalluslarda TEAC analizi
yapmiglardir. Raporlarina gore R. officinalis kalluslarinda
TEAC degerini, WPM3’ te 0.0018 mmol/g ve MS3’ te
0.0016 mmol/g olarak belirlemislerdir (Yesil-Celiktas ark.,
2007). Giri ve ark., yukarida belirtilen ¢alismasinda, H.
edgeworthii kalluslarinin metanolik ekstraktlarmda ABTS
testinde en yiiksek antioksidan kapasite degeri 0,0671
askorbik asit esdegeri (AAE)/ g kuru agirlik (DW) olarak,
BA 3 uM konsantrasyonunda tespit etmislerdir (Giri ark.,
2012). Kousalya ve Bai tarafindan yapilan bir ¢alismada,
Canscora decussata bitkisinin kallus kiiltiirleri farkli bitki
biiyime  diizenleyicileriyle  desteklenen  ortamlarda
iretilmistir. Caligma verilerine gore antioksidan kapasitesi
en yiiksek 12.234 mmol/g TEAC olarak 1/2MS+0.5NAA
ortamindaki kalluslarda, en diisiik 1.191 mmol/g TEAC
olarak 0.5BAP+2KIN+3 gibberellik asit (GA3) ortamindaki
kalluslarda elde etmislerdir (Kousalya ve Bai, 2016). Bahri-
Sahloul ark., Crataegus azarolus var. aronia (kirmizi
meyveli ali¢) bitkisinin kallus kiiltiirlerinin antioksidan
kapasitesinin belirlenmesinde ABTS metotuna gére TEAC
degerini 0. 0674 mmol/g olarak belirlemislerdir (Bahri-
Sahloul ark., 2014).

5. Sonug¢

Yapilan bu calismada tibbi ve aromatik bitki olan M.
officinalis bitkisinin in vitro kosullarda cesitli bitki bityiime
diizenleyicileriyle kallus iiretimi saglanmis ve antioksidan
Ozellikleri  belirlenmistir.  Sonuglar  genel  olarak
incelendiginde antioksidan verilerinin normal bir bitkiye
gore smir degerlerin bir miktar altinda oldugu tespit
edilmistir. Ayrica BBD’ lerin kombinasyon ve
konsantrasyon  degisimlerinin  antioksidan  miktarini
etkiledigi gortilmistiir. Bitki ¢esidi, bitkiden alinan miktar,
ektraksiyon secimi, ¢oziicli ve ¢dziinen polaritesi gibi
segeneklerin  farkliligit bu sonucun nedenleri olarak
sayilabilir.
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Abstract: In this study, it was aimed to produce BG/polymer 3D composite scaffolds with relevant ions in order to develop
multifunctional scaffolds by using salt template-particulate leaching technique. The porous scaffolds were successfully synthesized
and it was observed that there was a good pore interconnectivity maintained in the scaffold microstructure. In vitro bioactivity of
the composite scaffolds was confirmed by Scanning Electron Microscopy, X-ray diffraction and Fourier-Transform Infrared
Spectroscopy measurements. Furthermore, the release of therapeutic ions were determined as a function of immersion time in SBF,
while the Srion release is in the range of 1.27-4.81 ppm, the Cu ion releases are 0.67-1.42 ppm for Cu doped BG, 1.53-4.54 ppm
for Sr doped BG- 1% Cu, and 3.08-7.59 ppm for Sr doped BG- 2% Cu, respectively. This result indicated that the scaffolds can
deliver controlled doses of strontium and copper toward the SBF medium that is the determinant for bone tissue regeneration.

Keywords: Composite scaffold, bioactive glass, theraupatic ions, bone tissue engineering

Cu katkilt biyocam ve Cu nanopargacikll Sr katkili biyocamdan 3D kompozit yap iskelesi
iiretimi

Ozet: Bu galismada, ¢dziicii dokiim ve tanecik uzaklastirma yontemi kullanilarak, gok islevli yap: iskelelerinin gelistirilmesi iin ilgili
iyonlarla BG / polimer 3D kompozit yap1 iskelelerinin {iretilmesi amaglanmigtir. G6zenekli yapiya sahip yap1 iskeleleri basariyla
sentezlenmis ve yapi iskelelerinin mikroyapisinda iyi bir gézenek baglantisinin bulundugu gézlemlenmistir. Kompozit yapi
iskelelerinin in vitro biyoaktivitesi; Taramali Elektron Mikroskopisi (SEM), X-1sin1 kirinimt ve Fourier-Doniisiimli KizilGtesi
Spektroskopi oOlgiimleri ile teyit edilmistir. Bunun disinda, terapotik iyonlarin saliminin; SBF'de kalma siirelerinin bir fonksiyonu
olarak, Sriyon salimi 1.27-4.81 ppm araliginda iken, Cu iyon salimlar sirasiyla, Cu katkili BG i¢in 0.67-1.42 ppm, Sr katkili BG-%1
Cu icin 1.53-4.54 ppm, Sr katkili BG-%2 Cu igin 3.08-7.59 ppm olarak saptanmistir. Bu sonug yapi iskelelerinin, kemik dokusu
rejenerasyonunun belirleyicisi olan SBF ortamina, stronsiyum ve bakir dozlarint kontrollii olarak verebilecegini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Kompozit yap1 iskelesi, biyoaktif cam, terapotik iyonlar, kemik doku miithendisligi

1. Giris

Yaslanan niifusun artmasiyla, insan yasammin kalitesinde
onemli rol oynayan ve kemik kusurlarina yol agan
dejeneratif hastaliklara ve travmatik yaralanmalara daha sik
rastlanmaktadir. Cozlimlerden biri kemik naklidir, fakat
uygun dondriin bulunamamasi en onemli problemlerden
biridir. Biyoinert = malzemelerin ~ kullanim1  ile
gergeklestirilen implantasyon islemi, kemik yogunlugunda
azalmaya neden olmaktadir. Ayrica, kullanilan bu
malzemelerin belli stirelerle degistirilmesi gerekmektedir
(Correlo ve ark., 2011). Kemik dokusu mithendisligi, yarali
kemik dokularini biyolojik olarak bozunabilir yap: iskelesi
yardimiyla onarmak, degistirmek ya da yenilemek amaciyla
hizla gelisen bir disiplindir. Bu yaklasimm avantaji,
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hastanin iyilesmesi igin yapilmasi gerekli operasyon
sayisinin azalmasi, dolayisiyla da hastanin iyilesme
stiresinin kisalmasidir (Correlo ve ark. 2011, Wang ve
Yeung, 2017).

Miikemmel bir yapi iskelesi tiretmek, doku mithendisliginin
en zor asamasidir. Genel olarak, tek bir malzemenin
ozelliklerinin yetersiz oldugu durumlarda, iki veya daha
fazla malzemenin 6zelliklerini birlestirerek, yeterli mekanik
ve / veya kimyasal 6zelliklere sahip malzemeleri elde etmek
yaygin sekilde uygulanan bir tekniktir (Chen ve ark.,
2008a). Dogal kemik matrisi, biyolojik seramik ve biyolojik
polimerin bir bilesimidir. Bu nedenle, kemik dokusu
miihendisligi uygulamalarinda kullanilmak tizere, biyoaktif
camlar (BG) ve biyo-emilir polimerlerin kombinasyonu ile
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istenen fiziksel, biyolojik ve mekanik 6zelliklere sahip bir
yapi iskelesi tiretmek olduk¢a mantiklidir (Chen ve ark.,
2008a, Kaur ve ark., 2014). Yap1 iskelesi {iretim
malzemeleri arasinda yer alan biyoaktif camlar,
biyouyumlu, osteoconductive ve osteoproductif olduklar
icin kemik dokusu rejenerasyonu i¢in miikemmel
performans sergilemektedir (Gerdhardt ve Boccacini,
2010). Biyoaktif camlar insan viicuduna implante
edildiginde veya biyolojik sivilarla temas ettiginde,
igeriklerinde bulunan Si, Ca, P ve Na iyonlar1 ara
yiizeylerde ¢o6ziiniirler ve hiicre i¢i ile hiicre disinda uygun
tepkilere girerek hizli kemik olusumuna neden olurlar
(Oztopalan ve Durmus, 2017). Boylece biyoaktif cam
yiizeyinde bir karbonatli hidroksiapatit (HCA) tabakasi
olusturulurlar. Bu HCA tabakasi, biyoaktif camin gercek
kemik yapisina kimyasal olarak baglanmasini saglar (Chen
ve ark., 2008a; Kaur ve ark., 2014; Rezwan ve ark., 2006).

Son yillarda, biyo-polimerlerin ve biyoaktif camlarin
kombine edilmesi ile, gegici ortopedik implantlar, kemik
dolgu malzemeleri veya doku miihendisligi alaninda {i¢
boyutlu (3D) biyouyumlu yapr iskeleleri gibi uygulamalar
icin yeni bir kompozit malzeme grubu ortaya ¢ikmistir
(Rezwan ve ark., 2006). Bu kompozit malzemelerin kemik
tiretim Ozelliklerini iyilestirmek igin, kemik hiicre uyarici
iyonlar1 (Sr, Cu, Ag, v.b) kompozit malzemenin kimyasal
bilesimine dahil etmek ¢ok uygulanan bir ydntemdir.
Stronsiyumun kemik iyilestirme siireclerini hizlandirdigi ve
kemik dokusu onarimi {izerinde olumlu etkilerinin oldugu
bilinmektedir (Chen ve ark., 2008b). In vitro ve in vivo
calismalar, stronsiyumun kemik olusumunu artirdigmi ve
osteoprozu azalttigini ve hayvanlar ile insanlarda kemigin
kiitlesinde ve kemigin mekanik o6zelliklerinde bir artisa
neden oldugunu gostermistir (Seeman ve ark., 2008). Bakir
iyonlari, anjiyojenezin uyarilmasinda aktif bir rol
oynamaktadir (Wang ve ark., 2014). Erol ve ark. (2012a),
bor iceren biyoaktif cam kullanarak yeni yapi iskeleleri
olusturmuslar ve bakir iyonlariyla ¢apraz baglanmis alginat
ile kaplamiglardir. Bakir salinim ¢alismalari, yeni yapi
iskelelerinden bakir iyonlarinin kontrollii bir sekilde serbest
birakildigini ve dolayisiyla bu etkinin, kemik rejenerasyonu
icin anjiyojenik potansiyel olarak yararli olabilecegini
gostermistir (Erol ve ark., 2012a).

Bu caligmada, biiyiik kemik defektlerini onarmak i¢in ¢oklu
kullanima uygun, biyoaktif cam kaynakli, ¢ok fonksiyonlu
3D kompozit yap1 iskelelerinin elde edilmesi arastirilmistir.
Bu amagla, 3D biyoaktif cam-polilaktid (PDLLA) kompozit
gozenekli yap1 iskeleleri, ¢oziici dokiim ve tanecik
uzaklagtirma yontemi kullanilarak {iretilmistir. Uretilen
yap1 iskelelerinin mikroyapisal, fiziksel ve biyoaktivite
ozellikleri farkli karakterizasyon yontemleri uygulanarak
belirlenmisgtir.

2. Materyal ve Metod

Yap1 iskelesi iiretiminde kullanilan rasemik poli (D, L-
laktit) (PDLLA) graniilleri (75,000-120,000 mol agirligr)
Sigma-Aldrich Ltd. (ABD) ‘den temin edilmistir. Coziicii
olarak, susuz dimetil karbonat (DMC, Merck)
kullanilmistir. Bu ¢alismada yapi iskelelerinin iiretiminde
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kullanilan stronsiyum ve bakir igeren biyoaktif cam tozlari
baska bir ¢alismamizda tretilmistir (Erol ve ark., 2012b).
Bu camlarin agirlikca yiizde bilesimi, %45 SiOz, %24.5
Na20, %6 P.0s, %22.5 CaO ve %2 Sr ve %2 Cu'dan
olusmaktadir. Biyoaktif cam (BG), seramik bilyal
degirmende tanecik boyutu <45 pm olacak sekilde
ogiitiilmistiir. Kullanilan diger tiim kimyasallarin analitik
saflikta olmasina dikkat edilmistir.

Cu nanopargaciklart, CuSOq'tan iiretilmistir. Deiyonize su
ile seyreltilmis CuSOs ¢ozeltisinin pH'1,  amonyak
eklenerek 10'a ayarlanmistir. 100 mL aljinat ¢ozeltisi
lizerine, hazirlanan CuSOs ¢0zeltisi yavasca ilave
edilmistir. Cozeltiler birbirine tamamen karistiktan sonra,
Cu iyonlarini indirgemek ig¢in, hidrazin ilave edilmistir.
Elde edilen ¢ozelti, mikrodalga firinda 2 dakika 1sitilmisgtir.
Bu islemin ardindan Cu partikiillerini elde etmek igin,
¢ozelti li¢ kez 22000 rpm'de 40 dakika siireyle
santrifiijlenmistir. Santrifiijlemeden sonra Cu pargaciklari
distile su ile ytkanmig ve tamamen kurumalarini saglamak
icin vakum etiiviinde gece boyunca bekletilmistir.

Yapr iskeleleri, yemeklik tuz taneleri kullanilarak ¢oziicii
dokiim ve tanecik uzaklagtirma yontemi (Misra ve ark.,
2010) uygulanilarak hazirlanmigtir. PDLLA pelletleri,
¢ozelti konsantrasyonlar1 %8 w/v ve %4 w/v olacak sekilde
DMC'de  ¢Oziilmiistiir. Bakir  nanopargaciklarinin
kullanildig1 iiretimde, nanopargaciklar polimer agirliginin
%1'1 ve %2’si olacak sekilde cozeltilere ilave edilmistir.
Bakir nanoparcaciklarin ilavesinden sonra, parcaciklarin
tamamen dagilmasini saglamak icin, slispansiyonlar iyice
karistirilmistir. Daha sonra, siispansiyonlarin bilesimlerinde
%20 Sr olacak sekilde uygun miktarda BG eklenmistir.
Bakir katkili biyocamin kullanildigs {iretimde ise, %8 w/v
ve %4 w/v konsantrasyonlarinda hazirlanmis olan PDLLA
cozeltilerine bilesimlerinde %20 Cu olacak sekilde uygun
miktarda bu kez bakir katkili biyocam ilave edilmistir.
Parcaciklarin dagiliminin tamamlanmasi ve topaklanmanin
Onlenmesi igin siispansiyonlar ultrasonik su banyosu
kullanilarak karigtirilmigtir.  Boylece, PDLLA-BG-Cu
slispansiyonlar1 elde edilmistir. Tuz taneleri, tanecik boyutu
501-850 pum araliginda olacak sekilde 6giitiilmiistiir. Yapi
iskelesi iiretimi i¢in, tuz taneleri (1.5 g), 1 mL PDLLA-BG-
Cu siispansiyonlariyla (8 w/v) tamamen Kkaristirilarak
viskoz macun kivamina getirilmistir. Daha sonra bu karigim
silikon tiiplere doldurulmus ve bir cam pim yardimiyla elle
sikistirllmistir. Bu sekilde elde edilen yapi iskelesi kaliplari
(cap = 9 mm, yiikseklik ~20 mm) bir inkiibatér (37°C)
icinde gece boyunca kurutulmustur. Kaliplar, 2 giin siireyle
4 w/v PDLLA-BG-Cu siispansiyonlar1 ile tekrar infiltre
edilmistir. Kurutulan kaliplar, 4-6 mm kalinliginda kiigiik
silindirler halinde kesilmis ve tuzun tam olarak ¢6ziilmesine
izin vermek igin 37° C'de 2.5-3 saat boyunca deiyonize su
icinde birakilmigtir. Sudan c¢ikarilan Ornekler, yap1
iskelelerinde kalan suyun tamamini ugurmak igin bir
inkiibator icine yerlestirilmistir.

Gozenekli yapi iskelelerinin SBF i¢ine batirilmadan 6nceki
ve sonraki ylizey morfolojisi ve mikroyapilarini
gozlemlemek i¢in, 10 kV'de ¢alistirilan bir taramali elektron
mikroskopu (SEM) (Quanta 250 FEG) kullanilmistir. SEM
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olgtimlerinden once, tim numuneler vakum altinda platin
ile kaplanmustir.

3D yap iskelelerinin X-151m1 kirmimi (XRD) analizleri,
numunelerin karakteristik fazlarmi ve olasi kristalligini
arastirmak i¢in, PANanalytical X'Pert Pro difraktometresi
kullanilarak ~ gerceklestirilmistir. Veriler, 10-60°
araligindaki 260 acilarinda CuKa radyasyonu (35V ve 40
mA'de) kullanilarak elde edilmistir.

Fourier-dontisiimlii ~ kizildtesi  spektroskopi  (FT-IR)
spektrumu  bilgileri, 650-4000 bolgesindeki  (cm™)
gegirgenlik modunda ¢alisan bir Perkin Elmer Spectrum
100 Model spektrometresi kullanilarak toplanmustir.

Yapr iskelelerinin biyoaktif davranis testi, Kokubo ve ark.
(1990) tarafindan tarif edildigi gibi, numunelerin SBF
iginde bekletilmesiyle gergeklestirilmistir. Yapi iskelesi
ornekleri 200 mL SBF igine batirilmig ve 37° C sicaklikta
tutulan bir inkiibatorde bekletilmislerdir. Ornekler SBF'den
14 giin sonra ¢ikarilmis ve 37°C'deki inkiibatdrde 4 h
boyunca kurutulmustur. Numuneler daha sonra SEM, XRD
ve FTIR kullanilarak karakterize edilmislerdir. Yapi
iskelelerinin 1, 7 ve 14 gin boyunca SBF i¢inde
bekletilmesinin bir sonucu olarak, SBF c¢ozeltisinde
stronsiyum ve bakir iyon konsantrasyonunda meydana
gelen degisim, indiiktif ¢ift plazma optik emisyon
spektrometresi  (ICP-OES)  kullanilarak  dl¢iilmiistiir.
Olgiimler igin, 13.56 MHz'de calistirilan (Ar ve N gazi
kullanan) bir Perkin Elmer Model Optima 2100 ICP
kullanilmustir.

3. Sonuglar
3.1. Mikroyapisal karakterizasyon

Uretilen bakir nanopargaciklarinin karakterizasyonu XRD
ve SEM analizleri kullanilarak yapilmustir. Sekil 1 standart
JCPDS Kkartlarma gore, ftretilen yapt iskelelerinin
icerigindeki bakir nanoparcaciklarma ait pik listesini
gostermektedir. (20-04-2018) kodlu JCPDS kartina goére
44.10°, 51.20°, 75.5°, 91.2° ve 96.5° 20°da goriilen pikler
bakir nanopargaciklarmi temsil etmektedir.

[ | | [ |

20-04-2018.
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3
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2000
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Sekil 1. Bakir nanopargaciklarmim XRD analizi sonuglari

Sekil 2'de bakir nanopargaciklarmin SEM analizi
verilmektedir. Yapilan Ol¢iimler sonucunda, santrifiij
yontemi ile iretilen bakir nanopargaciklarinin tanecik
boyutunun 39.7-85.0 nm arasinda degistigi saptanmustir. 55
tanecik lizerinden yapilan 6l¢limler sonucunda da, ortalama

tanecik boyutunun 60.0 + 10.6 nm oldugu belirlenmistir.
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Sekil 2. Bakir nanogalk anm SEM ri.intﬁleri

Uretilen yap: iskelelerinin makrogdzenekli ag yapis1 Sekil
3'te gosterilmistir. Sekil 3a’dan goriilebilecegi gibi birbirine
bagli gozenek yapisina sahip, oldukca gozenekli yapi
iskeleleri tiiretilmistir. Kompozit yap1 iskelesi yiizeyinde
polimer yapisinin diginda goriilen parlak beyaz pargaciklar,
NaCl kristalinden farkli bir morfolojiye sahip olduklari igin
bunlarin  biyoaktif = cam  parcaciklar1  olduklar
diistiniilmektedir (Sekil 3b). Bu sonug, takip eden
boliimdeki FTIR sonuglariyla da desteklenmektedir.

Kemik doku mihendisliginde, hiicrelerin biiyiimesi,
baglanmasi ve ¢ogalmasi, besinlerin ve metabolik atiklarin
taginmasi igin gozenekli bir yapiya ihtiya¢ vardir. Ayrica,
hiicrelerin istenen fiziksel forma doniismesini ve biiyiimiis
dokunun vaskiilarizasyonunu desteklemesi i¢in de kontrol
edilebilir ve birbirine bagli bir gozenekliligin olmasi
zorunludur [Boccaccini ve ark., 2003, Hollister, 2005, 8,
Rezwan ve ark., 2006]. SEM sonuglarindan, iiretilen yapi
iskelelerinin birbirine bagli gozenekli bir yapiya sahip
olmasinin, yapi iskelelerinin hiicre baglanmasi, gé¢li ve
vaskiilarizasyonu i¢in uygun oldugu sonuca varilmistir.

Sekil 3. Uretilen kompozit yapi iskelelerinin SEM goriintiileri

FTIR, XRD ve SEM analizleri, SBF ile temas halinde olan
tiim yapu1 iskelesi ylizeyinde olusan HA tabakasini saptamak
icin gerceklestirilmistir. SBF’de bekletme Oncesi ve
sonrasinda, tiretilen yap1 iskelelerine ait FTIR spektrumlari
Sekil 4'te verilmistir. SBF o6ncesi yap1 iskelelerinin 3000
cm? ve 2945 cm™'de bulunan pikleri, PDLLA'in metil ve
metilen gruplarmin gerilmesinden kaynaklanmaktadir
(Pereiraa ve ark, 2014). PDLLA'nin karakteristik
bantlarindan biri olan ester karbonil gruplarinin gerilme
modu (C = O) 1747 cm™'de goziikmektedir (Leal ve ark.,
2013). 1452 cm™ ve 1381 cm™'deki pikler sirasiyla CHs
asimetrik ve 8s CHs simetrik deformasyon modlarini
gostermektedir (Pereiraa ve ark., 2014; Leal ve ark., 2013).
1263 cm™’de goriinen pik, ester gruplarinin -CO-O- gerilme
bantlarina aittir (Pereiraa ve ark., 2014). Bu piklere ek
olarak, 1183, 1135, 1082 ve 1043 cm *deki piklerin ise = C-
O gerilme bantlar1 oldugu belirlenmistir. ~ 864 cm™ ve ~750
cm™'deki iki pik, PDLLA'nin CH egilme titresim bantlarmi
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gostermektedir (Leal ve ark., 2013). Si-O-Si asimetrik
gerilme titresimine karsihk gelen bant, 1080 cm™de
(Catauno ve ark., 2015) saptanmustir. 950 cm™ civarmdaki
pik, non-bridging oksijen iceren Si-O-Ca baglarimi
gostermektedir (Catauno ve ark., 2015). SBF o6ncesi yap1
iskelesi numunesinin FTIR spektrumu, kullanilan biyocam
ag yapisinin tiim 6zelliklerinin {retilen yapi iskelesinde de
goriildiigiinii kanitlamaktadir.

SBF’de bekletme sonrasindaki yapi iskelelerinin FTIR
spektrumunda, HA'nin kristal yapisinda bulunan, yapisal
OH- grubunun gerilmesini karakterize eden genis band
3000 ila 3600 cm™ araliginda goriilmektedir (Akram ve
ark., 2015). 3186 cm™ ve 2917 cm™'deki pikler, sirasiyla
COs3 gruplart (Ryszkowska ve ark., 2010) ve HA'nin C-H
bantlarmi karakterize (Wan ve ark., 2015) etmektedir. 1630
cm! ve 1550 cm™'deki pikler ise, su absorpsiyon bandina ve
CO3 (v3) titresim piklerine aittir (Sofronia ve ark., 2014).
Yap1 iskelelerine ait FTIR spektrumlar1 incelendiginde,
SBF o6ncesi ve sonrasi spektrumlarinda bir takim farkliliklar
gozlenmistir. 1043 cm™deki pikin 1035 cm™'e kaydigi ve
bu pikin SBF o6ncesindeki yap1 iskelesinin spektrumu ile
kiyaslandiginda daha biiyiik ve daha keskin bir bant haline
geldigi saptanmistir. Pikteki bu degisimin nedeninin, olusan
PO43 gruplarmin simetrik gerilme ve egilme moduyla
iliskili olabilecegi diisiiniilmistiir (Akram ve ark., 2015;
Sofronia ve ark., 2014). SBF’de bekletme sonrasi tiim
numunelerin FTIR spektrum sonuglari, yap1 iskesinin her
tarafinda HA olusumunun gergeklestigini gostermektedir.

= Orijinal

= SrBG-%]1 Cu (SBF sonrasi)
e ST BG-%2 Cu (SBF sonrast)
= Cu BG (SBF sonrast)

4000 3500 3000 2500 2000
Dalga savisi [1/cm]

Sekil 4. Uretilen yap1 iskelelerinin SBF éncesi ve sonras1 FTIR
spektrumlari

SBF’de bekletme Oncesi ve sonrasinda, iiretilen tiim yap1
iskeleleri igin XRD analizleri Sekil 5'te verilmistir. Sekil 6
ise, standart JCPDS Kkartlarma gore, iiretilen yapi
iskelelerinin icerigindeki NaCl ve HA tabakasi kristal
yapisinin pik listesini géstermektedir. (01-083-1728) kodlu
JCPDS kartina gore 32.8°, 47.1° ve 58.5° 26'da goriilen
pikler NaCl’i, (01-084-1998) kodlu JCPDS kartina gore
33° ve 48° 20'da goriilen pikler HA’i temsil etmektedir.
NaCl’e ait c¢ikan pikler, yap1 iskelesi iginde halen
¢oziinmemis halde NaCIl kristallerinin  kaldigin
gostermektedir.

Sekil 5 incelendiginde, yap1 iskelesi orijinal oOrnekle
kiyaslandiginda, SBF icinde 14 giin bekletme siiresi
sonunda 33° 20'da goriilen pikin siddetinin ve bant
genisliginin arttig1 saptanmistir. Bu da kompozit yapi
iskelesi  yiizeyinde HA  tabakasmin  olustugunu
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gostermektedir. 33° 20'da ki bu pik, daha 6nce belirtildigi
gibi (01-084-1998 kodlu JCPDS standart kartina gére), HA
tabakasmin olusumunu temsil etmektedir. Ayrica XRD
analizi, yap1 iskelesi yiizeyindeki HA olusumunun FTIR
sonuglarini dogruladigimi ortaya koymustur.
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‘ c
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Sekil 5. Uretilen yap1 iskelelerinin SBF oncesi (a) ve sonras
(b,c,d) XRD analizi sonuglari: (b) Sr katkili BG +%2 wt Cu
nanopargaciklari () Sr katkili BG +%1 wt Cu nanopargaciklari
(d) Cu katkili BG

Peak List

01-084-1998

01-083-1728

L S e B B N L B B R |
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Pasition [*2Theta] (Copper {Cu))
Sekil 6. Standart JCPDS kartlarina gore yapi iskelesinde saptanan
HA tabakasinin ve NaCl kristalinin pik listesi

SEM, biyoaktif yap1 iskeleleri yiizeyinde olusan bir HA
tabakasi hakkinda bilgi vermektedir. SBF'ye daldirildiktan
14 giin sonra, iretilen tim yapi iskelelerinin SEM
goriintiileri Sekil 7'de verilmistir. Sekil 7'den goriilecegi
iizere, yapi iskelesi yiizeyleri yeni olusturulmus bir HA
tabakasi ile kaplanmistir. Yapi iskelesi yilizeylerinde bazi
kiiciik pargaciklar olugsmustur. Bu HA kristallerinin, BG
parcaciklarmin SBF ile temasmin bir sonucu olarak
olustugu aciktir. Hench tarafindan 6nerilen ve genel olarak
bilinen HA olusum mekanizmasimin, yap1 iskelesi yiizeyi ile
SBF ¢ozeltisi arasmndaki iyonik degisime dayandigi
bilinmektedir (Hench ve ark, 1970). Sekil 7'den
goriilebilecegi gibi, polimer tabakasi lizerinde olusan kiigiik
bosluklar, polimer matrisinin kaybolmasma kanit olarak
gosterilebilir. Bu polimer matrisine gomiili olan BG
parcaciklarmin SBF ile temas etme sanst bularak, yapi
iskelesi yiizeyinde HA tabakasinin olusumuna neden
oldugu anlamina gelmektedir [Hench ve ark., 1970, Erol ve
ark., 2012b, Erol ve ark., 2012c].
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Sekil 7. Uretilen kompozit yap1 iskelelerinin SBF sonrast (14 giin)
SEM goriintiileri a) Cu katkili BG, b/c) Sr katkili BG-%2 Cu
nanoparcacikli, d ) Sr katkili BG-%1 Cu nanopargacikli

3.2. Cu ve Sr salimi

Iyon degisimi siirecini cam ¢dziinme hiz1 ile iliskilendirmek
icin, yapt iskelelerinin bakir ve stronsiyum salim
davraniglar1  belirlenmistir.  Sekil 8, yap1 iskelesi
orneklerinin SBF ¢ozeltisinde bekletilmeleri sonrasinda
cozeltiye gecen Cu ve Sr iyonlarmin konsantrasyonlarini
gostermektedir. Sekil 8'den goriilebilecegi gibi, Cu ve Sr
iyon miktarlar1 SBF i¢inde bekletilme siiresinin uzamasiyla
artmistir. Bu sonug, camin yapisinda bulunan Sr iyonu ile
yap1 iskelesi yapiminda kullanilan Cu nanoparcaciklarinin
iyon degisim prosesi temeline dayali gerceklesen camin
¢oziinmesi ile iliskilendirilebilir. Ayrica, Cu katkii BG
kullanilarak iiretilen yapi iskelesinden olan Cu saliminin,
Cu nanopargaciklarm kullanildig1 yap1 iskelelerinden olan
Cu salimindan oldukea diisiik kaldig1 acikca goriilmektedir.
Bunun nedeni, camin yapisinda bulunan Cu iyonlarinin
¢ozlinmesinin, yap1 iskelesine sonradan ilave edilen Cu
nanoparcaciklarinin serbest kalmasindan daha zor oldugu
gerceginden  kaynaklanmaktadir.  Ayrica, %1 Cu
nanoparcaciklari igeren yapi iskelesinden olan Cu salimi ile
Sr iyon salim konsantrasyonlarinin hemen hemen ayni
oldugu da agikga goriilmektedir (Sekil 8).

i @ S

e CU %1
—t— CU %2
== Cu BG

Iyon salnim
konsantrasyonlar1 (ppm)

O P N W A~ OO N
!

10 15
Zaman (giin)

Sekil 8. Yapi iskelesinden Cu ve Sr iyon salinim
konsantrasyonlarmnin zamanla degisimi
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4. Tartisma

Bu calismada, Cu katkili BG ve Sr katkili BG ile bakir
nanoparcaciklariimn varliginda 3D biyoaktif cam-PDLLA
kompozit gozenekli yapr iskeleleri, modifiye edilmis
¢oziicii dokiim ve tanecik uzaklastirma yontemi kullanilarak
iiretilmistir. Yapilan FTIR, XRD ve SEM analiz sonuglari,
iiretilen tiim yap1 iskelesi yiizeylerinde SBF sonrasinda HA
olusumunu ortaya koymustur. Ayrica, terapdtik iyon
salmimlar1 sonuglarma bakildiginda, Sr iyon salimi 1.27-
4.81 ppm araliginda iken, Cu iyon salimlari sirasiyla, Cu
katkili BG i¢in 0.67-1.42 ppm, Sr katkili BG-%1 Cu igin
1.53-4.54 ppm, Sr katkili BG-%2 Cu i¢in 3.08-7.59 ppm
olarak bulunmustur. Genel sonugclar, bu ¢alismada iiretilen
kompozit yapi iskelelerinin kemik dokusu miihendisligi
uygulamalari i¢in osteojenik, anjiyojenik ve antibakteriyel
potansiyele sahip olabilecegini gostermistir.
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Abstract: This study aimed to investigate the post-ischemic effects of aquaretic conivaptan and diuretic mannitol on serum tumor
necrosis factor-a (TNF-a), interleukin-15 (IL-15) and interleukin-35 (IL-35) levels in an experimental cerebral ischemia-
reperfusion (I/R) rat model. Healty male Sprague-Dawley rats were randomly divided into five groups: Control (Sham), I/R
(I/R+Saline), MAN (I/R+mannitol), CON10 (I/R+conivaptan 10 mg/ml), and CON20 (I/R+conivaptan 20 mg/ml). Cerebral
ischemia was conducted using bilateral common carotid artery occlusion technique. At the onset of reperfusion, saline, conivaptan
or mannitol were administrated intravenously. The blood samples were taken at 6th hours of reperfusion. Rat serum TNF-a, IL-15
and IL-35 levels were measured by using commercial ELISA Kits. The biochemical analyses showed that I/R method led to an
increase in serum TNF-a and IL-15 levels when compared with the control. Conivaptan treatments decreased TNF-a and IL-15
levels significantly compared to the I/R group (p<0.001). IL-35 levels were high in all ischemia groups, but 10 mg/ml conivaptan
brought its levels close to the control (p<0.001). The results of Spearman’s correlation analyses showed that serum TNF -a levels
were positively correlated with IL-15 levels (p<0.001, r=0.596) and IL-35 levels (p<0.05, r=0.319). According to our findings on
pro-inflammatory and anti-inflammatory cytokine levels, conivaptan was more effective than mannitol in balancing inflammatory
response in a dose-dependent manner. This study may provide useful information in the development of treatment/follow-up
strategies for ischemia and inflammation related diseases such as stroke and brain edema.

Keywords: brain edema, conivaptan, interleukin, mannitol, serum cytokines, vasopressin

Bilateral Karotis Arter Okliizyonu Sonrasinda Conivaptan ve Mannitol’iin Serum Sitokin
(TNF-a, IL-15 ve IL-35) Diizeyleri Uzerine Etkileri

Ozet: Bu calismada, deneysel bir serebral iskemi-reperfiizyon hayvan modelinde akuaretik Conivaptan ve diiiretik Mannitol
tedavilerinin serum timor nekroz faktor-o (TNF-0), interlokin-15 (IL-15) ve interlokin-35 (IL-35) diizeylerine post-iskemik
etkilerinin arastirilmasi amaglannustir. Saglikli erkek Sprague-Dawley sicanlar rastgele S gruba ayrilmistir: Kontrol (Sham), /R
(I/R+Salin), MAN (I/R+Mannitol), CON10 (I/R+Conivaptan 10 mg/ml), and CON20 (I/R+Conivaptan 20 mg/ml). Serebral iskemi,
bilateral kommon karotis arter okliizyonu teknigi kullanilarak gergeklestirilmistir. Reperfiizyonun baglangicinda salin, conivaptan
veya mannitol intravendz yolla uygulanmistir. Kan 6rnekleri reperfiizyonun 6. saatinde alinmistir. Sigan TNF-a, IL-15 ve 1L-35
serum diizeyleri ticari ELISA kitleri kullanilarak ol¢iilmiistiir. Biyokimyasal analizler, /R uygulamasi TNF-o ve IL-15
diizeylerinde kontrole gore artisa neden olmustur. Conivaptan tedavileri TNF-a ve IL-15 diizeylerini I/R grubuna gore anlaml
diizeyde azaltmigtir (p<0.001). IL-35 diizeyleri tiim iskemi gruplarinda yiiksek bulunurken, 10 mg/ml Conivaptan tedavisi IL-35
diizeylerini kontrol grubuna yaklastirmuistir (p<0.001). Yapilan Spearman korelasyon analizleri, serum TNF -a diizeylerinin IL-15
(p<0.001, r=0.596) ve IL-35 (p<0.05, r=0.319) diizeyleri ile pozitif yonde iligkili oldugunu gostermistir. Sonug olarak, pro-
inflamatuar ve anti-inflamatuar bu sitokin diizeylerine dair bulgularimiz, Conivaptan’in doza bagl olarak inflamatuar yanitin
dengelenmesinde Mannitol’den daha etkili olabilecegini gostermektedir. Bu calisma, inme ve beyin 6demi gibi iskemi ve
inflamasyon ile iligkili hastaliklarin tedavi ve takibine yonelik stratejilerin gelistirilmesinde yararli bilgiler saglayabiliir.

Anahtar Kelimeler: beyin 6demi, conivaptan, interlokin, mannitol, serum sitokinleri, vazopressin
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1. Introduction

Inflammation which is defined as an immunological
reaction involving natural and adaptive immunity
mechanisms, is a protective response in which exogenous
and endogenous harmful agents that initiate cell damage are
reduced, destroyed, or neutralized and attempted to be
removed to maintain tissue homeostasis (Kumar et al.,
2012; Chen and Xu, 2015). During this response, the
process of repairing and cleaning of damaged cells and
tissues is also initiated. It is generally considered that a
controlled inflammatory response has beneficial effects, but
it could be detrimental if triggered in excessive manner
(Medzhitov, 2008).

The progressive inflammation process can be induced by
ischemic conditions, and depends on the expression, release
and activation of inflammatory mediators such as cytokines
from cerebral and peripheral cells (Amantea et al., 2014).
Cytokines are small signal molecules that can act on
picomolar or nanomolar concentrations and defined as
immunomodulators which are in form of polypeptide,
protein and/or glycoprotein that regulate the activities of the
target cells (Ramesh et al., 2013; Dembic, 2015). Various
cytokines that are released following ischemic brain injury
have been detected in blood, cerebrospinal fluid, and variety
of brain regions both in humans and experimental animal
models (Mizuma and Yenari, 2017). Tumor-necrosis factor
(TNF, TNF-0) is one of the most widely studied cytokine in
experimental models with ischemia-related diseases
(Lambertsen et al., 2012). It was suggested that the increase
in levels of TNF-o released from active microglia in
response to brain damage or neuroinflammation induced
and promoted BBB destruction (Nishioku et al., 2010).
Interleukin-15 (IL-15) is defined as a neuroprotective
cytokine that has various effects on and outside the
immunity system (Patidar et al., 2016), and is a new
mediator that enhances and regulates TNF signaling (Pan et
al., 2009; Pan et al., 2013). Interleukin-35 (I1L-35) has been
described as a new cytokine in 2007 that has anti-
inflammatory  and  immunosuppressive  properties
(Banchereau et al., 2012). However, there is no sufficient
information about the roles and molecular mechanisms of
IL-15 and IL-35 in the post-ischemic inflammatory process.

It is suggested that ischemia-reperfusion (I/R) process
which is continued with damage of the blood-brain barrier
(BBB) and with cerebral edema, is becoming more
complicated by the hypersecretion of arginine vasopressin
(AVP). AVP is a neurchypophysial antidiuretic hormone
and has many functions such as regulation of free water
reabsorption, body fluid homeostasis, and acts upon its
specific G protein-coupled receptors called Via (Vi,
vascular), V2 (renal), and Vig (Vs, pituitary) (Thibonnier et
al., 2001; Palmer, 2015). In some brain injuries such as
ischemic stroke (Barreca et al., 2001) and traumatic brain
injury (Szmydynger-Chodobska et al., 2011), have been
estimated that AVP levels increase in plasma and a variety
of brain regions, and AVP hypersecretion stimulates platelet
aggregation and coagulation factor release (Thibonnier et

23

Eurasian J. Bio. Chem. Sci. 1(1): 22-28, 2018

al., 2001). AVP receptors might also prefer as an important
therapeutic target (Zhao et al., 2015).

Vaptans, a new group of drugs produced in order to block
AVP receptors, were recommended for the treatment of
diseases accompanied by water retention (Peri 2013).
Conivaptan (V1a/V2 receptor antagonist), one of these AVP
antagonist agents, is approved by the FDA in 2005 for the
treatment of patients with clinical hyponatremia (Palmer et
al., 2016). Conivaptan has aquaretic effects such as
promoting renal free-water excretion without a significant
change in electrolyte excretion (Wada et al., 2002; Murphy
et al., 2004; Ali et al., 2007).

Mannitol which an alcohol derivative of mannose sugar, is
a widely used diuretic agent (Grande and Romner, 2012)
and has therapeutic effects such as neuroprotection by free
radical scavenging, improving perfusion to the ischemic
area and immunomodulation (Korenkov et al., 2000;
Rabinstein, 2006). However, serious cerebral and systemic
side effects of mannitol were reported in clinical studies
(Wykes and Vindlacheruvu 2015; Rabinstein 2006). In
recently presented meta-analyses, the need for an
appropriate osmotherapeutic agent with low side effects has
been overemphasized (Grande and Romner, 2012).

There is no sufficient and detailed information in the
literature about changes and correlations of TNF-a, IL-15
and IL-35 levels during the post-ischemic treatment with
conivaptan versus mannitol. This study was aimed to
investigate the effects of treatment with aquaretic
conivaptan and diuretic mannitol on serum TNF-a (pro-
inflammatory), 1L-15 (pro-inflammatory) and IL-35 (anti-
inflammatory) cytokine levels following an experimental
cerebral I/R rat model formed by bilateral carotid artery
occlusion.

2. Materials and Method

All research protocols which used in this study were
approved by the Animal Experiments Local Ethics
Committee of Eskisehir Osmangazi University (Approval
date: 14.03.2018; Protocol no: 560-1/2018).

2.1. Chemicals and Kits

The chemicals which was used in this study are as follows:
Conivaptan hydrochloride (Cat. no. TRC-C384700) was
purchased from Toronto Research Chemicals (Canada). D-
mannitol (Cat. no. M4125) and Dimethyl sulfoxide (Cat. no.
D5879) were purchased from Sigma-Aldrich (USA). Ketamine
HCI (50 mg/mL) was from Pfizer (USA); Xylazine HCI was
from Egevet (Turkey). Rat commercial ELISA Kits for Tumor
Necrosis Factor Alpha (Cat. no. SEA133Ra) and Interleukin-
15 (Cat. no. SEA061Ra) were purchased from Cloud-Clone
Corp. (Houston, USA). Rat Interleukin-35 (Cat. no. CSB-
E13652r) Kit were purchased from Cusabio Biotech Company
(Wuhan, China).

2.2. Animals and Housing

Eight-week-old male Sprague-Dawley rats weighing 250-300
g, were purchased from KOBAY Laboratories (Ankara,
Turkey), and housed in the temperature- (21 + 1 °C), light-
(12/12 h light/dark cycle) and humidity-controlled (45-50%)
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environment with free access to standard rodent food pellets
and tap water at the Medical and Surgical Experimental
Research Center (TICAM) of the University.

2.3. Experimental Design

The animals were deprived of food for about 12 hours without
any other kind of restriction, prior to the surgical operations.
On the day of surgery, rats body weights were recorded, and
anesthesia was occured with Ketamine HCI (50 mg/kg) and
Xylazine HCI (10 mg/kg) by intramuscular injection. At the
sixth hours after the onset of reperfusion, blood samples were
obtained immediately under anesthesia which is applied with
the same chemicals and the doses, by intraperitoneal route.

In this study, rats were randomly divided into the five groups
as follows: Control (Sham; n=10), I/R (I/R+saline; n=12),
MAN (I/R+mannitol; n=12), CON10 (I/R+conivaptan 10
mg/mL; n=12) and CON20 (I/R+conivaptan 20 mg/mL; n=12).
One animal in the I/R group eliminated from the study due to
the respiratory arrest which occurred during the reperfusion
process. The surgical protocols were based on two-vessel
occlusion model with a slight modification (Smith et al., 1984).
In this model, cerebral ischemia was induced by clamping
arteria carotid communis bilaterally, without any added
hypotension procedures. In all groups except the control group,
the carotid arteries were clamped by a vascular clamp (Vascu
Stop Bulldog Clamp, Istanbul, Turkey) for 30 minutes. Saline
(0.9% NaCl), mannitol (20% wt/vol; dissolved in saline;
MW=182.17) and conivaptan (10 or 20 mg/mL dissolved in
5% final DMSO vol/vol; MW=535.04) were applied to the
related groups by the infusion into the jugular vein for 30
minutes (1 mL/h) with the onset of reperfusion (Taya et al.,
2008). Immediately after skin-suturing, 1 mL of saline was
injected intraperitoneally to the rats which were treated with
mannitol and conivaptan to prevent of hypovolemia, and
animals were maintained in separate cages. In the control group
neck incision without clamping was performed and surface
skin was sutured. The cardiac blood samples were taken at
sixth hours of the reperfusion (at sixth hours after skin-suturing
in control group) under anesthesia, and serum samples were
analyzed as detailed below.

2.4. Preparation and Analyses of Serum Samples

The blood samples were centrifuged in 1000 x g for five
minutes and obtained serum samples were maintained at -80 °C
until the biochemical analysis. The serum TNF-a, IL-15, and
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IL-35 levels were measured with the commercial ELISA Kits
according to the manufacturer’s instructions using a plate
reader (VICTOR X3 Multilabel, PerkinElmer Inc., USA) at an
optical density of 450 nm. The TNF-a, IL-15, and IL-35 ELISA
Kits were based on a quantitative sandwich enzyme immuno-
assay technique. The detection range, the minimum detectable
dose, the intra- and inter-assay precisions of TNF-a, IL-15 and
IL-35 Kits were as follows, respectively: 15.6-1,000 pg/mL,
6.1pg/mL, CV<10% and CV<12%; 15.6-1,000 pg/mL, 5.8
pg/mL, CV<10% and CV<12%; and 15.6-1,000 pg/mL, 3.9
pg/mL, CV<8% and CV<10%.

2.5. Statistical Analysis

All data were assessed by the Shapiro-Wilk test for the
normality. Comparisons for normally distributed variables
were shown as n (sample size) and mean + standard deviation
(SD) and were analyzed by the One-Way Analysis of VVariance
(Tukey’s post-hoc analyses) test. The comparisons for non-
normally distributed variables were analyzed by the Kruskal-
Wallis test. The correlations among non-normally distributed
variables were determined by using Spearman correlations
analysis. The statistical significance level was accepted for P
value less than 0.05 (p<0.05). All statistical analysis was
performed using SPSS Version 21.0 (IBM Corp., Armonk, NY,
USA) by a blinded statistician.

3. Results

To analyze whether conivaptan has a role in balancing pro-
and anti-inflammatory cytokines following cerebral injury,
TNF-o, IL-15 and IL-35 levels were measured in rat serum
samples. Serum TNF-o levels were increased in the I/R
group compared to the control group (p<0.001), whereas
there was a decrease in the CON10 and CON20 groups
compared with the I/R group (p<0.001) (Fig. 1A). Serum
IL-15 levels in the CON10 group was lower than the
control, I/R and MAN groups (p<0.001). In the CON20
group, a decrease was detected in IL-15 levels compared to
I/R and MAN groups (p<0.001), but there was no
significant difference between the I/R and control group
(Fig. 1B). The statistical analysis showed that serum IL-35
levels were increased in all groups (I/R and treatment
groups), however, this increase was significant only in the
CON20 group compared to the control (p<0.001) (Fig. 1C).
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Figure 1. Comparison of the serum cytokine levels among the study groups. (A) Tumor necrosis factor alpha (TNF-o) levels, (B)
Interleukin-15 (IL-15) levels, and (C) Interleukin-35 (IL-35) levels. Control, Sham; I/R, I/R+saline; MAN, I/R+mannitol; CON10,
I/R+conivaptan 10 mg/ml; CON20, I/R+conivaptan 20 mg/ml. I/R, ischemia-reperfusion; Data are shown as mean =+ standart deviation.
3p<0.001 versus control group; °p<0.001 versus I/R group, and °p<0.001 versus MAN group.
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Correlations between the serum cytokine levels were
calculated by using the Spearman’s correlation analyses,
both in all and each group separately (Table 1). According
to the findings, serum TNF-a levels were positively
correlated with IL-15 levels (p<0.001, r=0.596) and IL-35
levels (p<0.05, r=0.319) in all groups. Scatter plot diagrams
of all groups were represented in Figure 2. There was a
statistically positive correlation between serum TNF-o and
IL-15 levels in the control (p<0.05, r=0.745), the MAN
(p<0.001, r=0.727) and the CON20 (p<0.005, r=0.615)
groups (Figure 2A). Serum TNF-a and IL-35 levels were
positively correlated only in the CON20 group (p<0.001,
r=0.748) (Figure 2B).
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Figure 2. Scatter-plot diagrams representing correlations
between serum TNF-a levels (pg/mL) and serum IL-15 (pg/mL)
(A) or I1L-35 (ng/mL) levels (B), respectively. The r and p values
showed in the figure represent the results of Spearman’s
correlation analysis. TNF-a, tumor necrosis alpha; IL-15,
interleukin-15; IL-35, interleukin-35.

Table 1. Spearman’s correlation coefficients of the study groups.

TNF-a
All Control IR MAN CON10 CON20
(n=57) (n=10) (n=11) (n=12) (n=12) (n=12)
IL-15 0.596**  0.745* ns 0.727** ns 0.615*
IL-35 0.319* ns ns ns ns 0.748**

**p<0.001, *p<0.05. Data are shown as n (sample size) and mean+standart deviation. ns,

not significant.
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4, Discussion

Brain tissue is characterized by high metabolic rate due to
its functions such as preservation of membrane potentials,
synthesis/storage of neurotransmitters and renewal of
disrupted structural parts. Considering the central role and
importance of the brain in the body, it is vital providing a
continuous blood flow to the brain through the arterial
circulation (ladecola and Anrather, 2011). The sudden
interruption of blood flow to the brain causes tissue
hypoxia, induces an inflammatory cascade and can cause
irreversible pathological changes due to ischemic death of
the affected tissue (Sokoloff, 1997). Interestingly,
reperfusion is often associated with an aggravation of tissue
injury and a post-ischemic inflammatory response, which is
called reperfusion injury (Bonaventura et al., 2016).
Although the mechanisms associated with tissue injury such
as BBB destruction are multi-factorial, it is suggested that
inflammation usually has a pre-dominant role (Witt and
Sandoval, 2014).

Tumor necrosis factor (TNF) is a pleiotropic pro-
inflammatory cytokine that exhibits a variety of biological
activities and is produced by a variety of immune system-
related cells in response to several activating stimuli. It is
stated that low levels of TNF inhibit neuronal deaths
following metabolic exotoxic damage, induce the
proliferation of astrocytes and neuronal progenitor cells,
and have a critical prescription for repair and regeneration
of damaged tissue in the central nervous system (Wang et
al., 2003). Although TNF expression is tightly controlled, it
is expressed at very high levels in various systemic
inflammatory diseases. It is suggested that elevated TNF
levels activate injury response and mediate hypotension,
diffuse coagulation, and tissue damage (Wang et al., 2003).
TNF-a levels in the brain are thought to increase after brain
injury or ischemia, as well as in patients with
neurodegenerative diseases, and this increase is largely due
to activated microglia. In an in vitro study in which mouse
brain microvascular endothelial cells were co-cultured with
microglia, it was suggested that the increase in levels of
TNF-a released from active microglia in response to brain
damage or neuroinflammation induced and promoted BBB
destruction (Nishioku et al., 2010). It is emphasized that
TNF-a is a commonly found cytokine which is rapidly
triggered in experimental and clinical traumas of CNS
(Hallenbeck, 2002), can modulate neuroregeneration after
stroke and enters the CNS through the BBB (Pan et al.,
2006; Pan et al., 2013). For the first time in 1994 (Liu et al.,
1994), induction of TNF-ao mRNA in ischemic cortex was
reported to occur in permanent MCAO-reconstructed rats.
It is reported that induction was presented 1 hour after
MCAO ischemic cortex, peaked at 12 hours, and
significantly increased from day 3 to day 5. It has been
suggested that pro-inflammatory and procoagulant effects
of TNF on the endothelium may impair microcirculation
perfusion in brain ischemia (Hallenbeck, 2002). In relation
to this, it has been shown that inhibition of TNF-a activity
in spontaneously hypertensive rats reduces ischemic
damage following cerebral ischemia and improves
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microvascular perfusion (Dawson et al., 1996), and that
these results support the hypothesis that pro-inflammatory
cytokines such as TNF-o are important in stroke
pathophysiology. In our study, we observed a significant
increase in TNF-a levels in the I/R group compared to the
control. These findings suggested that neuroinflammation
was triggered in the I/R process when pro-inflammatory
effect of TNF-a. was considered. CON10 and CON20
treatment groups showed a significant decrease in TNF- a
levels according to the I/R group. It seems like that
conivaptan effects the inflammatory response more
efficiently than mannitol thanks to its aquaretic effect.

In the literature, it is pointed out that TNF accelerates the
post-translational process of interleukin-15 (IL-15) which
acts as a growth factor (Pan et al., 2009). Studies with TNF-
o have identified the important functions of 1L-15 in BBB
(Pan vd., 2013). IL-15 is anti-apoptotic and neurotrophic
(Budagian et al., 2006) and is a new mediator of TNF
signaling at BBB level and acts to amplify and modulate
TNF-a signal (Pan et al., 2009). Interleukin-15 is defined as
a neuroprotective cytokine and it has indicated that 1L-15
gene expression occurs in many tissue and cell types
(Patidar et al., 2016). In many studies, it is stated that IL-15
is expressed in the brain especially from neurons, whereas
glial cells are thought to express IL-15 when they undergo
activation or transformation following inflammatory
response (Gomez-Nicola et al., 2008). It is explained that
IL-15 inhibits apoptosis of pro-apoptotic factors by down-
regulation, and anti-apoptotic factors by up-regulation and
is also required for homeostasis, development and function
of various cells related to immun system (Patidar et al.,
2016). IL-15 also plays an important role in processes such
as neurogenesis, proliferation, differentiation and neuron
self-renewal, and neutrophil activation. However, there is
no sufficient information yet about its role in the central
nervous system (Ransohoff and Benveniste, 2006). In our
study, IL-15 levels were increased in the I/R and MAN
group compared to the control, but decreased in the
conivaptan groups as seen TNF-a. In addition, correlation
analysis results showed that serum TNF-o levels were
positively correlated with IL-15 levels in all groups together
(p<0.001, r=0.596), and in each of the control (p<0.05,
r=0.745), MAN (p<0.001, r=0.727) and CON20 (p<0.005,
r=0.615) groups.

Interleukin-35 (IL-35) is a new cytokine that described in
2007 and its encoding gene transcription has been reported
to occur in pro-inflammatory  cytokines-activated
monocytes, vascular endothelial cells and smooth muscle
cells (Banchereau et al., 2012). Initially, IL-35 had been
thought to be produced only by regulatory T cells, but with
the help of further studies was shown that inducing the
development of a new T cell population, called iTr35,
producing IL-35 (Sun et al., 2015). In recent studies, it has
been reported that B cells also regulate IL-35, particularly
in autoimmune and infectious diseases, and IL-35 has been
acted as an immunomodulator in various diseases (Vignali
and Kuchroo, 2014). In the literature, there was insufficient
study or data on cerebral I/R model in which IL-35 levels
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were investigated and associated with ADH antagonist
treatments comparing mannitol. In our study, there was an
increase in IL-35 levels in all groups when compared with
control, but this increase was significant only between
control and CON20 treatment group. Additionally,
according to our findings, serum IL-35 levels were
positively correlated with TNF-a levels (p<0.05, r=0.319)
both in all groups together and in the CON20 group
(p<0.001, r=0.748). However, there is a need for
comprehensive and reliable studies of the possible role and
utility of IL-15 and IL-35 in the pro-inflammatory, anti-
inflammatory or immunomodulatory pathways associated
with CNS pathologies.

5. Conclusions

The brain tissue is subject to a continuous support of oxygen
and glucose through arterial blood flow. Although the
failure of the cerebral blood supply causes to brain damage
that can not be rectified, the restoration of blood flow can
be lead to a more considerable damage. Thus, I/R damage
results in a progressive cellular and molecular changes.
Inflammatory signaling which is a progressive process
triggered by I/R is contributory closely in all critical events
of the ischemic cascade, from the early damage induced by
arterial occlusion, to the late regenerative processes.
Inflammatory changes can also be observed in the blood, so
that, the analysis of cytokines that are included among
inflammatory mediators in peripheral blood samples may
reflect cerebral cytokine production. In cerebral I/R process,
which is continued with damage of the blood-brain barrier
and with cerebral edema, which is one of the destructive
complications of neurology inpatients, the increased release
of AVP can aggravate injury or edema. Mannitol is a widely
used diuretic-agent, but its clinical utility is controversial.
Instead of mannitol, it is very little known about the benefits
of aquaretic conivaptan during these processess. This is the
first study to investigate the comparison of the effects of
conivaptan and mannitol treatments on serum TNF-o, IL-15
and IL-35 levels and the correlations of these cytokines in
an ischemia-reperfusion injury induced by bilateral
common carotid artery occlusion. According to our
biochemical and statistical findings, conivaptan can be more
effective than mannitol in balancing pro-inflammatory/anti-
inflammatory response and get the progressive
inflammation process induced by ischemia under control.
Additionally and importantly, we are of the opinion that this
study may provide crucial information to the new treatment
strategies especially for ischemia/inflammation related
cerebrovascular diseases. It is clear that there is a need for
comprehensive experimental studies.
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Abstract: Echinacea pallida (Nutt.) Nutt., Melissa officinalis L. (lemon balm), Hypericum perforatum L. (St. John’s wort) and Sideritis
syriaca L. are valuable for its pharmaceutical, medicinal and agricultural properties. These plants were extracted with methanol/chloroform
(1:1) solvent, filtered, and solvents were removed by rotary evaporator to get four separate extracts. Quantifications of chemical
constituents of extracts were determined by TOF-LC/MS and GC-MS. The main compounds of extracts for E. pallida were 4-
hydroxybenzoic acid caffeic acid, for M. officinalis were eupatorin and diosmin, for S. syriaca chlorogenic acid and fumaric acid, for H.
perforatum quercetin-3-p-D-glucoside and morin. The fatty acid contents of E. pallida is palmitic acid composition (30.07%), of M.
officinalis is octadecatrienoic acid (43.39%), H. perforatum is octadecatrienoic acid (31.37%) and of S. syriaca is linoleic acid (34.89%).

Keywords: Echinacea pallida, Melissa officinalis, Hypericum perforatum and Sideritis syriaca, HPLC-TOF/MS, GC-MS

Antalya Balgesine Ait Olan Bazi Tibbi Aromatik Bitkilerin (Echinacea pallida, Melissa officinalis,
Hypericum perforatum ve Sideritis syriaca) Fitokimyasal I¢ceriginin Belirlenmesi

Ozet: Echinacea pallida (Nutt.) Nutt., Melissa officinalis L. (lemon balm), Hypericum perforatum L. (St. John’s wort) ve Sideritis syriaca
L. farmasétik, tibbi ve tarimsal 6zelliklerinden dolayr degerlidir. Bu bitkiler metanol / kloroform (1: 1) ¢oziiciisii ile ekstrakte edildi,
stiziildii ve dort ayr1 ekstrakti elde etmek icin ¢oziiciiler doner buharlastiriciyla uzaklastirildi. Ekstraktlar icerisindeki kimyasal bilesiklerin
miktarlart HPLC-TOF/MS ve GC-MS cihazlari ile belirlendi. E. pallida ektresi i¢in 4-hydroxybenzoic acid ve caffeic acid, M. officinalis
ekstresi igin eupatorin ve diosmin, S. syriaca ekstresi i¢in chlorogenic acid ve fumaric acid, H. perforatum ekstresi igin quercetin-3-p-D-
glucoside ve morin bilesikleri ana bilegen olarak belirlenmistir. E. pallida ekstresi igerisinde yag asidi bileseni (30.07%) oraninda Palmitic
acid, M. officinalis ektresinde (43.39%) oraminda octadecatrienoic acid, H. perforatum ekstresinde (31.37%) oraninda octadecatrienoic
acid ve S. syriaca ekstresinde (34.89%) oraninda linoleic acid bilesikleri ana bilesen olarak bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Echinacea pallida, Melissa officinalis, Hypericum perforatum and Sideritis syriaca, HPLC-TOF/MS, GC-MS
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pollution. Natural nutrition begins with natural
consumption first. The dirty atmosphere created by drugs,
consumed food and crowded city life causes very intense
chemical exposures on living individuals and causes
negative effects on the body over time.

1. Introduction

In our modern World, chemical preservatives/additives
from unnatural sources and environmental pollution have a
big contribution to the emerge of today’s main illnesses. We
can see the effects of these chemicals on the body and the

different tissues and organs in the diseased individuals. It is
seen that the incidence of illnesses of individuals exposed
to environmental pollution is very high compared to those
who are naturally fed and are away from environmental

Medicinal aromatic plants have very useful medical features
due to the wide variety of components that they contain. It
is known that the use of plants known as alternative
medicine for this medical purpose is as old as human
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history. Currently, preparations from many drug plants that
use modern environment are used. The share allocated to the
Ar-Ge work in the world is quite high. However, due to the
relatively high cost of synthetic drugs and the adverse side
effects, the popularity of alternative medicine is increasing
day by day. Turkey has a very rich medicinal plant flora
which is endemic due to its climate characteristics.
Although we have this potential, our country still lacks
enough scientific research on plants.
H. perforatum plant species, known as yellow kantaron,
koyun kiran, kan otu, yaraotu and mayasil otu, belongs to
the family Clusiaceae and covers about 400 species
worldwide (Curtis and Lersten, 1990). In Turkey, 70 species
were found (Baytop et al. 1999). In our country, this plant
species is generally distributed in the Black Sea, Aegean,
Marmara, Middle and Eastern Anatolia regions (Davis et
al. 1988; Davis et al. 1965; Giiner et al. 2000). These plant
wounds are useful for the treatment of cancer, diabetes
mellitus,  chronic  rheumatism,  stomach  ulcers,
gastrointestinal diseases, diuretic sedative, liver-bile
disorders, antidepressant (De Smet and Nolen, 1996; Linde
et al. 1985), cold sores, worm-lowering, antiseptic wound
healing (Baytop et al. 1999; Ozyurt et al. 1992), throat
infections, jaundice, bronchitis, diarrhea and dysentery.

E. pallida is spreading from North America to the whole
world. These plant species are used as disinfectant for
wound, burn healing, mumps, insect bite, mouth and
pharynx, as a pain reliever in the abdomen and headache, as
an antidote in snake bites and poisonings, as a blood
cleanser, with coughs, colds, measles and gonorrhea (Prica
et al. 1998). Melissa officinalis L. (Lamiaceae, Labiatae) is
a perennial herbaceous plant. Melissa plant has effects such
as scorpion insertions, irritation of the teeth, menstruation
by women, sputum diseases, mouth odor, skin itchiness,
relieving shortness of breath, relieving shortness of breath,
digestive ciliator (Sina et al. 2000; Kiiltir et al. 2007,
Sagkara et al. 2004; Baykan et al. 2011; Uzun et al, 2004).
S.syriaca The plant is used to make an aromatic herbal tea.
This plant is used for its anti-inflammatory and analgesic
properties for treatment of gastric ulcers (Menghini et
al. 2005). The aerial parts are used for their antioxidative
properties (Armata et al. 2008). Common uses include
treatment of stomach ache, stomach pain, painkiller, throat
inflammation, neural appeaser, and colds (Fakir et
al. 2009).

We have identified content analyzes of these medically
specific plants that have been grown in their natural
environment to help alleviate these negative and better
understand the value of these plants. For this purpose, the
chemical contents of E. pallida, M. officinalis, H.
perforatum and S. syriaca plants were determined by GC-
MS and HPLC-TOF / MS instruments collected from the
highly consumed Antalya province.

2. Materials and Method
2.1. Plant materials

These plants were collected from Antalya, Karaman-
Sariveliler, Uctas, 1905 m, in 2015 June, Turkey A voucher
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specimen has been deposited at the Herbarium of Faculty of
Science, Cankiri Karatekin University.
2.2. Preparation of Extracts Using Different Solvents

Plants were cut into small pieces with liquid nitrogen. These
parts were extracted with methanol-chloroform (1:1 v/v) for
five times at room temperature. Then extracts were filtered
through Whatman No. 2 filter paper and concentrated to
dryness under vacuum. The crude extracts were stored
under adequate conditions until the time of analysis.

2.3. GC-MS Analysis

Fatty acid and volatile components analysis of plants
extracts were carried by GC-MS performed on an Agilent
Technologies model 7890 gas chromatograph equipped
with a 5975 Triple Axis Detector Mass spectrometer.
Analyzes were carried out using HP-5 ms capillary column
B30 m x 250 m x 0.25 pum film thickness, 5%-
phenylmethylpolysiloxane). Ultra-pure helium was used as
a carrier gas at a flow rate of 1 ml/min, splitless 2 pL
injections were used. Electron impact (EI) ion source were
analyzed at 70 eV. Injector, ion source and interface
temperatures were 250, 250 and 270 °C. Oven temperature
programme was arranged as follow: starting temperature
was 100 °C. The temperature was kept at 100 °C for 10 min,
then increased to 200 °C at a 10 °C/min rate, and held for
10 min, then 25 °C/min to 270 °C for 36 min, held for 20
min. total run time 84 min. Compounds in samples were
identified comparing with those in the NIST and
WILEYsearch database. Mass spectra were recorded in the
m/z 50-550 mass range.

For GC-MS analysis, approximately 40 mg of extracts was
weighed. The extracts were dissolved by the addition of 3
mL of KOH solution prepared in 2 M methanol. 3 ml of
hexane was added to the solution and vortexed for 2
minutes. After a few minutes of waiting, two phases were
observed. The esterified and hexane-phase supernatant was
carefully separated from the lower phase. Hexane parts
placed in vials.

2.4. HPLC-TOF/MS Analysis

Phenolic components analysis of extracts were determined
by Agilent Technology of 1260 Infinity HPLC System was
coupled with 6210 Time of Flight (TOF) LC/MS detector
and ZORBAX SB-C18 (4.6 x100mm, 3.5um) column. The
mobile phases consisted of the A (ultra pure water with
0.1% formic acid) and B (acetonitrile-HPLC grade). Flow
rate was 0.6 mL min-1 and column temperature was 35°C.
Injection volume was 10 pL. The solvent program was as
follow: 0.min 10% B; 0-1.min 10% B; 1-20.min 50% B; 20-
23.min 80% B; 23-25.min 10% B; 25-30. min 10% B.
lonization mode of HPLC-TOF/MS instrument was
negative and operated with a nitrogen gas temperature of
325 °C, nitrogen gas flow of 10.0 L min-1, nebulizer of 40
psi, capillary voltage of 4000 V and finally, fragmentor
voltage of 175 V. For sample analysis, dried crude extracts
(250 ppm) were dissolved in methanol. Samples were
filtered passing through a PTFE (0.22 pm) filter by an
injector to remove particulates.
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For HPLC-TOF/MS analysis, about 2 mg was weighed
from each extracts. On the extracts were dissolved by
adding 2 ml of methanol and 1000 ppm stock solutions were
prepared. From the stock solutions, 200 ppm new solutions
were prepared and transferred to the vials and analyzed by
the device.

3. Results

In this study, phytochemical contents of plants with some
medicinal properties collected from Antalya province were
carried out. For this the plants were extracted in the
methanol/chloroform solvent system. The fatty acid
components in the plants were determined by GC-MS
instrument and are given in Table 1. According to the results
obtained; more component analysis of H. perforatum plant
extract was determined among these plants and
Octadecatrienoic acid is the main component. It was also
determined that essential oil components were present in the
extract. Linoleic acid compound in S. syrica plant extract,
Palmitic acid compound in E. pallida extract and
octadecatrienoic acid compound as main component in M.
officinalis extract were determined as main components.
Analysis of the phenolic components of extracts was
quantitatively performed on HPLC-TOF/MS and results of
analysis are given in Table 2. HPLC-TOF/MS
chromatogram of these extracts is shown in Figure 2.

Table 1. GC-MS Analysis results of hexane extract of plants

RT Compounds S. E. H. M.
(min) name syriaca  pallida perforatum officinalis
16.53  Capric acid 6.39
18.54  Caryophyllene 0.30
19.37  y-Muurolene 0.26
19.84  Lauric acid 0.52
19.96  y-Cadinene 0.15
20.04  Dbeta-Cadinene 0.30
21.06 chrg’;’phy"e“e 0.36
22.90  Myristic acid 0.32 273 1.70 114
2402 Femadecylic 0.69
27.48  Palmitoleic acid 0.23 0.27
27.61  Palmitic acid 2170 3007 2539 dlise
3218  Linoleic acid 3489 1516  29.71 gy
3227 aOcci:jadecatrienoic 20.65 31.37 43.39
3243 ;rcria;s Linoleic 158
3244  Oleic acid 152 228
3256  Stearic acid 2065 413 bh2
3450 Heptacosane 0.23
34.57  Eicosenoic acid 4.85 0.16
3484  Arachidic acid 613 109 e
37.30  Behenic acid 2.03 0.45
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Table 2. Quantitative phenolic component analysis of plants
extracts by HPLC-TOF/MS

RT Compounds M. S. E. H.
(min) name officinalis  syriaca  pallida  perforatum
3.19 Fumaric acid 140.79 2.29
4.50 Gentisic acid 37.29 3.88 44.61 26.99
5.46 Chlorogenic 202.55 38.18 21.22

acid
5.79 Catechin 19.03
6.96 4- 93.08 13.10 166.47 443
hydroxybenzoic
acid
7.08 Protocatechuic 5.60 77.88
acid
7.65 Caffeic acid 347.86
7.87 Vanillic aicid 2.45 30.46
8.08 Syringic acid 89.03 6.58 39.30
9.23 Rutin 158 1.06 33.78
9.73 Scutellarin 6.30
9.76 Quercetin-3-B- 5.67 45.93 330.44
D-glucoside
10.50 | Naringin 7.93 2.19
10.61 Diosmin 263.95 22.79
10.76 | Hesperidin 24.21
10.87 | Apigetrin 33.31
11.08 | Neohesperidin 14.58
13.01 | Morin 61.99 3.96 86.72 119.80
13.12 | Salicylic acid 6.52
14.02 Quercetin 56.51
15.16 | Sinnamic acid 18.40 18.02
15.64 | Apigenin 1.49
18.91 | Eupatorin 1403.91
20.26 Galangin 1.08
20.53 | Biochanin A 0.45
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Figure 1. HPLC-TOF/MS TIC chromatogram of plants extracts
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Table 2 shows the results of the phenolic compounds
contained in plants extracts. The quantitative analysis of a
total of 25 compounds in the extracts was defined with
HPLC-TOF/MS.

It has been determined that very high amounts of Eupatorin
and Diosmin flavon compounds are found in the presence
and high amount of phenolic acids in M. officinalis plant. It
has been determined that very high amounts of chlorogenic
acid and fumaric acid are present in the S. syriaca plant. It
was determined that the composition of caffeic acid and 4-
hydroxibenzoic acid in the E. pallidia plant.
It was determined that quercetin-3-p-D-glucoside and morin
compounds are present in very high amounts in H.
perforatum plant.

4. Discussion

These plant species used in this study are among the plant
species known and sold in medicinal where in transmitting
the Turkey. These plant species are in the first place among
exported plants. It is due to the phenolic and volatile
components in these plants that they have medicinal
properties. In particular, the results of HPLC-TOF analysis
demonstrate that the amounts of the components are high
and thus illuminate that the therapeutic effects are derived
from phenolic compounds which are present in too much
amounts. M. officinalis plant has activity against many
cancer cells (Androutsopoulos, 2008). Eupatorin found in
M. officinalis has been shown to have anti-inflammatory
effects in a mouse ear oedema, human gastric
adenocarcinoma (MK-1), human uterus carcinoma (HeLa),
murine melanoma (B16F10) cell lines (Nagao et al. 2002),
highly metastatic murine colon carcinoma cells (26-L5)
(Tezuka et al. 2000).

5. Conclusions

E. pallida, M. officinalis, H. perforatum and S. syriaca have
excellent biological activities and they contain medicinally
valuable compounds. Therefore, these species could be used
in food and pharmaceutics industries.
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