ANKARA UNIVERSITESI

BiYOTEKNOLOJi ENSTITUSU

YUKSEK LiSANS TEZIi

MIKROBIYAL HYALURONIK ASIT URETIMI VE SAFLASTIRILMASI

Didem MiMIiROGLU

Damsman Ogretim Uyesi

Prof. Dr. Nuray YAZIHAN

ANKARA

2015



ETiK BEYAN

Bu tez caligmasinin; akademik kural ve etik ilkelere bagli kalinarak hazirlandiging,
calismada yararlanilan ve bu ¢aligma {iriinii olmayan biitiin bilgiler i¢cin kaynak yayinlara

atifta bulunulmus oldugunu beyan ederim.

Didem MIMIROGLU



ONAY SAYFASI

Prof.Dr. Nuray YAZIHAN danismanliginda Didem MIMIROGLU tarafindan hazirlanan
bu caligma 13.10.2015 tarihinde asagidaki jiiri tarafindan Temel Biyoteknoloji Anabilim
Dali’nda yiiksek lisans tezi olarak kabul edilmistir.

Bagkan: Prof.Dr. Berrin imge ERGUDER imza:
Uye: Prof.Dr. Nuray YAZIHAN imza:
Uye: Yrd.Dog.Dr. Doruk ENGIN Imza:

Yukaridaki sonucu onaylarim.

Prof. Dr. Aykut OZKUL

Enstiti Mudira



OZET
Yiksek Lisans Tezi

MIKROBIYAL HYALURONIK ASIT URETIMI VE SAFLASTIRILMASI

Didem MIMIROGLU
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii

Danisman: Prof.Dr. Nuray YAZIHAN

Hyaluronik asit (HA) yliksek molekiil agirliklt bir glikozaminoglikan polimeridir, molekiil
agirligr onun fizyolojik roliinii, reolojik Ozelliklerini ve bunlara bagli olarak uygulama
alanlarin1 belirlemektedir. HA, rutin olarak hem Grup A hem de Grup C Streptococcus
tirlerinin fermantasyonu ile iretilmektedir. Giiniimiiz biyoteknoloji alani igerisinde
hyaluronik asit olduk¢a Onemli bir yere sahiptir. HA’ nin farkli formulasyonlar1 ve
molekiiler agirliklar;  oftalmoloji, ortopedik cerrahiler, rejenerasyon siirecinin
hizlandirilmas: ve desteklenmesi gibi alanlar basta olmak iizere tipta ve giinlimiizde
oldukca yliksek bir pazar paymna sahip olan kozmetik sektdriinde yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda, Streptococcus equi (S.equi) (9682)
mikroorganizmasi kullanilarak HA iiretimi, saflastirilmasi, immiinojenite ve toksikolojik
analizlerin yapilmasi amaclanmistir. Mikrobiyal iiretimde optimum kosullarin
belirlenebilmesi amaciyla, farkli ¢alkalama hizlari, pH degerleri, inkiibasyon sicakliklari,
inokulum ve sukroz konsantrasyonlart denenmistir. Ardindan kiiltiir sivisindan
ekstraksiyon yontemi ile HA elde edilmistir. Elde edilen HA ¢ozeltisine farkli molekiiler
boyutlardaki diyaliz membranlar1 uygulanarak, saflastirma islemi gergeklestirilmistir. Elde
edilen ve ticari olarak satilan farkli molekiiler agirliklardaki HA” nin fare deri fibroblast
(L929, ATCC) hiicre dizisi kullanilarak in vitro hiicre canlilik degerlendirmesi (MTT testi)
yapilmis ve biyouyumluluk degerlendirmesi ig¢in insan monositik hiicre dizisi (THP-1,
ATCC) makrofaja, phorbol-12-miristat-13-asetat (PMA) uygulamasi ile farklilagtirilarak
elde edilen HA makrofaj hiicrelerine uygulanmis ve immiinolojik yanit olusturup
olusturmadigi proinflamatuar sitokinlerden tiimér nekroze edici faktoér (TNF-a), interlokin-
8 (IL-8) ve anti-inflamatuar sitokin interlokin-10 (IL-10) sekresyon diizeyleri belirlenerek
degerlendirilmistir. Calisma kapsaminda, iiretilen HA’ nin, ticari olarak alinan HA ile aym
immiinolojik yanit1 vermis oldugu gézlenmistir.
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ABSTRACT
MScThesis

MICROBIAL PRODUCTION AND PURIFICATION OF HYALURONIC ACID

Didem MIMIROGLU
Ankara University Biotechnology Institute

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Nuray YAZIHAN

Hyaluronic acid (HA) is a linear high molecular weight glycosaminoglycan polymer with
its molecular weight determining its physiological role, rheological properties and
applications. HA is routinely produced through fermentation of both Group A and C
streptococci. Today, HA has a very important place in the biotechnology field. HA is used
due to its different formulations and molecular weights in ophthalmology, orthopedic
surgery, accelerating the process of regeneration and support, especially in commercial
medicine and in cosmetic industry in which is widely used and has a very big market
today. In this thesis, Streptococcus equi (S.equi) (9682) was used for the microbial
production process and then, purification, immunological and toxicological processes were
applied to it which was obtained by S.equi. To obtain the optimum conditions of microbial
production, different shaking rates, pH values, temperatures, inoculum and sucrose
concentrations were applied to culture process. Next, HA was extracted from fermentation
culture. And then, HA was purified with using dialysis membranes which have different
molecular weight cut-off (MWCO). Mouse fibroblast cells (L929, ATCC) were used for
toxicity test (MTT) to evaluate in vitro cell viability of the obtained and purchased HA and
human monocytes (THP-1) cell line which were differentiated to macrophage cells by
phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA), were used for biocompatibility tests to evaluate
tumor necrosis factor (TNF-a), interleukin-8 (IL-8) and interleukin-10 (IL-10) cytokines
secretion of them for immunological respond. And, the produced and commercial HA gave
the same immunological results on these tests.
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1. GIRIS

Hyaluronik asit (HA), diger adiyla hyaluronan, dallanmamus, siilfatlanmamis bir
glikozaminoglikandir (GAG) ve tekrarlayan disakkarit birimlerden (B-1,4-D-glukuronik
asit (diger adiyla {ironik asit) ve 3-1,3-N-asetil-D-glukozamin) olusmaktadir (Sekil 1.1).

COOH ‘o)

OH

— —

Sekil 1.1. HA’ nin kimyasal yapisi, Kuo ve arkadaglarinin (1991) ¢alismasindan modifiye
edilmistir(1)

Ik defa 1934 yilinda Karl Meyer ve John Palmer tarafindan bulunan HA, s18irgdzii vitrdz
stvisindan elde edilmistir. Aynmi1 grup tarafindan HA’ nin iki seker molekiiliinden olustugu
gosterilmis ve boylece kimyasal yapis1 da 1950 1i yillarda bulunmustur. Viicut icerisinde
fizyolojik kosullarda sodyum tuzu seklinde bulunan HA, baslangicta asit olarak izole
edilmistir(2).

Bir GAG olan HA, digerlerinin aksine golgi cisimciginde sentezlenmemektedir. Hiicre
membraninin sitoplazmik yiizeye bakan kisminda sentezlenir ve boyut olarak biiyiik
oldugundan sentezlenme esnasinda hiicreden ¢ikisi gerceklestirilmektedir(3). Bu nedenle
basit bir polimer olarak sentezlenme sonrasi herhangi bir siilfatlanma veya epimerizasyon
reaksiyonuna maruz kalmaz(4). Bu tarz sentez sonrasi modifikasyonlar GAG’ lara farkl
fonksiyonlar kazandirirken, HA bu tarz modifikasyonlara sahip olmamasina karsin bir¢ok

biyolojik aktivitede gorev almaktadir.

HA, omurgali dokularinin ekstraseliiler matriksinde bulunan temel elementlerden biridir.
Polianyonik bir molekiil oldugu icin su molekiillerine baglanabilmektedir ve jelatine
benzer bir bigimde, bulundugu ¢o6zeltiye viskoz bir ozellik verir(5). Higroskopik bir

molekiil oldugu igin ¢o6zeltisi olduk¢a ozmotiktir(6). Ek olarak HA' nin molekiiler

1



agirh@ginin ve konsantrasyonunun yiiksek olmasi da, ¢ozeltinin vizkoelastik 6zelliginin

yiiksek olmasini saglamaktadir(7).

Genel olarak HA viicutta yiiksek molekiiler agirlikli olarak iiretilmektedir, ayrica orta ve
diisiik molekiil agirlikli HA’ lar da mevcuttur. Biyopargalanabilir bir polimer oldugundan
viicutta gesitli islevlerde gesitli boyutlarda bulunabilmektedirler. Ancak HA’ nin molekiiler
boyutunun siniflandirilmasinda bazi c¢eligkiler bulunmaktadir. Literatiire bakildiginda
yiiksek molekiiler agirlikli HA i¢in 10°-107 Da(8), HA >10° kDa(9), HA >5x10° Da(10) ve
2x10° — 10x10° (11) gibi degerler yer almakta iken, diisiik molekiiler agirlikli HA igin
HA<200 kDa(10) ve 2x10* - 4,5x10° Da(8) arasi diisiik-orta molekiiler biiyiiklikte HA
oldugu seklinde farkli kaynaklarda ifadeler yer almaktadir.

HA sentezleyen enzimlere hyaluronik asit sentaz (HAS) enzimleri denilmektedir ve genleri
HASI1, HAS2 ve HAS3’ tiir. HAS enzimleri omurgalilarda, bakterilerde ve algal viriislerde
goriilen glikozil transferazlardir(12). Bir¢ok omurgalida dort HAS geni bulunmaktadir,
sadece Ug¢li memelilerde farkli o6zelliklerle ekspresse olur (Sekil 1.2). Bu enzimler
ekspresse olurken cesitli biiyiime faktorleriyle ve sitokinlerle kontrol edilirler. HAS
genlerinin ekspresyonlart doku veya hiicre spesifik de olabilmektedir. Bu enzimlerin
katalizledikleri reaksiyonlar aymidir ancak gergeklestirmis olduklart reaksiyonlarla

tirlinlerinin boyutlar1 farklanabilmektedir(4).
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Sekil 1.2. HA’ nin sentezi, Stridh ve arkadaslarinin (2012) calismasindan modifiye
edilmistir(13)

HAS enzimleri hiicre membraninin i¢ yiizeyinde bulunmaktadir ve HA sentezlenme iglemi
sirasinda Sekil 1.2” de de goriildiigii gibi hiicre membraninda belirir. HA” nin molekiiler
boyutu biiyiik oldugundan, ayni anda hem sentezleme islemi gerceklestirilirken, ayrica
HA’ nin hiicre disina dogru ¢ikisi da gerceklestirilir. Baslangigta bu mekanizmaya
dayanarak HA' nin disariya ¢ikmasini saglayan eksport mekanizmasi veya transmembran
kanal1 ile sentezi gerceklestiren enzimin iligkili olabilecegi, buna bagli olarak da farkl iki
prosesin farkli zamanlarda gergeklesiyor olabilecegi diisiiniiliiyordu. Ancak daha sonralari
biyosentez ve eksport mekanizmasini, hem prokaryotlarda hem de Okaryotlarda tek bir
polipeptidin gergeklestirdigi bulunmustur. Bu duruma bagl olarak tek bir polipeptidin iki
temel glikoziltransferaz aktivitesi gosterdigi goriillmektedir. Ayn1 zamanda da bunlarin HA'

nin digartya salinimi igin translokasyonu gerceklestirebildigi de anlasilmaktadir(14,15).

Endiistriyel olarak kullanilmakta olan HA farkli sekillerde elde edilmektedir. HA’ nin elde
edilmesinde en sik kullanilan yontemler, horozibigi gibi dogrudan dokudan saflastirma ve
bakteriyel iretimdir. Ancak hayvansal dokulardan izole edilen HA firiinleri, insanlar
tizerinde tedavi amaciyla kullanildiklari zaman bazi riskler mevcuttur. Bunlardan biri
capraz-tiir viral enfeksiyon ve immiin reaksiyon olusturmasidir(16). Ayni zamanda
hayvansal kaynakli HA, dokudaki proteoglikanlarla kompleks olusturdugu ve HA
parcalayan enzimlerle de kontamine olabildigi i¢in uygulanan saflastirma islemlerinden

dolay1r oldukg¢a maliyetli olmaktadir(17). Bu nedenle giiniimiizde teknik, ekonomik ve etik
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gibi  ¢esitli  agilardan  savunulan  bakteriyel = fermantasyonla ~HA  {iretimi
gerceklestirilmektedir. HA sentezi yetenegine sahip oldugu bilinen bakteriler A ve C grubu
gram-pozitif streptokoklardir. Ozellikle bir at patojeni olan S.equi, insan patojeni
Streptococcus pyogenes, sigir patojeni Streptococcus uberis, Streptococcus zooepidemicus

(S.zooepidemicus) ve Streptococcus dysgalactiae HA iireticileridir(18-20) .

Bakteriyel fermantasyon islemlerinde kiiltiir sartlar1 (pH, sicaklik, c¢alkalama hizi,
havalandirma orani, ¢oziinmiis oksijen, biyoreaktor tipi) ve kiiltiir ortaminin igerigi diger
fermantasyon islemlerinde oldugu gibi mikrobiyal HA {iretimini de onemli Olgiide

etkilemektedir(21).

Kesikli, tekrarli kesikli, beslemeli kesikli ve siirekli kiiltiir gibi ¢esitli fermantasyon tipleri
HA iiretiminde kullanilmaktadir(22,23). Bir kiiltiir kab1 icerisinde, fermantasyon sirasinda
baslangictaki kullanilan ortama yeni besin bilesenlerinin eklenmedigi ve ortamdan da
uzaklagtirma yapilmadig1 kiiltivasyon iglemi olan kesikli fermantasyon islemi en ¢ok

kullanilan HA {iretim yontemidir(23,24).

Biyouyumlulugu, non-immiinojenik, biyoparcgalanabilir olmasi ve vizkoelastisiteye sahip
olmasi gibi ¢ok yonlii o6zelliklerinden dolayr HA, kozmetik, medikal ve farmasotik
uygulamalarda ideal bir biyomateryaldir. HA' nin sahip olmus oldugu polianyoniklik,
viskoz yap1 gibi karakteristik 6zellikleri onun yogun bir sekilde kozmetik dermatolojide ve
deri  koruyucu iriinlerde milkemmel bir nemlendirici olarak kullanilmasini
saglamaktadir(25). Bunun yani1 sira immiinojenitesinin de sinirli olmasi gesitli biyomedikal
uygulamalarda kullanilmasina izin vermektedir. Giinimiizde osteoartrit tedavisinde,
oftalmolojik cerrahi miidahalelerde, yara iyilesmesinde ve farkli yollardan ilag tasiyicisi

olarak da degerlendirilmeye baglanmistir.

Biiyiik molekiiler agirlikli polimer olan HA, higroskopik olmasi sebebiyle oldukca fazla
miktarda su ile etkilesime girebilmektedir. Bu sayede dolgu materyali olarak bosluk
doldurucu molekiil etkisi gosterebilmektedir ve anti-anjiyojenik, anti-inflamatuar ve
immiinbaskilayici olduguna dair bilgiler mevcuttur. Immiinbaskilayic1 etkisinin; hiicre
yiizeyinde bulunan yiizey reseptdrlerine ligandlarin ulasmasini engelleyecek sekilde yiizeyi
kaplamasindan kaynaklandig: diistiniilmektedir(4). Yiiksek molekiiler agirliklt HA hiicresel

seviyede bircok enzimatik reaksiyona maruz kalmaktadir ve pargalanarak farkli boyutlarda



HA olusumuna neden olmaktadir. Kiigik HA polimeri fragmentlerinin ise biiyiik
fragmentlerin aksine anjiyojenik, inflamatuar ve immiinostimulatér oldugu bildirilmistir.
Genel olarak bu kisa oligosakkaritlerin viicudun alarm sistemini harekete gecirip uyarict
etkiye sebep olabildigi distiniilmektedir(26). Kiigiik HA polimerinin immiin sistemin
antijen olusturucu hiicreleri olan dendritik hiicrelerle sitokin {iretimini uyardigi
gosterilmistir(27). Sitokinler, immiin ve inflamatuar yanit sirasinda makrofaj hiicreleri
basta olmak tlizere birgok hiicrenin uyarilmasiyla sentezlenerek, diger hiicrelerin bu
uyarilara cevap olarak fonksiyonlarmin diizenlenmesinde rol oynayan polipeptid
yapisindaki maddelerdir. Bunlarin igerisinden dogustan immiiniteyi saglayan sitokinlerden
TNF-a ve interlokin-1 (IL-1) genel olarak beraber etki gostermektedirler. TNF-a,
apoptozisi de tetikleyerek doku hasarina neden olabilen bir sitokindir. IL-8, IL-1 ve TNF-
o’ ya cevap olarak uyarilma sonucu aktive olmus olan makrofajlardan, endotelden ve
fibroblastlardan salinarak kemotaktik gorev iistlenir ve reepitalizasyon siirecinde 6nemli
rol oynar(28). Ozellikle nétrofillerin ve diger bazi graniilositlerin enfeksiyon bdlgesine
gocline neden olur ve fagositozu indiikler. Bir diger immiin sistem diizenlenmesinde ve
inflamasyonda rol oynayan 6nemli sitokin ise IL-10" dur. IL-10 ise TNF-o ve IL-8” in

aksine immiin cevabin azalmasinda rol oynar(28).

U.S. Food and Drug Administration (FDA) onayli olan HA’ nin diinyadaki pazar payina
bakildiginda, kozmetik ve estetik cerrahide kollajenin ve diger dolgu materyallerinin yerini
almasiyla pazar paymin 1 milyar dolarmn tizerinde oldugu tahmin edilmektedir(29).

Giiniimiizde yaklasik 100 farkli dolgu materyali olup, bunlardan yarist HA bazlidur.

Ulkemize bakildiginda HA polimerinin ihtiyacin1 karsilamada biiyiik dl¢iide disa bagimli
olarak hareket ettigimiz goriilmektedir ve her gegen giin de bu pazar payma, gerek
osteoartritli hasta sayisinin artisi, gerek kozmetik sektorii ve diger uygulama alanlarindaki
artts sonucunda HA' ya olan talep artmaktadir. Bu duruma bagl olarak, arz-talep
cercevesinde talep edilen HA miktarima bagh olarak iilkemizde de yiliksek oranda HA
tiretiminin gerceklestirilmesi gerekmektedir. Bu durum iilkemizde HA iiretimine dair

calismalarin 6nemli ekonomik katkilar1 olacagini diistindiirmiistiir.



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. Hyaluronik Asit Uretim Yollar
2.1.1. Hayvansal Kaynakh Hyaluronik Asit Uretimi

HA ilk defa, Karl Meyer ve John Palmer tarafindan 1934 yilinda sigirgéziinden izole
edilerek bulunmustur(5). Ancak kimyasal yapisinin tamamen anlasilabilmesi 20 y1l sonra
miimkiin olmustur(2). Ilk bulundugu tarihten itibaren Karl Meyer tarafindan 10 yil
boyunca eklem sivisi, deri, gdbek bagi ve horozibigi gibi bir¢ok kaynaktan HA izolasyonu
denenmistir(30). Ardindan HA’ nin omurgalilardaki bir¢ok dokuda esansiyel bilesen
olmasindan dolayr hemen hemen her dokudan izolasyonuna baslanmistir. Ayrica ilk defa
1949 yilinda Boas tarafindan horozibiginden saflastirilmis olup(31), daha sonralari

kopekbaligr derisi gibi baska omurgalilardan da saflastirilma yollar1 denenmistir.

Elde edilen HA’ nin medikal uygulamalar1 ilk olarak 1950’ lerin sonunda goz cerrahisinde
yapilmaya baglanmistir(5). Giiniimiizde biiyiikk molekiiler agirhikli HA  medikal
uygulamalar i¢in genellikle horozibiginden saflastirilarak kullanilmaktadir(32,33). Ancak
hayvansal kaynaklardan elde edilmek istenen HA dokudaki diger proteoglikanlarla
kompleks halinde oldugundan ve saflastirma islemleri sirasinda degrade edici enzimlerden
de korunmasi gerektiginden, yapilan ekstraksiyon, saflagtirma ve karakterizasyon islemleri
oldukga uzun siiren ve is giicii gerektiren uygulamalar haline gelmektedir. Bu durum HA’
nin elde edilmesini olduk¢a maliyetli hale getirmektedir(34). Bunlara bagli olarak 6zellikle
80’ li yillardan itibaren mikrobiyal iiretime olan ilgi artmistir ve hayvansal kaynaklardan
elde edilen HA yerini yavas yavas daha az maliyetli olan mikrobiyal kaynakli olanlara

birakmaya baslamistir(35).
2.1.2. Bakteriyel Kaynakh Hyaluronik Asit Uretimi

Hayvansal doku kaynaklarindan HA elde edilmesi i¢in HA’ nin dokuda etkilesim halinde
bulunmus oldugu proteoglikanlardan uzaklastirilmasi1 gerekmektedir. Bu sekilde yiliksek
molekiiler agirhikli HA elde edebilmek olduk¢a maliyetli olmaktadir. Bunun yami sira
miktar olarak da yiiksek oranda HA iiretimi hayvansal dokulardan oldukg¢a sikintili
olmaktadir. Ancak bakteriyel iiretimle oldukca yiiksek miktarlarda maliyeti diisiik sekilde



HA iiretimi gergeklestirilmektedir. Ayn1 zamanda hayvansal dokulardan kaynaklanabilecek

viral enfeksiyon ve immiinojenik uyarim riski de bulunmaktadir(36).

Endiistriyel olarak HA iiretimine bakildiginda 6zellikle S.equi subspecies (subsp.) equi ve
S.equi subsp. zooepidemicus gibi grup C streptokoklarindan 1980’ li yillarin basindan beri
tiretim gergeklestirilmektedir ve HA biyosentezinde de uzun yillardan beri model

organizma olarak kullanilmaktadir(37).

Mikrobiyal tiretimde kiiltiir kosullarinin kontrol edilip optimum kosullarin saglanabilmesi,
istenilen hacimlerde iiretim gergeklestirilebilmesi ve gerektiginde genetik miihendisliginin
de uygulanabilmesiyle verimli {irlin tiretimi gerceklestirilebilmektedir(24). Bu sayede
birgok iiretici fermantasyon kosullarinda iyilestirmeye giderek veya mikroorganizmalarda
genetik modifikasyonlar yaparak istenilen molekiiler biiytiklikteki HA iretimi

gerceklestirilmeye calisilmaktadir.

Mikrobiyal fermantasyonda en 6nemli unsur mikroorganizmalarin laboratuvarda iretilmesi
icin kullanilan ve icerisinde mikroorganizmalarin en temel ihtiyaglarini karsilayacak
maddeleri barindiran kiiltiir ortamidir. Bu kiiltiir ortamlarinin en 6énemli unsuru yeni hiicre
materyallerini iiretebilmek adina kullanmis olduklar1 karbon kaynagidir. Karbon kaynagini
takiben azot kaynaklar1 ve ¢esitli enzimlerin ¢alisabilmesi i¢in metaller, tuzlar da oldukca
bliylik 6nem tegkil etmektedir. Ayrica kullanilan mikroorganizmalarin aerobik, anaerobik
veya fakiiltatif anaerob olmalarma gore de ¢oziinmiis oksijen konsantrasyonu iiretilen
irtinii etkilemektedir. Bunlara dayanarak HA {iretiminde kiiltiir ortaminda degisikliklere

gidilerek istenilen molekiiler agirliklarda ve konsantrasyonlarda HA {retilmeye

caligilmistir.

Kiiltiir ortamlarinda kullanilan karbon kaynaklarma bakildiginda genel olarak sukroz,
maltoz gibi seker kaynaklar1 kullanilmaktadir. Bunlar i¢in farkli konsantrasyonlarda
denemeler yapilmistir. Azot kaynagi icin ise genel olarak maya ekstrakti, pepton veya
kazein hidrolizatlar1 tercih edilmektedir ve ortam magnezyum ve fosfat tuzlarini da
icermektedir. Azot kaynaginin streptokoklarin bilyiime ortami i¢in olduk¢a 6nemli bir yer
tuttugu diisiiniilmektedir. Ciinkii hiicresel biyosentez islemlerinde bu bilesikler azot
kaynagi olarak kullanilmalarinin  yam1 sira karbonun da biiyilk bir kismim

karsilayabilmektedir. Buna dayanarak grup A, grup B ve oral streptokoklar igin



tiretimlerinde kullanilan tiim bilesenleri ve bu bilesenlerin konsantrasyonlar1 belli olan
kimyasal belirlenmis ortam (CDM), HA iiretimini gergeklestiren grup C streptokoklart i¢in
spesifik olarak belirlenememistir(24). Bu nedenledir ki HA tiretim prosesinde iyilestirmeye

gidilirken besiyeri bilesenlerinin farkli konsantrasyonlar: denenmektedir.

Kiiltiir kosullarinin iyilestirilmesi ile HA {iretiminin nasil degistiine yonelik yapilan
caligmalara bakildiginda Kim ve arkadaslar1 (1996) kiiltiir ortamina lizozim eklenmesini;
farkl sicaklik, pH, karistirict tipi, karistirict hizi ve havalandirma hizlarin1 denemislerdir.
Sonug olarak bunlarin degistirilmesinin HA’ nin molekiiler biiyiikliigiinde ve iiretiminde
etkili olabilecegi sonucuna ulagilmistir(21). Ancak daha sonra Ogrodowski ve arkadaslari
(2005) tarafindan yapilan c¢alismada lizozimin fermantasyon ortamina eklenmesinin HA
konsantrasyonunda diisiise neden olabilecegi gosterilmistir. Bunun nedeninin kullanilan
bakteriyel susun tiiriiniin farkliligi ve fermantasyon kosullariin farkli olmasindan

kaynaklanabilecegi belirtilmistir(38).

Izawa ve arkadaslar1 (2009) tarafindan gergeklestirilen caligmada siit iriinlerinden
kullanilabilir ve yliksek miktarda ekzopolisakkarit (HA igeren) iiretimi gerceklestiren
S.thermophilus suslar1 izole edilmeye ¢alisilmistir. Bu sekilde HA {iretim ortaminda HA’
nin degredasyonunda rol alan hyaluronidaz enzimi ve endotoksin kontaminasyonunun
Onlenmesi amaglanmistir. Yagsiz siitten izole edilen 46 S.thermophilus susundan, 6 susun
(S.thermophilus YIT 2001, 2025, 2059, 2084, 2091 ve 2098) HA iiretimini gerceklestirdigi
bulunmustur. Bu suslardan en ¢ok HA iiretimini gerceklestiren 8 mg/l HA konsantrasyonu
ile YIT 2084 susu oldugu sonucuna varilmistir ve tretilen HA’ nin molekiiler
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biytikligiiniin 2000 ile 100 kDa arasinda degistigi gozlemlenmistir(39).

Izawa ve arkadaglar1 (2010) tarafindan yapilan c¢aligmada endiistriyel uygulamalari
gelistirebilmek amaciyla, S.thermophilus YIT 2084 susundan elde edilen HA iiretim
verimini arttirmak i¢in optimizasyon ¢alismalar1 yapilmistir. Bu amagla besiyerinde yagsiz
st kullanilarak pH, havalandirma hizi, karistirma hizi ve sicaklik parametreleri
denenmistir. Ayrica soya fasulyesi peptidleri azot kaynagi olarak denenmistir ve
gozlenebilecek verim de incelenmeye ¢alisilmistir. Calismanin sonucunda pH 6,8, 40 °C,
100 rpm, 0 VVM ve %l DH (Hinute DH) eklenmesi ile gergeklesen optimum
fermantasyon kosullart ve soya fasulyesinin eklendigi durumda 200 mg/l HA {iretimi

gerceklestirilmistir(40).



Chen ve arkadaslar1 (2012) tarafindan gergeklestirilen ¢alismada Streptococcus equisimilis
CVCC55116 wild-type’ dan streptomisin iliretmeyen NC2168 numarali sus iiretilerek, HA
liretimi i¢in optimizasyon caligmalar1 gergeklestirilmistir. Calismaya gore gelistirilen
optimum kosullar 32 °C, 200 rpm, pH 7,8 ve ortam hacmi 20 ml olarak belirlenmistir ve bu
kosullarda gergeklestirilen tiretim ile 224,52 mg/l HA elde edilmistir(41).

Benedini ve arkadaslari (2013) tarafindan yapilan ¢alismada HA {retimi ig¢in
S.zooepidemicus (ATCC 39920) ile hazirlanan inokulum ortaminda kullanilan ortam
bileseninde degisiklik yapilmaya gidilmistir. Bu amagla HA {iretiminden sonra kiiltiir
ortaminda hayvansal kaynakli kontaminasyon olmamasi amaciyla, ilk kiiltiir ortaminda
Brain-Heart infusion ve koyun kani1 yerine soy pepton kullanimi1 denenmistir. 37 g/l Brain-
Heart infusion ve %S5’ lik (v/v) koyun kani yerine 67 g/l soy pepton kullamilmistir ve
pepton kullaniminin {iretilen HA miktarinda herhangi bir degisiklie neden olmadigi

sonucuna varilmistir(42).

Karbon kaynaginin konsantrasyonuna yonelik S.zooepidemicus (ATCC 35246) ile yapilan
bir ¢aligmada, iki kompartmanli fermantasyon islemi gerceklestirilmis ve kullanilan
glukozun smirlandirilmasina gidilmistir. Glukoz smirli biiyiimede, iiretilen HA’ nin
konsantrasyonunun degismedigi ancak molekiiler agirliginda bir diisiis olabilecegi durumu
gozlenmistir(23). Mikrobiyal HA iiretiminde benzer baska bir ¢alismada da yine glukoz
siirlandirilmasina gidilmis ve HAS enzimine yeni bir seker eklenememesine bagl olarak,
HA’ nm ortalama molekiiler agirliginda bir diisiis yasanabilme ihtimalinin oldugu
gozlenmistir(43). Bir diger ¢alisma ise Pires ve arkadaslar1 (2010) tarafindan yapilmistir ve
baslangic glukoz konsantrasyonunun metabolik etkisi arastirllmigtir. Bu amagla
S.zooepidemicus (ATCC 39920) susu kullanilmistir ve farkli baglangic glukoz
konsantrasyonlar1 olarak 0, 5, 25, 45 ve 90 g/l denenmistir. Calismanin sonucunda 25 g/l
baslangic glukoz konsantrasyonunun diger konsantrasyonlara gore yiiksek miktarda HA

tiretiminde daha uygun oldugu sonucuna varilmistir(44).

Pires ve arkadaslar1 (2010) tarafindan yapilan caligmada tarimsal kaynak artiklarinin
mikrobiyal HA fretimi iizerine olan etkisi incelenmistir. Calismada S.equi subsp.
zooepidemicus (ATCC 39920) kullanilarak, konsantre soy protein hidrolizatlari, konsantre
peynir alti suyu ve kaju fistig1t meyve suyu ile ayr1 ayr1 hazirlanan besiyeri ortamlarinda

HA {retimi degerlendirilmistir. Glukoz ve maya ekstrakti iceren ortam kontrol olarak



kullanilmistir. En yiiksek konsantrasyonda HA iiretimi kaju fistiinin meyve suyu ile

hazirlanan besiyerinde gergeklestirildigi goriilmiistiir (0,89 g/1)(45).

Kiiltiir ortaminin en 6nemli bilesenlerinden azot kaynagi i¢in yapilmis olan bir ¢alismada,
sinirlt kompleks azot ortaminda biiyliimenin nasil oldugu degerlendirilmistir. Azot sinirh

biiyiimede HA biyokiitle veriminde artis olabilecegi sonucuna varilmistir(23).

HA mikrobiyal tiretim ortaminda oksijenin varliginin degerlendirilmesine yonelik yapilan
bir ¢alismada, HA polimerinin aerobik veya anaerobik olarak iiretilebildigi, ancak aerobik
ortam saglandiginda iretilen HA’ nin molekiiler boyutunun daha biiyiik olabilecegi
sonucuna varilmistir(46). Bu durum ¢oziinmiis oksijen miktari arttikca, iiretilen HA’ nin
molekiiler boyutunun digerlerine gore daha biiyiik olabilme ihtimalini ortaya ¢ikarmistir.
Bununla ilgili yapilmis olan bir bagka ¢alismada da fakiiltatif anaerob ve ayni zamanda da
aerotolerant olan S.zooepidemicus’ un (ATCC 35246) oksijenin varliginda daha hizli ve
kompleks biyokiitle verimiyle biiyiiyebildigi gosterilmistir. HA veriminin ve ortalama
molekiiler agirhi@inin anaerobik kiiltiir kosullariyla kiyaslandiginda, aerobik ortamda daha

iyi olabilecegi sonucuna varilmistir(43).

Aerobik fermantasyonlara bakildiginda, Newton’ un viskozite kanununa uymayan akigkan
sistemleri olan non-Newtonian sistemlerinde oksijen olduk¢a 6nemlidir. Bu tiir sistemlerde

oksijenin ¢oziiniirliigii oldukea diistiktiir.

HA gibi polisakkaritlerin fermantasyon ortamlari, ¢o6zeltileri non-Newtonian 6zellik
gostermektedir. Buna bagli olarak da iiretim sirasinda gerekli olan ¢6ziinmiis oksijenin
konsantrasyonunun yiiksek tutulmasi adina c¢alkalama ve havalandirma hizlarinda

degisikliklere gidilmistir(47).

Liu ve arkadaslar1 (2008) tarafindan S.zooepidemicus (WSH-24) ile yapilan ¢alismada HA
tiretiminin arttirtlmasi i¢in kesikli kiiltiir ortamima hyaluronidaz enzimi eklenerek, HA
degredasyonuna bagl olarak oksijen transferi arttirilmaya caligilmistir. 8-16 saatler
arasinda eklenen hyaluronidaz konsantrasyonu sirasiyla 0,05, 0,10, 0,15, 0,20 ve 0,25 g/l
olacak sekilde arttirilmistir. Buna bagli olarak ortamdaki daha iyi bir oksijen transferi

gerceklesmis olup ¢Ozlinmiis oksijen konsantrasyonunda %1,5, %3, %5, %10 ve %15
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seklinde artis gdzlenmistir. Ancak HA iiretim miktarina bakildiginda 0,15 g/I hyaluronidaz

konsantrasyonu ekleme isleminden sonra herhangi bir degisiklik gézlenmemistir(48).

Liu ve arkadaslar1 (2009) tarafindan gercgeklestirilen ¢alismada farkli ¢ozlinmiis oksijen
kontrolii yaklasimlarinin, mikrobiyal HA iiretimine etkisi incelenmistir. Bu amagla {i¢
farkli asamali karistirma hizi, iki asamali ¢6ziinmiis oksijen ve oksijen vektorii olan
perfluorodecalin (PFC) yaklasimlari kullanilmistir. Ug farkli karistirma hizi kontrol
yaklasiminda 200-400-600 rpm hizlar belli saat araliklari ile kullanilmis olup, 5,5 g/l HA
liretimi gerceklestirilmistir. Iki asamali ¢dziinmiis oksijen kontrol yaklagiminda iiretim
esnasinda sirastyla %10 ve %5 konsantrasyonlar1 yine belli saat araliklarinda kullanilarak
6,3 g/l HA iiretimi ve son olarak da %3 PFC’ den (v/v) kullanildiginda, HA iiretimi 6,6 g/I’
ye ylikselmistir(49).

Zhang ve arkadaglar1 (2010) tarafindan yapilan calismada calkalama hizinin HA iiretimine
olan etkisi aragtirllmistir. Bu ¢alismada karistiricinin hizinin artmasiyla kiitle transferinin
de artabilecegi ve buna bagli olarak HA’ nin molekiiler biiyiikliigliniin artiginin
saglanabilecegi gosterilmistir. Ancak oldukca yiiksek ¢alkalama hizlarinin (450 rpm- 1000
rpm) biyoreaktérde eksponansiyel biiyiime fazinda NADH oksidaz tarafindan reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) olusmasina yol agabildigi ve bunun da HA’ nin molekiiler

biiyiikligiinde azalmaya neden olabildigi durumu gosterilmistir(50).

Mikrobiyal iiretim proseslerinde uygun bir besiyeri se¢imi mikroorganizmalarin {iremesi
i¢in en temel kosullardan birini olusturmaktadir. Uygun besiyerlerinin saglanabilmesi i¢in
farkl: kiiltivasyon kosullarinin olusturulmasi da gerekmektedir. Buna bagli olarak {i¢ farklh
kiiltivasyon sekli oldugu gozlenmektedir; kesikli bliylime, yari-kesikli biiylime ve siirekli

kiiltiirlerde biiyiimedir.

Kesikli kiiltivasyon isleminde baslangicta hazirlanan besiyerine proses siiresince herhangi
bir ekleme yapilmazken aynmi zamanda besiyerinden herhangi bir uzaklastirma da
yapilmamaktadir. Yar1 kesikli kiiltiir sistemleri, bagslangicta kesikli olarak baglayan
prosese, zamanla azalan substratin belli araliklarla azar azar eklenerek gergeklestirilmesi
yontemidir. Siirekli kiiltiir sistemlerinde ise ortama siirekli olarak besiyeri ilavesi

gerceklestirilirken ayn1 miktarda da besiyeri ve biyokiitle ortamdan uzaklastirilir.
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Farkl kiiltiir sistemleri mikrobiyal HA tiretiminde uygulanmistir. Burada en genel olarak
kullanilan kiiltivasyon islemi kesikli kiiltiir sistemleridir ve HA {iretiminde optimum kiiltiir
kosullarinin olusturulmasinda en ¢ok kullanilan yontemdir(51). Bu Kkiiltiir sistemleri
molekiiler agirhg 1x10° Da ile 2,5x10° Da arasinda degisen HA’ nin iiretiminde en sik
kullanilan metottur. Yaygim olarak kullamlan iiretim sicakliginin 30 ile 37 °C arasinda
oldugu gorilmektedir ve pH ise 6,5 ile 7,5 arasinda degisim gostermektedir. Kullanilan

karbon kaynaginin konsantrasyon araligi ise 10 ile 60 g/l olarak ifade edilmektedir(46).

Kesikli kiiltiirle yapilan {iretimin yaninda iki basamakli kiiltiir modelleri de olusturulmaya
calistlmigtir. Buna Ornek olarak Cooney ve arkadaslar1 (1999) tarafindan yapilan
calismada, iki kompartmanlt HA fermantasyon modeli gerceklestirilmeye calisilmigtir. Bu
model sayesinde tiiketilen substratin ve tiretilen tiriiniin akis1 tahmin edilmistir(23). Bunun
yani sira Liu ve arkadaslart (2008) tarafindan yapilan ¢alisma da bu duruma o6rnek
gosterilebilir. Burada ikili kiiltir modeli uygulanmis olup, hem kesikli hem de yar1 kesikli
kiiltiir sistemi kullanilmistir. Bu modelde kesikli kiiltiirde HA sentez oraninin yiiksek
oldugu ve yart kesikli kiiltiirde ise yiliksek hiicre biiyiime hizi gdzlendigi i¢in, hiicre
biiylimesinin inhibisyonunu azaltip, bu sayede HA iretiminin artigina dogru sistemi

kaydirmislardir(52).

Stirekli kiiltiirler ise mikrobiyal HA iiretiminde hem maliyetli olmasi agisindan hem de
ozellikle kemostat kiiltiirlerde HA {ireten fenotiplerin stabil olmamasindan dolay1 pek
kullanilamamaktadir. Yalnizca tek stabil stirekli kiiltlir HA {retim prosesi streptokoklar

tarafindan 0,12 h™* seyreltme hizinin altinda gergeklestirilmistir(36).

S.equi subsp. zooepidemicus (ATCC 39920) ile gergeklestirilen bir baska HA {iretim
prosesinde bakteride bulunan metabolik proseslerin yarismasinin HA’ nin molekiiler
agirhi@inin tizerine olan etkisine bakilmistir. Jagannath ve Ramachandran (2010) tarafindan
yapilan ¢aligmada karbon, azot kaynagi ve enerji iiretimi igin yarisan ti¢ dnemli metabolik
yolagin (glikoliz, HA sentezi ve biyokiitle olusumu) HA’ nin molekiiler agirliginin
belirlenmesi iizerine etkisi incelenmistir. Calismanin sonucunda molekiiler agirligin artigi
icin en iyi stratejinin glikolizin zayiflatilarak, HA tiretim prosesini arttirmak olabilecegi
sonucuna varmiglardir(53). Bununla ilgili yapilan bir diger calisma ise Shah ve arkadaslar
(2013) tarafindan gergeklestirilmistir. S.equi subsp. zooepidemicus’ da (ATCC 39920) HA

tiretiminin karbon kaynagi igin biyokiitle iiretimi, pentoz fosfat yolagi (PPP) ve glikoliz

12



yoluyla laktat olusumu ile yaristigi bilinmektedir. Burada yapilan metabolik akis analizi
caligmalar1 ile belli sonuglara ulasilmistir. Karbon akiginin glikoliz ve pentoz fosfat
yolaginin tersine yonlendirilerek, HA prekiirsorlerinin olusumunun arttirilmasi yoluna
gidildigi durumda HA Kkonsantrasyonunun ve molekiiler biiyiikliigiiniin arttirilabilmesi
miimkiin olabilmektedir(54).

Yiting ve arkadaslar1 (2014) tarafindan yapilan ¢alismada iiretilen HA’ nin sahip oldugu
molekiiler biiylikliiglin 6nemli olmasina bagli olarak, iiretim ortamina eklenebilecek
prekiirsor maddenin konsantrasyonunun rolii degerlendirilmistir. Bu ¢alismada {iretimi
gerceklestirilen HA’ nin molekiiler biiyiikligiiniin kontroliinde UDP-N asetilglukozamin
(UDP-GIcNAc) prekiirsor madde olarak kullanilmistir. Buna bagli olarak, hem besleme
stratejisiyle hem de genetik miihendisligi yoluyla bu prekiirsér maddenin konsantrasyonu
arttirilarak etkisi degerlendirilmeye calisilmistir. Hiicrelerin glukozamin ile beslenmesi
UDP-GIcNAc’ nin intraseliiler konsantrasyonunun artigina neden olmustur. Bununla
beraber diger yandan iiretilen HA’ nin molekiiler biiytlikliigiiniin diisiik olmasi sonucunu
beraberinde getirmistir. Glukoz ve GIcNAc’ nin beraber kullanilmasi ile de molekiiler
biiyiikliikte oOnemli bir artis saglanamamistir. Ancak genetik miihendisligi ile
gerceklestirilen yaklasimlar sonucunda, UDP-GIcNAc ve molekiiler biiyiikliikte artisa
gidilebilmistir. Bu yaklagimla UDP-GIcNAc’ nin diisliik konsantrasyonlarinda, molekiiler
biiyiikliik ile UDP-GlcNAc arasinda pozitif bir korelasyonun oldugu gézlemlenmistir(55).

Mikrobiyal HA iiretim maliyetini diisiirme ve daha yiiksek molekiiler agirlikta HA {iretim
ithtiyact ile son zamanlarda genetik miihendisliginin kullanimina yonelik calismalar

yapilmaktadir.

Genetik miihendisligi yardimi ile HA iiretimi i¢in Widner ve arkadaglarinin 2005 yilinda
yapmis olduklar ¢alismada Streptococcus equisimilis’ den HAS enzimini kodlayan hasA
geni alinarak, Bacillus subtilis (B.subtilis)” de HA ekspresyonu gerceklestirilmeye
calisilmistir. Sonug¢ olarak burada 1-MDa boyutlarinda HA {iretimi gerceklestirilmistir.
B.subtilis’ ten elde edilen HA hem endotoksin igermediginden giivenli hem de B.subtilis
grup A ve C streptokoklara gére minimal ortamda biiyliyebildiginden daha az
maliyetlidir(56).
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Krahulec ve Krahulcova (2006) tarafindan yapilan ¢alismada HA pargalayan enzim olan -
glukuronidaz enziminin olmadigi mutant suslar gelistirilmistir. Buna bagli olarak mutant
suslarda HA iiretiminin yaklasik olarak %20 oraninda arttig1 gézlemlenmistir. Bu sonucla
beraber iiretilen HA molekiiler biiyiiklilk acisindan degerlendirildiginde, molekiiler

biiyiikliigiiniin de %2 oraninda arttig1 bir sonug elde edilmistir(57).

Mao ve Chen (2007) tarafindan gergeklestirilen ¢calismada endiistriyel gida polimeri iiretici
susu olan Agrobacterium sp. ATCC 31749, HA f{ireticisi olarak kullanilmistir. Bu amagla
gelistirilen vektorde Pasteurella multocida’ dan alinan HA sentaz geni ve Escherichia coli
K5 susundan alman UDP-glukoz  dehidrogenaz  genlerinin  koekspresyonu
gerceklestirilmistir. Burada elde edilen HA molekiiler biyiikligi 0,7-2 MDa arasinda
degismektedir(58).

Bunlarin yani sira Escherichia coli(59), Streptococcus thermophilus (S.thermophilus)(60)
ve Pichia pastoris(61) metabolizma miihendisligi ile HA tretiminin gerceklestirilmis

oldugu diger suslardir.

2.2. Hyaluronik Asit Miktar Tayin Yontemleri

HA, siilfatlanmamis, N-asetilglukozamin ve D-glukuronik asit (iironik asit) disakkarit
birimlerinden olusan bir GAG’ dir. Saf HA renksiz bir bilesendir. Miktar tayin
yontemlerine bakildigi zaman UV-spektrofotometre ile belli absorbans o6l¢limlerinin
aliabilmesi i¢in renkli bilesikler olusturabilmek amaciyla, belli renk tepkimelerinin
gergeklestirilmesi  gerekmektedir. Bu renk tepkimeleri miktar1 saptanmak istenen
bilesenlerin sahip olduklar1 reaktif gruplarla gergeklesmektedir. HA da sahip oldugu
disakkarit birimlerinin reaktif gruplariyla belli renk tepkimelerini olusturabilmektedir. Bu

sayede de HA miktar tayinleri gergeklestirilmektedir.

HA miktar tayin yontemlerine bakildiginda en bilinen ve en ¢ok kullanilan yontem
karbazol yontemidir. Bitter ve Muir (1962) tarafindan Dische’ nin modifiye edilen yontemi
ile borat varliginda tironik asitin miktar tayinini gergeklestirmek amaciyla karbazol
yontemi tanimlanmistir. Tanimlanan bu yontem ile duyarhilik iki kez arttirilmis olup, 4 ile
40 pg/ml konsantrasyon araligindaki 6l¢iimler i¢in uygun olabilecegi bulunmustur. Yiiksek

oranda renk olusumu hizli bir sekilde gergeklestirilip ve en az 16 saat bozulmadan kalmasi
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saglanabilmistir(62). Gergeklestirilen karbazol yontemiyle fazla kimyasal malzemenin ve
zamanin tiiketilmesi sebebiyle Cesaretti ve arkadaslar1 (2003) tarafindan karbazol
metodunun 96 kuyucuklu plakalarda yapilabilmesine yonelik optimizasyon ¢alismasi
gerceklestirilmistir(63). Bu calisma ile hem malzemeden hem de zamandan tasarruf

edilmektedir.

Bir diger sik kullanilan HA 6l¢im yontemi Alcian Blue yontemidir. Kimyasal agidan
calisilirken dikkat edilmediginde zarar1 yiiksek olabilecek siilfiirik asidin kullanilmasi ve
iki kez 1sitma isleminin yapilmasindan dolay1 karbazol yonteminin uygun olmadig:
durumlarda bu ydntem kullanilabilmektedir(32). ilk olarak 1979 yilinda Gold tarafindan
gelistirilen bu yontem, mikrogram diizeyindeki GAG’ larmm alcian blue boyasi ile
¢ozlinebilir kompleksler olusturabilmesi ilkesine dayanir(64). Ancak karbazol metodu
kadar duyarli bir metot degildir ve yiiksek kloriir iyonu konsantrasyonlarinda girisim
yapabilmektedir. Daha sonralar1 Karlsson ve Bjornsson tarafindan 2001 yilinda biyolojik

stvilarda proteoglikanlarin miktarlarinin saptanmasi i¢in kullanilmistir(65).

Jourdian ve arkadaslar1 (1979) tarafindan gelistirilmis olan bir diger HA miktar tayin
yontemi ise tiyobarbiitirik yontemidir. Bu yontem HA’ ya spesifik ve duyarli bir yontem
olarak bilinmektedir. Ancak igerisinde endiistiyel olarak kullanilan mikrobiyal HA liyaz
enziminin varligina gereksinim duyulmasindan dolay1 maliyeti yiiksek olabilecek nitelikte
bir miktar tayin yontemidir. Enzim ile muamele edilen 6rnek sonucunda olusan formil
piruvik asit tiyobarbiitirik asit ile renkli kromofor olusturup, 549 nm’ de Ol¢iimii
yapilmaktadir(66). Daha sonra 1980 yilinda Adams ve Muir tarafindan modifiye edilerek
daha duyarli bir yontem haline getirilmistir(67).

Yaygin olarak kullanilan HA miktar tayin yontemlerinden biri de Morgan-Elson
yontemidir(68). N-asetilglukozamin disakkarit birimi iizerinden HA miktar tayini
yapilmaktadir(32).

HA miktar tayinlerinden en duyarli olarak kullanilan yontem ise enzim bagli HA miktar
tayin yontemleridir. Burada HA baglayici proteinler kullanilarak HA” ya spesifik baglanma
saglanip, miktar tayini yapilmaktadir. Diger yontemlere kiyasla ¢ok daha duyarli olmasina
ragmen, olduk¢a maliyetli bir yontemdir. Bu yontemle nanogram konsantrasyonlarinda HA

miktarlar1 belirlenebilmektedir(32).

15



Bunun yanisira HA’ nin doku ve sivilarda varligi ve diizeyi ELISA (Eznyme-Linked
ImmunoSorbent Assay) ve benzeri gibi yontemlerle spesifik antikorlar kullanilarak

yapilabilmektedir.
2.3. Hyaluronik Asitin immiinolejik Yamti

Gilinimiizde HA o6zellikle tip ve kozmetik olmak iizere bircok alanda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu alanlarda kullanilan endiistriyel HA’ larin hepsi ya hayvansal
dokulardan izole edilmektedir ya da bakteriyel olarak fiiretimi gergeklestirilmektedir.
Uretilen bu HA’ nin kimyasal yapist insan viicudu igerisinde bulunan HA ile benzedigi igin
biyouyumlu ve non-immiinojenik oldugu diisiiniilmektedir. Bu 6zelliklerinden dolayr HA’
nin  kozmetik uygulama disinda, yara iyilesmesinde, eklem hastaliklarinda,
biyomateryallerde kullanimi s6z konusudur. HA’ nin hiicre proliferasyonunda ve hiicre

goctinii arttirarak doku rejenerasyonunda rol oynadigi gosterilmistir(69).

Yara iyilesmesi karmasik ancak diizenli gerc¢eklesen bir olaydir. Farkli birka¢ evreden
meydana gelmektedir ve HA bu evrelerde bircok onemli rolii iistlenmektedir. Yara
lyilesmesi siirecine baktigimizda ilk 24 saat igerisinde pihtilagma mekanizmasi devreye
girmektedir. Burada yiiksek molekiiler agirlikli olan HA gorev alir. Yaralanmadan sonra
HA dretiminde artis olur ve yara bolgesinde birikerek, fibrinojene baglanir. Bu
baslangictaki yiiksek molekiiler agirlikli HA anti-anjiyojeniktir ve immiinbaskilayicidir(4).
Ayn1 zamanda burada hiicrelerin hareketini saglayacak ortami da olusturarak
graniilositlerin buraya go¢ etmesine yardim olur ve ortamdaki 6lii dokularin, bakterilerin

ve diger kontaminantlarin uzaklagsmasini saglar.

Yara iyilesmesinin ikinci asamasinda (24 saatten sonraki siire igerisinde) inflamasyon
basamagi devreye girer. Insizyon alamini makrofajlar doldurmaya baslar ve cesitli
sitokinlerin salimi gerceklesir. Bu asamada ise diisiik molekiiler agirlikli HA devreye
girmektedir(70). Biiyiilk molekiiler agirlikli olan HA ortamda pargalanarak disiik
molekiiler agirlikli hale getirilir(71). Disiik molekiiler agirhkli HA’ nin ¢esitli
calismalarda makrofajlardan I1L-8(71), TNF-o(72) sitokin salinnmina neden oldugu
bildirilmistir.
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TNF-a, yara bolgesinde bircok gorevde rol oynamaktadir. Bunlar arasinda fibroblast
proliferasyonunun ve keratinositlerin diizenlenmesi, kollajen birikimi, ekstraseliiler matriks
proteinlerinin sentezi ve yikimi, immiin cevabin diizenlenmesi ve biiyiime faktdrlerinin
tiretilmesi  gibi prosesler yer almaktadir(72,73). TNF-a, diisiik konsantrasyonlarda
bulundugu zaman indirekt olarak inflamasyonu diizenleyerek yara iyilesmesini ve
makrofajlarin biiyiime faktorii tiretimini arttirir. Ancak yiiksek konsantrasyonlarda, yara

iyilesmesinde zararli etkilere neden olur(74).

Bir diger yara iyilesmesinde énemli olan sitokin ise IL-8” dir. IL-8, keratinosit go¢iinii ve
proliferasyonunu arttirarak reepitelizasyon siirecinde rol oynar(74). Dokunun yeniden
sekillenmesini diizenler. Notrofiller igin kemotaksisi arttirarak, enfeksiyon alanina

goclerini saglar.

HA tarafindan indiiklenen kemokinleri baskilayan sitokinlerden en Onemlisi anti-
inflamatuar 6zellikteki IL-10" dur. Bu sayede inflamatuar cevaplarin sinirlanmasinda ve
sonlandirilmasinda énemli rol oynamaktadir(73). Makrofajlarin aktivasyonunu durdurarak,
inflamasyon sonrast goriilen TNF-a gibi sitokinlerinin inhibisyonuna neden
olmaktadir(75).

Farkli molekiiler agirliktaki HA’ larin immiinojenik etkilerinin belirlenmesine yonelik
calismalar kisith sayidadir. Maharjan ve arkadaslar1 (2011) tarafindan yapilan ¢alismada
yiiksek molekiiler agirlikli (yaklasik 2x10° Da) ve diisiik molekiiler agirhikli (yaklasik
olarak 0,8 ile 8x10° Da) HA’ larin doku hasar1 sonrasinda makrofajlar {izerindeki etkisi
degerlendirilmistir. Calismada, yiiksek molekiiler agirlikli HA” nin insan monositlerini
fibrositlere doniistiirebildigini ancak diisiik molekiiler agirlikli olan HA’ nin ise fibrosit

farklilasmasini engelleyebilecegi durumu gozlenmistir(71).

Lyle ve arkadaslar1 (2010) tarafindan yapilmis olan c¢alismada, makrofajlar tarafindan
sitotoksik bir metabolit olarak kullanilan nitrik oksitin (NO) iiretiminin, diisitk molekiiler
agirlikli HA tarafindan nasil etkilendigine bakilmistir. Bu amagcla sigan hiicre hatt1 olan
RAW 264.7 kullanilmistir. Bu tiir hiicre tiplerinde NO, makrofaj aracili inflamatuar
reaksiyonlarin belirteci olarak degerlendirilmektedir. Calismada diisiik molekiiler
agirhiktaki HA’ nmin NO uyarimina neden olmadigi, NO uyarimindaki temel belirtecin

endotoksin diizeyi oldugu sonucuna varilmistir. Calismanin sonucunda diisiik molekiiler
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agirhkli  HA’ min  makrofaj aracili inflamatuar reaksiyonlarmi direkt olarak
tetikleyemeyecegi ihtimalinin oldugu gosterilmistir. Bu durum, ortamda endotoksin
konsantrasyonunun olduk¢a diisiik diizeyde olabildigi kosul i¢in gosterilmistir. Ancak
calismada da belirtildigi gibi sigan hiicrelerinin in vitro sonuglari, deney kosullarinin

yetersiz olmasindan dolay1 sinirlt kalmistir(76).

Baeva ve arkadaslart (2013) tarafindan yapilan ¢alisma ile elde ettikleri sonuglar 2010
yilinda yaptiklar1 calismanin devami olarak, bu sonuglar1 destekleyecek niteliktedir. Yeni
yapilan calismalarinda farkli molekiiler agirliktaki HA’ lar ile insan makrofaj hiicreleri
tizerinde interlokin 1B (IL-1p) iiretimine bakmislardir. Burada elde edilen sonuglar ile daha
onceki caligmalarda oldugu gibi yiiksek molekiiler agirlikli HA’ nin ¢ogunlukla anti-
inflamatuar olabilecegi ve diisiik molekiiler agirlikli HA’ nin ise immiin sistemi uyarici
nitelikte inflamatuar olarak rol oynayabilecegi kanisina varilmistir. Bu caligmada HA
molekiiler boyutlar1 400 Da ile 1,7x10° Da araliklarinda ve diisik endotoksin
konsantrasyonlari diizeylerinde kullanilmistir. Elde edilen sonuca bakildiginda, yiiksek
inflamatuar durumu goézlendiginde IL-1B tretimi yliksek molekiiler agirlikli HA ile
baskilanabilmektedir. Buna ek olarak mililitrede miligram seviyelerinde diisitk molekiiler
agirhikli HA kullamildigi zaman da IL-1f iiretiminin baskilanabilecegi go6zlenmistir.
Calismanin sonucunda, yapilan bir Onceki calisma ile benzer veriler elde edilerek,
endotoksin diizeylerinin olduk¢a az tutuldugu diizeylerde, diisiik molekiiler agirlikli HA’
nin direkt olarak makrofaj aracili inflamatuar reaksiyonunu arttirmadigi hipotezi

desteklenmistir(77).

Ke ve arkadaslari (2013) tarafindan yapilan calismada ise farkli boyutlardaki diisiik
molekiiler agirhikli HA (LMWHA)’ lar denenerek, bunlarin immiinostimulatdr ve anti-
anjiyojenik aktivitelerine bakilmistir. Calismada 1,45x10° Da boyutunda LMWHA-1,
4,52x10* Da boyutunda LMWHA-2 ve 1,05X106 Da boyutunda HA kullanilmistir.
Immiinostimulatdr aktiviteleri in vitro hiicre ve in vivo hayvan modelleri ile denenerek
degerlendirilmistir. Anjiyojenezis etkilerine ise in vivo olarak chick embriyo koryo
allantoik membran modeli (CAM) kullanilarak bakilmistir. Yapilan ¢alismalardan elde
edilen sonuglara bakildiginda LMWHA-1 ve LMWHA-2’ nin, kullanilan HA’ ya gore
daha gilicli immiinostimulatér etkide bulunabilecegi durumu gozlenmistir. CAM
modelinde elde edilen sonuca gore her bir HA’ nin anjiyojenezisi baskiladigi ancak

LMWHA-1" in digerlerine gore daha yiiksek anti-anjiyojenik aktivite gosterebildigi
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gozlenmistir. Tim bu sonuglar degerlendirildiginde LMWHA’ nin potansiyel dogal bir
immiinomodiilator ve CAM sonuglarina gore de antianjiyojenik bir etkiye sahip molekiil

olabilecegi sonucuna varilmistir(78).
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3. AMAC VE GEREKCE

Biyouyumlu, non-immiinojenik, biyoparcalanabilir ve viskoelastik gibi ozellikleri
nedeniyle, giiniimiizde biyoteknoloji, kozmetik, ortopedik tedavi, oftalmoloji, farmakoloji
gibi medikal alanlarda HA olduk¢a yaygin olarak kullanilmaktadir. Siilfatlanmamis bir
GAG olan ve tekrarlayan disakkarit birimlerinden (B-1,4-D-glukuronik asit ve -1,3-N-
asetil-D-glukozamin) olusan HA bu yapis1 sayesinde bir¢ok biyolojik fonksiyonda rol
oynamaktadir. Genel olarak HA, viicutta yliksek molekiiler agirlikli olarak yaklasik 10°-
10" Da araliginda iiretilmektedir(79), bunun yani sira farkl islevlerine gére orta ve diisiik
molekiiler agirlikli olarak da bulunabilmektedirler. Farkli boyutlarda bulunmasi ona

viicutta farkli islevlerde rol oynamasina izin vermektedir.

HA’ nin su anda diinyadaki pazar paymin 1 milyar dolarin iizerinde oldugu tahmin
edilmektedir(34). Ozellikle kozmetik ve estetik cerrahiye bakildiginda, bu alanda
kullanilan en 6nemli biyomateryal olan kollajenin ve diger dolgu materyallerinin de yerini
aldig1 goriilmektedir. Bir diger onemli kullanim alan1 olan medikal sektoriinde HA
kilogram bagina 40,000- 60,000 dolar degerinde satilmaktadir(34). Giiniimiizde yaklasik
olarak 100 farkli dolgu materyali olup, bunlarin yaris1 HA bazlidir.

HA iiretiminin tilkemizdeki durumuna bakildiginda HA polimerinin ihtiyacini karsilamada
bliylik 6l¢ciide disa bagimli olarak hareket edildigi goriilmektedir. Giin gectikge de gerek
osteoartritli hasta sayisindaki artis gerek kozmetik sektoriinde ve diger uygulama
alanlarindaki artan ihtiya¢ sonucunda HA’ ya olan talep daha da fazla artmaktadir. Bu
nedenle iilkemizde HA polimerinin {iretimine yonelik ciddi calismalarin yapilmasi
gerekmektedir, bu sayede disa bagimli hareket edilmesine gerek kalmadan ¢ok daha ucuza

alim gergeklestirilerek, iilke ekonomisine de katkida bulunulacaktir.

Buna bagl olarak tez kapsaminda S.equi ile mikrobiyal HA iiretimi gergeklestirilmistir.
Oncelikle farkli sicaklik, pH, karistiric1 hizi, glukoz ve inokulum miktarlar1 calisilarak,
optimum kosullar belirlenmistir. Ardindan iiretilen HA’ nin kiiltiir ortamindan etanol
coktiirmesi ile ekstraksiyonu gerceklestirilerek, belli saflikta elde edilmesi i¢in farkli
boyutlarda diyaliz membranlar1 kullanilmistir. Diyaliz membranlarinin kullanilmas: ile
saflastirma isleminde maliyet diisiiriilmeye calisilmistir. Elde edilen HA’ larin miktar

tayinleri i¢in en ¢ok kullanilan yontem olan karbazol yontemi kullanilmistir. Son olarak
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elde edilen HA’ nin ve farkli molekiiler boyutlardaki ticari HA” larin immiinolojik yanitlar
degerlendirilmistir. Bunun i¢in THP-1 insan monosit hiicre dizisi kullanilarak, iiretilen HA
hiicre kiiltiirii ortamina uygulanmistir ve TNF-a, IL-8 ve IL-10 sitokin sekresyon diizeyleri
Ol¢tilmiistiir. Ayn1 zamanda HA’ nin fibroblast hiicre dizisi 1.929 proliferasyonuna etkisi in
vitro MTT hiicre canlilik testi ile belirlenmistir. Gergeklestirilen immiinolojik yanit ve in
vitro denemelerle biyouyumlulugu belirlenerek, iretilen HA’ mnin ilkemizin disa
bagimliligin1 azaltacak yonde gerek medikal gerek kozmetik sektoriinde olasi kullanimini

belirlemek amacglanmistir.
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4. MATERYAL VE YONTEM

4.1. S.equi Asi Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi ve Stoklanmasi

HA fdreticisi olarak kullanilmis olan S.equi (9682) susu, Refik Saydam Hifzisthha
Enstitiisii Kiiltir Koleksiyonu” ndan (Ankara, Tiirkiye) temin edilmistir. Deneyler
esnasinda kullanilacak olan as1 kiiltiirii i¢in triptik soy broth besiyeri (Cizelge 4.1)
hazirlanmistir. S.equi’ nin, stok bakteri kiiltiirlerinin muhafaza edildigi kanli agar besi
ortamindan aseptik kosullarda steril 6ze ile 100 ml’ lik erlenlerde bulunan triptik soy broth
besiyerine ekimi yapilmistir. Ekim yapilan erlenler 37 °C’ de 150 rpm’ de 24 saat
inkiibasyona birakilmiglardir. Daha sonra hazirlanan as1 kiiltiirleri iiretim ortami igin
inokulum olarak kullanilmistir. inokulum olarak ekimi yapilan bakterinin miktar1 OD

olarak belirlenmistir(80).

Cizelge 4.1. As kiiltiirii hazirlanmasi

Malzeme Calisilan Konsantrasyon
Triptik soy broth 30 g/l
H,O

4.2. S.equi Uretim Ortaminin Hazirlanmasi

HA {iretimi igin kiiltiir ortamu belirtilen miktarlarda hazirlanip (Cizelge 4.2 ve Cizelge 4.3),
besiyeri olarak kullanilmistir. Hazirlanan besiyeri ortaminin pH’ s1 7,2” ye ayarlanmistir.
Daha sonra besiyeri ortamina as1 kiiltiiriinden 1 ml ekim yapilarak, 24 saat 37 °C’ de 150

rpm’ de inkiibasyona birakilmigtir.
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Cizelge 4.2. S.equi HA {iretim ortami

Malzeme Calhisilan Konsantrasyon
Sukroz 70,0 g/l
Maya ozitii 25,0 g/l
K>S0, 1,3 g/l
NayHPO4.12H,0 6,2 g/l
FeSO,.7H,0 0,005 g/l
[z element ¢ozeltisi 25 ml
H,0
Cizelge 4.3. iz element ¢ozeltisi
Malzeme Calisilan Konsantrasyon
CaCl, 2,09/l
ZnCl, 0,046 g/l
CuS0,4.5H,0 0,019 g/I
H,0

4.3. Hyaluronik Asit Uretimi icin Kiiltir Ortammmin Optimum Kosullarinin

Belirlenmesi

S.equi ile HA iiretimi i¢in yapilan kiiltiir ortami1 optimizasyon ¢alismalarinda amag yiiksek
miktarda HA iiretimini gergeklestirebilecek ortami saglayabilmektir. Bu nedenle en uygun
HA {iretim kosullarini belirleyebilmek i¢in farkli sukroz miktari, liretim ortami pH degeri,
inkiibasyon ¢alkalama hizi, inkiibasyon sicakligi, inokulum miktar1 parametreleri

calisilmistir(81). Her bir parametre n=3 tekrarl olacak sekilde denenmistir.
4.3.1. Sukroz Miktarinin Hyaluronik Asit Uretimi Uzerine Etkisi

HA iretimi i¢in kiiltiir ortamimin optimum sukroz miktarinin saptanabilmesi amaciyla
kullanilan farkli sukroz konsantrasyonlar1 50, 70 ve 100 g/l (n=3) seklinde belirlenmistir.
Sukroz disindaki diger HA iiretim ortami bilesenleri Cizelge 4.2° de belirtildigi sekilde
hazirlanarak, farkli sukroz konsantrasyonlari ¢alisilmistir. Hazirlanan {iretim ortamlarinin

pH degeri 7,2’ ye ayarlanarak, 37 °C’ de 150 rpm’ de 24 saat inkiibasyona birakilmistr.
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4.3.2. pH Degerinin Hyaluronik Asit Uretimi Uzerine Etkisi

HA iiretimi i¢in kiiltiir ortaminin optimum pH degerinin belirlenebilmesi amactyla pH 5, 7
ve 9 degerleri (n=3) denenmistir. Bir 6nceki optimizasyon ¢alismasinda belirlenen sukroz
konsantrasyonu kullanilarak, diger liretim ortam bilesenlerinin miktarlar1 Cizelge 4.2° de
belirtildigi sekilde hazirlanmigtir. Hazirlanan iiretim ortamlarinin pH degerleri 5, 7 ve 9” a

ayarlanarak, 37 °C* de 150 rpm’ de 24 saat inkiibasyona birakilmistir.

4.3.3. Inkiibatér Calkalama Hizinin Hyaluronik Asit Uretimi Uzerine Etkisi

HA firetimi i¢in kiiltiir ortaminin optimum ¢alkalama hizinin belirlenebilmesi amaciyla
statik, 100, 150 ve 200 rpm ¢alkalama hizi degerleri (n=3) kullanilmistir. Besiyeri
hazirlanmasinda sukroz konsantrasyonu i¢in optimizasyon c¢alismasinda belirlenen
konsantrasyon degeri kullanilarak, diger iiretim ortami bilesenlerinin miktarlar1 Cizelge
4.2’ de belirtildigi sekilde hazirlanmistir ve iiretim ortaminin pH degeri optimizasyon
calismas! sonucunda belirlenen pH degerine ayarlanarak, 37 °C’ de 150 rpm’ de 24 saat

inkiibasyona birakilmistir.

4.3.4. Inkiibasyon Sicakh@min Hyaluronik Asit Uretimi Uzerine Etkisi

HA iiretimi i¢in kiiltiir ortaminin optimum sicaklik degerinin belirlenebilmesi amaciyla 20,
25, 30 ve 37 °C degerleri (n=3) kullamlmustir. Besiyeri hazirlanmasinda sukroz
konsantrasyonu i¢in optimizasyon c¢alismasinda belirlenen konsantrasyon degeri
kullanilarak, diger iiretim ortami bilesenlerinin miktarlar1 Cizelge 4.2° de belirtildigi
sekilde hazirlanmistir ve {iretim ortamimnin pH degeri optimizasyon g¢aligmasi sonucunda
belirlenen pH degerine ayarlanarak, 37 °C’ de 200 rpm’ de 24 saat inkiibasyona

birakilmstir.

4.3.5. inokulum Yogunlugunun Hyaluronik Asit Uretimi Uzerine Etkisi

HA dretimi i¢in kiiltiir ortammda optimum inokulum yogunlugunun belirlenebilmesi
amaciyla %1, 2, 5 ve 10 konsantrasyon degerleri (n=3) kullanilmistir. Besiyeri
hazirlanmasinda sukroz konsantrasyonu i¢in optimizasyon c¢alismasinda belirlenen
konsantrasyon degeri kullanilarak, diger iiretim ortami bilesenlerinin miktarlar1 Cizelge

4.2° de belirtildigi sekilde hazirlanmistir ve iiretim ortammin pH degeri optimizasyon
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calismas! sonucunda belirlenen pH degerine ayarlanarak, 37 °C’ de 200 rpm’ de 24 saat

inkiibasyona birakilmigtir.

4.4, Kiiltiir Sivisindan Hyaluronik Asit Ekstraksiyon Yontemi

Kiiltiir sivisinda gergeklestirilen HA {iretimi sonucunda, buradan ekstraksiyon islemi
gerceklestirilmistir. Kiiltiir sivilarmin {izerlerine esit hacimde %0,1” lik sodyum dodesil
stilfat (SDS) ¢ozeltisi eklenerek, bu sekilde 10 dakika oda sicakliginda bekletilmistir.
Kiiltiir sivisindaki bakteri hiicrelerinin parcalanmasi gerceklestirilen 6rnekler 10 dakikanin
sonunda 5000 g’ de 5 dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen siipernatantlarin tizerlerine 3
kat hacim olacak sekilde etil alkol eklenerek, oda sicakliginda 10 dakika bekletilmistir.
Ardindan ornekler tekrar 5000 g’ de 5 dakika santrifiij edilmislerdir. Santrifiij sonunda

siipernatantlar dokiilerek, pelletler fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisinde (PBS) ¢ozdiiriilmiistiir.

Cizelge 4.4. Kiiltiir s1vis1 ekstraksiyon ¢ozeltisi

Malzeme Konsantrasyon
SDS 1g
H.0 1000 ml

Cizelge 4.5. PBS ¢ozeltisi

Malzeme Konsantrasyon
NaCl 8/l

KCI 0,2 g/l
Na;HPO, 1,44 g/l
KH,PO, 0,24 g/l

H.0

4.5. Hyaluronik Asitin Diyaliz ile Saflastirilmasi

Uretimi gergeklestirilen HA’ nin saflastirma islemi igin diyaliz islemi uygulanmustir.
Bunun i¢in farkli boyutlardaki (3000, 10000 ve 20000 MWCO) diyaliz kasetleri
kullamilmistir. Uretilen HA’ dan 9 ml alinip, farkli boyutlardaki diyaliz kasetlerine
yerlestirilerek PBS’ ye kars1 gece boyu +4 °C’ de diyaliz islemi gerceklestirilmistir.
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4.6. Hyaluronik Asit Miktar Tayin Yontemi

HA miktarinin belirlenmesi amact ile Bitter ve Muir’ in modifiye karbazol yontemi
kullanilmistir(62,63). Hyaluronik asit miktar tayin yontemi hem ekstraksiyon sonrasit hem
de diyaliz islemi sonrasinda gerceklestirilmistir. Ekstraksiyonu yapilan 6rneklerden 50 ul
alinarak, iizerlerine 200 pl 25 mM sodyumtetraborat ¢ozeltisinden eklenerek
vortekslenmistir. Ardindan 10 dakika boyunca 100 °C’ de inkiibasyona birakilmistir. Isitma
isleminden sonra, Ornekler 15 dakika oda sicakliginda bekletilerek, sogutulmustur.
Soguyan orneklerin iizerlerine, %0,125’ lik karbazol ¢ozeltisinden 50 pl eklenerek, tekrar
10 dakika boyunca 100 °C’ de inkiibe edilmistir. Isitilan 6rnekler oda sicakhiginda 15
dakika sogutulduktan sonra, 550 nm’ de UV-spektrofotometre araciligiyla absorbans
Olciimii yapilmistir. Ayn1 sekilde hazirlanan standartlar ile olusturulan egriye dayanarak,

HA miktarlar belirlenmistir.

Cizelge 4.6. Sodyum tetraborat ¢ozeltisi

Malzeme Calhisilan Konsantrasyon
Sodyumtetraborat 0,9525 g
Derisik siilfiirik asit 100 ml

Cizelge 4.7. Karbazol ¢ozeltisi

Malzeme Calisilan Konsantrasyon
Karbazol 0,125¢
Etil alkol 100 ml

4.7.  Hiicre Proliferasyonunun ve Toksisitenin Degerlendirilmesi

Tez kapsaminda elde edilen HA Orneklerinin ve ticari olarak satin alinmis olan farkl
molekiiler biiylikliikteki HA” larin (1,2 kDa, 8-15 kDa, 10-30 kDa, 30-50 kDa, 50-70 kDa
ve 70-120 kDa) fibroblast hiicre proliferasyonuna etkisi ve olas1 toksisitesinin
degerlendirilmesi amaciyla tetrazolyum tabanli kolorimetrik bir yontem olan MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) yontemi kullanilmistir. Zamana ve
doza bagli olarak ¢esitli etken maddeler ile inkiibasyona birakilmis hiicreler MTT ile
muamele edilerek formazan kristalleri olusturmasi saglanmis ve olusan bu kristaller

coziildiikten sonra spektrofotometrede degerlendirilmistir.  Bu yontemle bir hiicre
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toplulugundaki canlt hiicrelerin oran1  kolorimetrik yontemle kantitatif olarak
saptanabilmektedir. Bu yontem saglam hiicrelerde mitokondrinin MTT boyasinin
tetrazolyum halkasini pargalayabilmesi ilkesine dayanmaktadir. Bu reaksiyon frajil bir
mitokondriyal enzim olan siiksinat dehidrogenaz enziminin aktivitesine bagimlidir.
Tetrazolyum halkasinin pargalanmasi sonucu soluk sari renkli MTT boyas1 koyu mavi-mor
formazan {iriiniine doniismektedir. Sonu¢ olarak canli ve mitokondri fonksiyonu
bozulmamis hiicreler mor renkte boyanmakta, 6lii ya da mitokondri fonksiyonu bozulmus
hiicreler boyanmamaktadir. Bu yontem hiicrelerin MTT boyasiyla inkiibasyonu, ¢oken
reaksiyon iirliniiniin ¢oziiniir hale getirilmesi ve reaksiyon {riiniiniin kolorimetrik olarak
Ol¢iimii basamaklarindan olugmaktadir. Zamana ve doza bagli olarak deney protokiiliine
gore cesitli etken maddeler ile inkiibasyona birakilmis hiicreler MTT ile muamele edilerek
formazan Kkristalleri olusturmasi saglanmis ve olusan bu kristalleri ¢6ziiniir duruma
getirmek i¢in Onceden hazirlanmis ¢oOzelti soliisyonu 10 pl/kuyucuk seklinde
eklenmektedir. Bu soliisyon izopropanol i¢inde hazirlanmis 0.1 N HCL ve % 0.5 Triton X-
100° den olusmaktadir. Kristaller ¢oziicli ile ¢oziildiikten sonra spektrofotometrede 550

nm’ de degerlendirilmistir.

Elde edilen HA ornekleri ve farkli molekiiler boyutlardaki ticari HA formlarinin hiicre
proliferasyonundaki etkisinin degerlendirilmesi, L929 fare fibroblast hiicre hatti (ATCC)
ile yapilmistir. Hiicreler, 2 mM L-glutamin, %10 fetal bovine serum, 100 {inite/ml
penisilin-streptomisin igeren Dulbecco's Modified Eagle's ortami (DMEM) igerisinde 37
°C de ve %5 CO, iceren inkiibatorde kiiltiire edilmistir. 75 cm?®” lik flasklarda inkiibe
edilen hiicrelerden, hiicre proliferasyonunun yapilmasi i¢in 96’ lik hiicre kiiltiirii plaklarina
100.000 hiicre/ml konsantrasyonunda olmak iizere her kuyucuga 100 pl’ lik ekim
yapilmistir. Ekim yapildiktan 4 saat sonra plaga yapismis olan hiicrelerin iizerine 50 pl
taze DMEM besiyeri i¢inde Cizelge 4.11° de konsantrasyonlarmin belirtildigi gibi olacak
sekilde PBS igerisinde ¢oziilmiis ve 0,2 um boyutlarindaki filtreden gegirilerek sterilize
edilmis olan oOrnekler eklenmistir (n=8). Orneklerin fibroblast hiicrelerindeki

proliferasyona etkileri 24. ve 48. saatlerde MTT yontemi ile belirlenmistir.
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Cizelge 4.8. Hiicre kiiltiirii besiyeri(hazirlandiktan sonra +4 °C’ de saklanmustir)

Malzeme Calisilan Konsantrasyon
Fetal Bovine Serum 50 ml
Penisilin-Streptomisin (100 pl/ml) 0,5 ml

L-Glutamin (2 mM) 5mi

DMEM besiyeri 500 ml

Cizelge 4.9. MTT boyasi (5 mg/ml)

Malzeme Calisilan Konsantrasyon
MTT 250 mg
PBS tamponu 50 ml

Cizelge 4.10. Lizis ¢ozeltisi

Malzeme Calisilan Konsantrasyon
HCI (1N) 10 mi

Triton X-100 (1,65 M) 1,21 ml

[zopropanol 100 ml

Cizelge 4.11. MTT ve biyouyumluluk denemelerinde kullanilan HA konsantrasyonlari

HA deney gruplan Ornek miktar Son konsantrasyon
MWCO 3500 42,078 mg/ml 1 mg/ml
MWCO 10000 39,763 mg/ml 1 mg/mi
MWCO 20000 39,115 mg/ml 1 mg/ml
1,2 kDa 2,5 mg/ml 1 mg/ml
8-15 kDa 25 mg/mi 1 mg/ml
10-30 kDa 25 mg/ml 1 mg/ml
30-50 kDa 25 mg/ml 1 mg/ml
50-70 kDa 25 mg/ml 1 mg/ml
70-120 kDa 25 mg/mi 1 mg/ml

4.8.

Hyaluronik Asit Biyouyumluluk Testleri

Tez kapsaminda {iretimi gerceklestirilen ve ticari olarak satin alinan farkli molekiiler

biiyiikliikteki HA’larin (1,2 kDa, 8-15 kDa, 10-30 kDa, 30-50 kDa, 50-70 kDa ve 70-120

kDa) immiinolojik yanitlart

TNF-a, IL-8
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degerlendirilmistir. Bu denemeler i¢in insan monositik hiicresi olan THP-1 hiicre hatt1
(ATCC) kullanilmigtir. Elde edilen HA Orneklerinin sitokin sekresyon diizeyleri ELISA
yontemi kullanilarak elde edilmistir(82).

Denemede kullanilacak THP-1 hiicreleri Cizelge 4.8 de belirtilen besiyerinde 37 °C ve %5
CO, ihtiva eden etiivde ¢ogaltilmistir. Cogalan THP-1 monosit hiicreleri 10 ng/ml phorbol-
12-miristat-13-asetat (PMA) iceren besiyerinde 2 giin inkiibe edilerek, makrofaj formuna
doniistiiriilmiislerdir. Orneklerle deneme islemine baslamadan bir giin énce PMA igeren
besiyeri taze besiyeri ile degistirilmistir. Ardindan hiicreler %0,25 Tripsin-EDTA ile
kaldirilarak, 24 kuyucuklu plakalara her bir kuyucukta 3x10° hiicre/ml olacak sekilde ekim
yapilmistir. Son olarak ekim yapilan kuyucuklara farkli molekiiler agirliklara sahip HA
gruplarindan Cizelge 4.11° de belirtilen 6rnek konsantrasyonlari eklenmistir ve PMA ile
makrofaja doniistiiriilen hiicrelerin sitokin sekresyon cevap varligt HA gruplarina ek olarak
1 pg/ml lipopolisakkarit (LPS) uyarimi yapilan deney grubu eklenerek test edilmistir. 24
ve 48 saatlik inkiibasyon sonunda kuyucuklardaki hiicre siipernatantlar1 ELISA yontemiyle
sitokin sekresyon diizeylerine bakilmasi amaciyla toplanmistir ve sitokin 6l¢timleri ticari
olarak temin edilen ELISA development kitleri kullanilarak kit prosediiriine uygun bir

sekilde ol¢iimleri gergeklestirilmistir.

TNF-0, IL-8 ve IL-10 sekresyon diizeylerine bakmak amaciyla kullanilan ELISA
prosediirii asagida belirtildigi sekildedir:

1) 96 kuyucuklu ELISA plaklari, 1X kaplama tamponu igerisinde dilue edilen primer
antikor ¢ozeltisinden her bir kuyuya 100 pl olacak sekilde koyularak kaplanir.
Filmle kapatilan plaklar gece boyunca +4 °C’ de inkiibe edilir.

2) Gece boyu inkiibe edilen plaklar 3 kez yikama tamponu kullanilarak ELISA
yikayicisinda yikama islemi yapilir.

3) Yikama islemi yapilan plaklardaki her bir kuyucuga 200 pl olacak sekilde 1X
ELISA/ELISPOT c¢ozeltisi eklenerek, oda sicakliginda 1 saat boyunca inkiibe edilir
ve bloklama yapilir.

4) Bloklama isleminden sonra plaklardaki kuyucuklara koyulacak olan TNF-a, IL-8
ve IL-10 standartlar1 1X ELISA/ELISPOT dilusyonu ile en yiiksek konsantrasyon 2

ng/ml olacak sekilde ' dillisyonla 7 farkli konsantrasyonda hazirlanir.
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5) 1 saat boyunca oda sicakliginda inkiibe edilerek bloklamaya birakilan plaklar 1 kez
yikama tamponu kullanilarak ELISA yikayicisi ile yikanir.

6) Yikama isleminden sonra HA uygulamasi sonrasi elde edilen siipernatant 6rnekleri
ve hazirlanan standartlardan her bir kuyucuga 100 pl konularak, 2 saat boyunca oda
sicakliginda inkiibe edilir.

7) Inkiibasyon isleminden sonra plakalar tekrar yikama tamponunda ELISA yikayicist
ile yikanir.

8) Kuyucuklar biyotin isaretli TNF-a, IL-8 ve IL-10 antikorlari ile oda sicakliginda 1
saat inkiibe edilir.

9) Inkiibasyon isleminden sonra plakalar tekrar yikama tamponunda ELISA yikayicisi
ile yikanir.

10) Yikama islemi uygulanan plakalardaki kuyucuklarin her birine 1/5000 dilue edilmis
100 ul avidin-HRP (horse radish peroksidaz) ¢ozeltisi eklenir ve plakalar filmle
kapatilarak oda sicakliginda 30 dakika inkiibasyona birakilir.

11) Inkiibasyon isleminden sonra 3 kez yikama tamponu ile ELISA yikayicisinda
yikanan plakalardaki her bir kuyucuga 1X TMB (3-3’-5-5’-tetrametilbenzidin)
¢ozeltisinden 100 pl eklenir ve 15 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibasyona
birakilarak renklenme gozlenir.

12) Inkiibasyon islemi sonucunda mavi renge ddniisen her bir 6rnek kuyucuktaki renk
reaksiyonu 1M H,SOy stop soliisyonu durdurulur.

13)Renk reaksiyonu durdurma isleminden sonra plakalar 450 nm’ de okunarak

absorbanslar kaydedilir.

Cizelge 4.12. ELISA yikama tamponu

Malzeme Calisilan konsantrasyon
PBS (1X) 1000 ml
Tween 20 1ml

4.9.Elde Edilen Verilerin istatistiksel Analizi

Elde edilen sonucglarin normalite testleri yapildiktan sonra gruplar arasi fark SPSS 16.0
kullanilarak tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile yapilmistir. Grup ortalamalar1 farkli

bulunan sonuglara Tukey testi uygulanmistir. Sitokin sekresyon diizeyleri arasindaki
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korelasyon analizi Pearson’s testi ile yapilmistir. Sonuglar ortalama+SEM olarak verilmistir.

p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

31



5. ARASTIRMA BULGULARI

5.1. Hyaluronik Asit Uretimi I¢in Kiiltir Ortammmn Optimum Kosullarinin

Belirlenmesi
5.1.1. Sukroz Miktarmin Hyaluronik Asit Uretimi Uzerine Etkisi

Cizelge 5.1. Sukroz konsantrasyonu optimizasyon sonuglari

Calisilan sukroz konsantrasyonu (g/l) Elde Edilen HA miktar: (g/1)
50 0,51436
70 0,663867
100 0,80852

HA iiretim ortaminin optimizasyonu i¢in ¢alisilan farkli sukroz konsantrasyonlari ile elde
edilen sonuglara bakildiginda, en iyi HA {iretiminin 100 g/l sukroz konsantrasyonu ile elde

edildigi sonucuna varilmistir. Burada ekimi yapilan bakterinin OD(600)’ si 1,90 dur.
5.1.2. pH Degerinin Hyaluronik Asit Uretimi Uzerine Etkisi

Cizelge 5.2. pH degerleri optimizasyon sonuglari

Cahsilan pH degerleri Elde Edilen HA miktar: (g/l)
5 0,6526
7 0,8067
9 0,7826

HA iretim ortaminin optimizasyonu igin ¢alisilan farkli pH degerleri ile elde edilen
sonuclara bakildiginda, en 1yt HA iretiminin pH 7 degeri ile elde edildigi sonucuna

varilmistir. Burada ekimi yapilan bakterinin OD(600)’ si 1,91” dir.
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5.1.3. Inkiibasyon Calkalama Hizinin Hyaluronik Asit Uretimi Uzerine Etkisi

Cizelge 5.3. Calkalama hiz1 optimizasyon sonuglari

Calhisilan calkalama hiz1 degerleri Elde Edilen HA miktar (g/1)
(rpm)
Statik 0,1648
100 0,7036
150 0,8095
200 0,9026

HA {iretim ortaminin optimizasyonu igin g¢alisilan farkli ¢alkalama hizi degerleri ile elde

edilen sonuclara bakildiginda, en iyi HA iiretiminin 200 rpm ile elde edildigi sonucuna

varilmistir. Burada ekimi yapilan bakterinin OD(600)’ si 1,87’ dir.

5.1.4. Inkiibasyon Sicakh@imin Hyaluronik Asit Uretimi Uzerine Etkisi

Cizelge 5.4. Sicaklik degerlerinin optimizasyon sonuglari

Calsilan sicaklik degerleri (°C) Elde Edilen HA miktar: (g/1)
20 0,68308
25 0,7256
30 0,88812
37 0,9026

HA {iretim ortaminin optimizasyonu i¢in ¢alisilan farkli sicaklik degerleri ile elde edilen

sonuglara bakildiginda, en iyi HA iiretiminin 37 °C ile elde edildigi sonucuna varilmistir.

Burada ekimi yapilan bakterinin OD(600)’ si 1,87 dir.

5.1.5. Inokulum Yogunlugunun Hyaluronik Asit Uretimi Uzerine Etkisi

Cizelge 5.5. Inokulum yogunlugunun optimizasyon sonuglari

Calisilan inokulum yogunlugu Elde Edilen HA miktar: (g/l)
degerleri (%)
1 0,9026
2 0,9515
5 1,0526
10 1,0736
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HA iiretim ortaminin optimizasyonu i¢in ¢alisilan farkli inokulum yogunlugu degerleri ile
elde edilen sonuglara bakildiginda, en iyi HA {iretiminin %5 ve %10 inokulum yogunlugu

ile elde edildigi sonucuna varilmistir. Burada ekimi yapilan bakterinin OD(600)’ si 1,87’
dir.

5.1.6. Hiicre Proliferasyonunun ve Toksisitenin Degerlendirilmesi

HA iiretim ortami optimizasyon calismalarindan sonra optimum kosullarda tiretilen HA’
lara farkli molekiiler boyutlarda (3500, 10000 ve 20000 MWCQO) membranlarla diyaliz
islemi uygulanmistir. Diyaliz membranlart ile yapilan saflagtirma islemlerinden sonra
tiretimi gergeklestirilen ve ticari olarak alinan farkli boyutlardaki HA’ larin toksisitesinin
degerlendirilmesi amaciyla, 24. ve 48. saatlerde MTT testi uygulanmistir. Elde edilen
hiicre canlilik diizeylerinin sonuglar1 kontrole oranlanarak yiizde degisim olarak asagidaki

sekillerde gosterilmistir.
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HA gruplan

Sekil 5.1. Farkli HA gruplarmin fare fibroblast hiicre dizisinin (1929, ATCC)
proliferasyonuna etkisi. Sonuclar kontrol grubuna gore yiizde degisim olarak verilmistir
(24 saat). p<0.05 anlamli kabul edilmistir. Sonuglar ortalama + SD olarak verilmistir.
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Sekil 5.2. Farkli HA gruplarmin fare fibroblast hiicre dizisinin (L929, ATCC)
proliferasyonuna etkisi. Sonuclar kontrol grubuna gore ylizde degisim olarak verilmistir
(48 saat). p<0.05 anlamli kabul edilmistir. Sonuglar ortalama = SD olarak verilmistir.

Farklt HA gruplar1 arasindaki istatistiksel anlamlilik gruplarin kontrolle ve kendi iginde

karsilastirilmast seklinde degerlendirilmistir. p<0,05 anlamli kabul edilmistir.
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Sekil 5.3. Farkli HA gruplarinin ve LPS’ nin fare fibroblast hiicre dizisinin (L929, ATCC)
proliferasyonuna etkisi (24. saat). Sonuclar ortalama+SEM olarak verilmistir. *p<0,05,
**p<0,01 ve ***p<0,001 Farkli HA gruplarinin kontrol grubuna goére karsilastiriimasi
sonucu anlaml: farkliliklar gostermektedir.
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24. saat MTT testinde gruplarin istatistiksel olarak birbirlerine gore anlamli olup

olmadiklar1 da %95’ lik giliven araligina gore degerlendirilmistir. p<0,05 anlamli kabul

edilmistir.

Kontrol grubuna gére MWCO 3500 (p=0,028), MWCO 10000 (p=0,001), MWCO
20000 (p=0,000), 1,2 kDa (p=0,000) gruplarinin degisimleri anlamli bulunmustur.
MWCO 3500 grubuna goére kontrol (p=0,028), 8-15 kDa (p=0,09), 10-30 kDa
(p=0,003), 50-70 kDa (p=0,001), 70-120 kDa (p=0,000) ve LPS (p=0,000)
gruplarmin degisimleri anlamli bulunmustur.

MWCO 10000 grubuna gore kontrol (p=0,001), 8-15 kDa (p=0,002), 10-30 kDa
(p=0,000), 30-50 kDa (p=0,006), 50-70 kDa (p=0,000), 70-120 kDa (p=0,000) ve
LPS (p=0,000) gruplarinin degisimleri anlamli bulunmustur.

MWCO 20000 grubuna gore kontrol (p=0,000), 8-15 kDa (p=0,000), 10-30 kDa
(p=0,000), 30-50 kDa (p=0,001), 50-70 kDa (p=0,000), 70-120 kDa (p=0,000) ve
LPS (p=0,000) gruplarinin degisimleri anlamli bulunmustur.

1,2 kDa grubuna goére kontrol (p=0,000), 8-15 kDa (p=0,000), 10-30 kDa
(p=0,000), 30-50 kDa (p=0,000), 50-70 kDa (p=0,000), 70-120 kDa (0,000) ve LPS
(p=0,000) gruplarinin degisimleri anlamli bulunmustur.

8-15 kDa grubuna gére MWCO 3500 (p=0,019), 10000 (p=0,002), 20000
(p=0,000) ve 1,2 kDa (p=0,000) gruplarinin degisimleri anlamli bulunmustur.

10-30 kDa grubuna gore MWCO 3500 (p=0,003), 10000 (p=0,000), 20000
(p=0,000) ve 1,2 kDa (p=0,000) gruplarinin degisimleri anlamli bulunmustur.

30-50 kDa grubuna gére MWCO 10000 (p=0,006), 20000 (p=0,001) ve 1,2 kDa
(p=0,000) gruplarinin degisimleri anlamli bulunmustur.

50-70 kDa grubuna gére MWCO 3500 (p=0,001), 10000 (p=0,000), 20000
(p=0,000) ve 1,2 kDa (p=0,000) gruplarinin degisimleri anlamli bulunmustur.
70-120 kDa grubuna gére MWCO 3500 (p=0,000), 10000 (p=0,000), 20000
(p=0,000) ve 1,2 kDa (p=0,000) gruplarinin degisimleri anlamli bulunmustur.

LPS grubuna gére MWCO 3500 (p=0,000), 10000 (p=0,000), 20000 (p=0,000) ve
1,2 kDa (p=0,000) gruplarinin degisimleri anlamli bulunmustur.
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Sekil 5.4. Farkli HA gruplarinin ve LPS’ nin fare fibroblast hiicre dizisinin (L929, ATCC)
proliferasyonuna etkisi (48. saat). Sonuglar ortalama+SEM olarak verilmistir.

48. saat MTT testinde gruplarin istatistiksel olarak birbirlerine gore anlamli olup
olmadiklar1 da %95’ lik giiven araligina gore degerlendirilmistir. p<0,05 anlamli kabul

edilmistir.

e MWCO 3500 grubuna gore 8-15 kDa (p=0,042) grubunun degisimleri anlamli
bulunmustur.

e MWCO 10000 grubuna gore 8-15 kDa (p=0,019) grubunun degisimleri anlamli
bulunmustur.

e MWCO 20000 grubuna goére 8-15 kDa (p=0,001) grubunun degisimleri anlamli
bulunmustur.

e 1,2 kDa grubuna gore 8-15 kDa (p=0,001) grubunun degisimleri anlamli
bulunmustur.

e 8-15 kDa grubuna gére MWCO 3500 (p=0,042), 10000 (p=0,019), 20000
(p=0,001) ve 1,2 kDa (p=0,001) gruplarinin degisimleri anlamli bulunmustur.
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5.1.7. Hyaluronik Asit Biyouyumluluk Testleri

HA biyouyumluluk testleri THP-1 hiicre dizisi ile gergeklestirilmistir. Bunun i¢in insan
monositik hiicrelerinin (native form) ilk olarak PMA yardimiyla makrofaja farklilasmalar1

gerceklestirilmistir.

Sekil 5.5. A. Insan monositik hiicre dizisi (THP-1, ATCC) (naive form) B. PMA (10
ng/ml) ile 48 saatlik uyarim sonrasi makrofaja farklilasmis hiicreler (10X, 40X)

Insan monositik hiicre dizisi THP-1 hiicreleri dogal formunda yuvarlak ve yapismayan
iken, 48 saat 10 ng/ml PMA uygulamasi sonrasinda hiicre kiiltiirii ortaminda flaska
yapigsmig ve tipik makrofaj goriintiisii olan hiicre uzantilarini olusturmustur. Sitokin
sekresyon cevabi deney gruplarina 1 pg/ml lipopolisakkarit (LPS) uyarimi eklenerek test

edilmistir.

HA {retim ortami optimizasyon g¢aligmalarindan sonra optimum kosullarda iiretilen HA’
lara farkli molekiiler boyutlarda (3500, 10000 ve 20000 MWCO) membranlarla diyaliz
islemi uygulanmistir. Diyaliz membranlar ile yapilan saflastirma islemlerinden sonra
tiretimi gergeklestirilen ve ticari olarak alinan farkli boyutlardaki HA’ larin immiinolojik
yanitlarinin degerlendirilmesi amaciyla IL-8, IL-10 ve TNF-a sitokinlerinin sekresyon
diizeylerine bakilmistir. Elde edilen sitokin sekresyon diizeylerinin sonuglar1 yiizdesel

olarak asagidaki sekillerde gosterilmistir.
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Sekil 5.6. Farkli HA gruplarinin insan monositik hiicre dizisinde (THP-1, ATCC) IL-8
sitokin sekresyon diizeyine etkisi. Sonuglar kontrol grubuna gore yiizde degisim olarak
verilmistir. p<0.05 anlamli kabul edilmistir. Sonuglar ortalama = SD olarak verilmistir.
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Sekil 5.7. Farkli HA gruplarinin insan monositik hiicre dizisinde (THP-1, ATCC) IL-10
sitokin sekresyon diizeyine etkisi. Sonuclar kontrol grubuna gore yiizde degisim olarak
verilmigtir. p<0.05 anlamli kabul edilmistir. Sonuglar ortalama + SD olarak verilmistir.
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Sekil 5.8. Farkli HA gruplarinin insan monositik hiicre dizisinde (THP-1, ATCC) TNF-a
sitokin sekresyon diizeyine etkisi. Sonuglar kontrol grubuna gore ylizde degisim olarak
verilmistir. p<0.05 anlamli kabul edilmistir. Sonuglar ortalama + SD olarak verilmistir.

Farkli HA gruplan arasindaki istatistiksel anlamlilik gruplarin kontrolle ve kendi i¢inde

karsilastirilmasi seklinde degerlendirilmistir. p<0,05 anlamli kabul edilmistir.
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Sekil 5.9. Farkli HA gruplarinin ve LPS’ nin insan monositik hiicre dizisinde (THP-1,
ATCC) IL-8 sitokin sekresyon diizeyi sonuglart. Sonuglar ortalama+SEM olarak
verilmistir. *p<0,05, **p<0,01 ve ***p<0,001 Farkli HA gruplarinin kontrol grubuna gore
karsilastirilmasi sonucu anlamli farkliliklar1 géstermektedir.
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IL-8 sitokin sekresyon diizeylerinde gruplarin istatistiksel olarak birbirlerine gore anlamli
olup olmadiklart %95 giiven araligmma gore degerlendirilmistir. p<0,05 anlamli kabul

edilmistir.

e Kontrol grubuna gére MWCO 3500 (p=0,000), MWCO 10000 (p=0,000), MWCO
20000 (p=0,000), 1,2 kDa (p=0,000), 8-15 kDa (p=0,000), 10-30 kDa (p=0,000),
30-50 kDa (p=0,000), 50-70 kDa (p=0,003), 70-120 kDa (p=0,045), LPS (p=0,000)
gruplariin degisimleri anlamli bulunmustur.

e MWCO 3500 grubuna goére kontrol (p=0,000), 50-70 kDa (p=0,007) ve 70-120 kDa
(p=0,000) gruplarinin degisimleri anlamlt bulunmustur.

e MWCO 10000 grubuna gore kontrol (p=0,000), 50-70 kDa (p=0,003) ve 70-120
kDa (p=0,000) gruplarinin degisimleri anlamli bulunmustur.

e MWCO 20000 grubuna gore kontrol (p=0,000), 50-70 kDa (p=0,017) ve 70-120
kDa (p=0,001) gruplarinin degisimleri anlamli bulunmustur.

e 1,2 kDa grubuna goére kontrol (p=0,000), 50-70 kDa (p=0,022) ve 70-120 kDa
(p=0,001) gruplarinin degisimleri anlamli bulunmustur.

e 8-15 kDa grubuna gore kontrol (p=0,000) grubunun degisimi anlamli bulunmustur.

e 10-30 kDa grubuna gore kontrol (p=0,000) ve LPS (p=0,014) gruplarinin
degisimleri anlamli bulunmustur.

e 30-50 kDa grubuna gore kontrol (0,000), 50-70 kDa (p=0,038) ve 70-120 kDa
(p=0,003) gruplarinin degisimleri anlamli bulunmustur.

e 50-70 kDa grubuna gore kontrol (p=0,003), MWCO 3500 (p=0,007), 10000
(p=0,003), 20000 (p=0,017), 1,2 kDa (p=0,022), 30-50 kDa (p=0,038) ve LPS
(p=0,001) gruplarinin degisimleri anlamli bulunmustur.

e 70-120 kDa grubuna gore kontrol (p=0,045), MWCO 3500 (p=0,000), 10000
(p=0,000), 20000 (p=0,001), 1,2 kDa (p=0,001), 30-50 kDa (p=0,003) ve LPS
(p=0,000) gruplarinin degisimleri anlamli bulunmustur.

e LPS grubuna gore kontrol (p=0,000), 10-30 kDa (p=0,014), 50-70 kDa (p=0,001)
ve 70-120 kDa (p=0,000) gruplarinin degisimleri anlamli bulunmustur.
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Sekil 5.10. Farkli HA gruplarinin ve LPS’ nin insan monositik hiicre dizisinde (THP-1,
ATCC) IL-10 sitokin sekresyon diizeyi sonuglari. Sonuglar ortalamat+SEM olarak
verilmigtir. ***p<0,001 Farkli HA gruplarinin kontrol grubuna goére karsilastirilmast
sonucu anlamli farkliliklar1 gdstermektedir.

IL-10 sitokin sekresyon diizeylerinde gruplarin istatistiksel olarak birbirlerine gore anlaml
olup olmadiklart %95 giiven araligina gore degerlendirilmistir. p<0,05 anlamli kabul

edilmistir.

e Kontrol grubuna gore LPS (p=0,000) grubunun degisimi anlamli bulunmustur.

e MWCO 3500 grubuna goére LPS (p=0,000) grubunun degisimi anlaml
bulunmustur.

e MWCO 10000 grubuna gore LPS (p=0,000) grubunun degisimi anlaml
bulunmustur.

e MWCO 20000 grubuna gore LPS (p=0,000) grubunun degisimi anlaml
bulunmustur.

e 1,2 kDa grubuna gore LPS (p=0,000) grubunun degisimi anlamli bulunmustur.

e 8-15 kDa grubuna gore LPS (p=0,000) grubunun degisimi anlamli bulunmustur.

e 10-30 kDa grubuna gore LPS (p=0,000) grubunun degisimi anlamli bulunmustur.

e 30-50 kDa grubuna gore LPS (p=0,000) grubunun degisimi anlamli bulunmustur.

e 50-70 kDa grubuna gére LPS (p=0,000) grubunun degisimi anlamli bulunmustur.

e 70-120 kDa grubuna gore LPS (p=0,000) grubunun degisimi anlamli bulunmustur.

e LPS grubuna gore kontrol (p=0,000), MWCO 3500 (p=0,000), 10000 (p=0,000),
20000 (p=0,000), 1,2 kDa (p=0,000), 8-15 kDa (p=0,000), 10-30 kDa (p=0,000),
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30-50 kDa (p=0,000), 50-70 kDa (p=0,000) ve 70-120 kDa (p=0,000) gruplarinin

degisimleri anlamli bulunmustur.
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Sekil 5.11. Farkli HA gruplarinin ve LPS’ nin insan monositik hiicre dizisinde (THP-1,
ATCC) TNF-a sitokin sekresyon diizeyi sonuglari. Sonuglar ortalama+SEM olarak
verilmigtir. ***p<0,001 Farkli HA gruplarmin kontrol grubuna goére karsilastiriimasi
sonucu anlamli farkliliklar1 gostermektedir.

TNF-a sitokin sekresyon diizeylerinde gruplarin istatistiksel olarak birbirlerine gore
anlamli olup olmadiklar1 %95 giiven araligmma gore degerlendirilmistir. p<0,05 anlaml

kabul edilmistir.

e Kontrol grubuna gore LPS (p=0,000) grubunun degisimi anlamli bulunmustur.

e MWCO 3500 grubuna gore LPS (p=0,000) grubunun degisimi anlaml
bulunmustur.

e MWCO 10000 grubuna gore LPS (p=0,000) grubunun degisimi anlaml
bulunmustur.

e MWCO 20000 grubuna gore LPS (p=0,000) grubunun degisimi anlaml
bulunmustur.

e 1,2 kDa grubuna gore LPS (p=0,000) grubunun degisimi anlamli bulunmustur.

e 8-15 kDa grubuna gore LPS (p=0,000) grubunun degisimi anlamli bulunmustur.

e 10-30 kDa grubuna gére LPS (p=0,000) grubunun degisimi anlaml1 bulunmustur.

e 30-50 kDa grubuna gére LPS (p=0,000) grubunun degisimi anlamli1 bulunmustur.
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e 50-70 kDa grubuna gére LPS (p=0,000) grubunun degisimi anlaml1 bulunmustur.

e 70-120 kDa grubuna gore LPS (p=0,000) grubunun degisimi anlamli bulunmustur.

e LPS grubuna goére kontrol (p=0,000), MWCO 3500 (p=0,000), 10000 (p=0,000),
20000 (p=0,000), 1,2 kDa (p=0,000), 8-15 kDa (p=0,000), 10-30 kDa (p=0,000),
30-50 kDa (p=0,000), 50-70 kDa (p=0,000) ve 70-120 kDa (p=0,000) gruplarinin

degisimleri anlamli bulunmustur.

Sitokin sekresyon diizeyleri arasindaki korelasyon analizi Pearson’s testi ile yapilmistir ve
su sonuclar elde edilmistir:
e |L-8 sekresyon diizeyi, IL-10**! (R=0,391, P=0,008) sekresyon diizeyi ile iliskili
ve anlamli bulunmustur.
e TNF-a sekresyon diizeyi, IL-10** (R=0,893, P=0,000) sekresyon diizeyi ile iligkili
ve anlamli bulunmustur.
e |L-10 sekresyon diizeyi, IL-8** (R=0,391, P=0,008) ve TNF-o** (R=0,893,

P=0,000) sekresyon diizeyleri ile iliskili ve anlamli bulunmustur.

! ##Korelasyon p<0,01 diizeyinde anlamlidir.
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6. TARTISMA ve SONUC

Gliniimiizde basta kollajen olmak {izere bir¢ok dolgu materyalinin yerini almaya baslayan
HA, kozmetik, tip ve biyoteknoloji alanlarinda oldukga biiyiik bir dneme sahiptir. Sahip
olmus oldugu kimyasal yapisindan dolayr viicutta bircok Onemli gorevi yerine
getirebilmektedir. Buna bagl olarak endiistriyel anlamda viskocerrahi, viskozite arttirici,

viskodestekleyici ve viskokoruyucu olarak farkli alanlarda tercih edilebilmektedir(83).

Viskoelastik, polianyonik bir yapiya sahip olmasi ve biyouyumlulugunun son derece
yiksek olmast kozmetik alaninda kullanilabilirligini arttirmaktadir. Bu sayede
kirigikliklara karsi elastikiyeti arttirict ve aymi zamanda da cildi nemlendirici yonde

kullanilabilmektedir(84).

Tip alaninda ise yaygin olarak ortopedik cerrahide artritli hastalarda eklem igi
kayganlagtirici stvi olarak ve oftalmolojik cerrahi miidahalelerde ise bosluklarin giderimi

amaciyla kullanilmaktadir(83).

Yaygm kullanim amaglarina bakildiginda HA tretimine diinya genelinde olduk¢a fazla
miktarda ihtiya¢ oldugu anlasilabilmektedir. Bu nedenle 2005 yilinda 1 milyon dolarin
tizerinde olan HA’ nin diinyadaki pazar pay1 her gegen yil daha da artmaktadir(34). Yaygin
olarak horozibiginden saflagtirma ve bakteriyel fermantasyon yoluyla HA’ nimn {iretimi
gerceklestirilmektedir. Ancak horozibiginden saflagtirma islemi hem maliyetli hem de
hayvansal kaynaklardan yliksek oranda kontaminasyon riskinden dolayi, HA’ nin

tiretiminde bakteriyel fermantasyon yoluna dogru olan egilim artmstir.

HA iiretiminin bakteriyel fermantasyon prosesinde kullanilan kesikli, yar1 kesikli ve
stirekli kiiltiir sistemlerinden yaygin olarak tercih edilen yontem kesikli kiiltiir sistemidir.
Ozellikle de HA’ nin molekiiler biiyiikliigiiniin ve konsantrasyonun arttirilmasi ydniindeki
optimizasyon ¢alismalar1 bu kiiltiir prosesi ile gergeklestirilmektedir. Bir ¢ok optimizasyon
prosesinde oldugu gibi burada da kiiltiir sartlar1 (pH, sicaklik, ¢alkalama hizi, havalandirma
orani, ¢Oziinmiis oksijen, biyoreaktor tipi) ve kiiltiir ortaminin igerigi bakteriyel HA

tiretimini 6nemli 6l¢iide etkilemektedir(21).
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Ulkemizde her gegen giin uygulama alam1 olduk¢a genisleyen HA’ nin iiretimine
bakildiginda, yurtdisina bagiml olarak hareket ettigimiz goriilmektedir. Bu durum zaten
maliyeti yiiksek olan HA’ nin, hastalarimizin kullanimina kadar gelen siire¢ sonunda daha
da maliyetli hale gelmesine neden olmaktadir. Bu nedenle iilkemizde de HA’ nin iiretimine
yonelik caligmalarin  hizlandirilmas1  gerekmekte olup, disartya olan bagimlilik
azaltilmalidir. Ayrica tretilecek HA’ nin immiinolojik olarak da belli biyouyumluluk

testlerinden gegirilmesi ve kullaniminin kabul edilebilir duruma getirilmesi gerekmektedir.

Tez kapsamina bakildiginda, yapilan ¢aligsma ile bakteriyel kokenli insan uygulamalari igin
yiikksek biyouyumluluga sahip yerli HA iiretimi amaglanmistir. Optimum kosullarda HA
iretimi gerceklestirilip, {iretilen HA’ nmn immiinolojik yanit1 degerlendirilmeye
calisilmistir. HA’ nin molekiiler biiytikliiklerinin siniflandirilmas: konusunda net bir kaniya
vartlamamasi durumu s6z konusu oldugundan farkli molekiiler boyutlarda ticari HA alimi
gerceklestirilmis olup, bunlarin da immiinolojik yanitlari ¢alisilmig ve tretilen HA” ninki

ile karsilagtirilmastir.

Kiiltiir kosullarinda yeni materyalleri {iretebilme adina bakteriler tarafindan kullanilan en
onemli besin kaynagi karbon kaynagidir. Calisma kapsaminda karbon kaynagi olarak
sukroz kullanilmis olup 50, 70 ve 100 g/l konsantrasyonlar1 optimizasyon i¢in denenmistir.
Cizelge 5.1° de gosterildigi gibi en yiiksek HA konsantrasyonuna 100 g/l sukroz miktari ile
ulagilmigtir. Liu ve arkadaglar1 (2009) tarafindan gergeklestirmis olan c¢alismada
S.zooepidemicus (WSH-24) susu kullanarak 70 g/l baslangi¢ sukroz konsantrasyonu ile
yiiksek konsantrasyonda HA iiretimi gergeklestirilmistir. Ekimi yapilan bakterinin miktari
OD olarak Olgiilmiistir. Ancak burada karbon kaynagi optimizasyon c¢alismast
yapilmamistir ve 4 litre fermantasyon hacmi ile g¢alisilmistir(80). Rangasway ve Jain
(2008) tarafindan yapilan ¢alismada ise S.equi subsp. zooepidemicus (ATCC 39920)
tarafindan yiiksek miktarda HA iiretimi i¢in farkli karbon kaynaklar1 denenmistir. Karbon
kaynagi olarak glukoz, sukroz ve laktoz denenmis olup, en iyi sonug¢ sukroz ile saglanmis
ve 10 litrelik biyoreaktdr igerisinde 50 g/l sukroz ve 10 g/l kazein hidrolizati kullanilarak,
5-6 g/l araliginda HA elde edilmistir(85).

Kiiltiir ortam1 i¢in pH optimizasyon sonuglarina bakildiginda Cizelge 5.2° de gosterildigi
gibi iiretim prosesi i¢in optimum pH degeri 7 bulunmustur. Elde edilen pH degeri Kim,

Yoo ve arkadaslart (1996) tarafindan gerceklestirilen optimizasyon calismasinda da
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optimum olarak bulunmustur(21). Ayrica sonug, Huang ve arkadaslar1 (2006) tarafindan,
Duan ve arkadaglar1 (2008) ile Liu ve arkadaslar1 (2008) tarafindan da S.zooepidemicus ile
gergeklestirilmis olan HA tiretimi ¢alismasi ile de desteklenmektedir. Bu iki ¢alismada da
ortam pH’ s1 7° ye ayarlanmis ve bu sekilde tiretim gergeklestirilmistir(52,86,87). Bunun
yant sira baska bir ¢alismada alkali stresin tiretim ortaminda olusturulup, HA iiretimi igin
olusturdugu etkiye de bakilmistir. Liu ve arkadaslari (2008) yaptiklari calisma ile
S.zooepidemicus’ un (WSH-24) kesikli olarak alkali strese sokulmasinin HA iiretimini
nasil etkiledigini arastirmislardir. Uretim esnasinda ortam ilk 6 saat pH 7’ de, ardindan 1
saat pH 8,5’ te ve tekrar pH 7’ ye getirilerek iiretimin tamamlanmasi saglanmistir.
Calismanin  sonucunda kontrol {iretim ortaminda 5,0 + 0,1 g/l HA iiretimi
gerceklestirilmisken, alkali stres ile beraber gerceklestirilen iiretim sonucunda HA’ nin

konsantrasyonu 6,5 = 0,2 g/l olarak tespit edilmistir(88).

HA gibi polisakkaritlerin fermantasyon ortamlari, Newton’ un viskozite kanunlarina
uymayan akigkan sistemi olan non-Newtonian 6zellik gostermektedir. Ote yandan HA
liretim prosesinde ¢Oziinmils oksijen konsantrasyonu ve ortamdaki diger besiyeri
bilesenlerinin de homojen bir dagilimmin saglanmasi bakteriyel liretim proseslerinde
olduk¢a o6nemlidir(21,47,50,87). Buna bagli olarak da tiretim sirasinda gerekli olan
¢ozlinmiis oksijenin konsantrasyonunun yiiksek tutulmasi adina c¢alkalama hizlarinda
optimizasyon calismasina gidilmistir ve Cizelge 5.3’ te gosterildigi gibi optimum
calkalama hizinin 200 rpm oldugu sonucuna varilmistir. Yine Liu ve arkadaslar1 (2009)

tarafindan bu deger kullanilarak HA {iretimi gergeklestirilmistir(80).

Kiiltlir ortaminin optimizasyon caligmalarinda denenmis olan bir diger parametre de
sicaklik olmustur. Cizelge 5.4’ te sonucun gosterildigi gibi HA iiretimi i¢in bulunan
optimum sicaklik degeri 37 °C olmustur. Bu optimum sicaklik degeri, Kim ve arkadaslar
(1996) tarafindan gergeklestirilmis olan optimizasyon calismasinda da 37 °C olarak
gosterilmistir(21). Huang ve arkadagslar1 (2006) ve Duan ve arkadaglar1 (2008) tarafindan
da S.zooepidemicus ile gergeklestirilen diger HA iiretim c¢alismalarinda da kiiltivasyon

sicaklig1 37 °C’ ye ayarlanmis ve iiretim gerceklestirilmistir(86,87).

HA iiretim ortam1 i¢in yapilan inokulum yogunlugu optimizasyon caligmasinda ise Cizelge
5.5’ de belirtildigi gibi optimum konsantrasyon degeri %10 olarak bulunmustur. Literatiire

bakildiginda inokulum yogunluk degeri ile ilgili net bir ifadeye rastlanmamaktadir. Ancak
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bir Armstrong ve Johns (1997) tarafindan S.equi subsp. zooepidemicus (ATCC 35246) ile
gerceklestirilen HA iiretim prosesinde inokulum yogunluk miktar1 %13 olarak kullanilmig
olup, az miktarlardaki inokulum yogunlugu ile fermantasyon {irlinlerinin daha az

olabilecegi ifade edilmistir(89).

Tez kapsaminda gerceklestirilmis olan optimizasyon ¢alismasinda genel olarak HA iiretimi
icin kullanilmakta olan(89) kesikli kiiltiir prosesi tercih edilmistir. Ayrica kesikli kiiltiir
prosesi endiistriyel olarak da HA {iiretimi igin tercih edilen yontemdir. Siirekli kiiltiir
sistemleri ile kesikli kiiltiir sistemleri karsilastirildiginda, siirekli kiiltiir sistemlerinde
substrat kullanim verimliligi oldukca diisiiktiir ve bu durum endiistriyel olarak yontemin az
tercih edilmesinin de temel sebebidir. Bir diger neden ise uzun siireli proseslerde HA

iretiminin veriminin azalmasidir(90).

S.equi ile gergeklestirilen HA tiretim optimizasyon ¢alismasi ile tez kapsaminda elde edilen
HA’ nin konsantrasyonu 1,0736 g/l olarak bulunmustur. Literatiire bakildiginda farkl alt
suglarla daha yiiksek konsantrasyonlarda HA’ nin iretilebildigi gézlemlenmektedir. Kim
ve arkadaglar1 (1996) tarafindan S.equi (KFCC 10830) mutant susu ile yapilan
optimizasyon ¢aligmasinda HA miktar1 6-7 g/l olarak elde edilmistir(21). Rangaswamy ve
Jain (2008) tarafindan S.equi subsp. zooepidemicus (ATCC 39920) gergeklestirilen
optimum HA {iretim prosesinde HA miktar1 5-6 g/l olarak elde edilmistir(91). Im ve
arkadaglar1 (2009) tarafindan Streptococcus sp. 1D9102 (KCTC 11935BP) ile
gergeklestirilen HA tiretim optimizasyon ¢alismasinda ise elde edilen HA miktar1 6,94 g/l
olarak bulunmustur(92). Liu ve arkadaslari (2009) tarafindan S.zooepidemicus WSH-24
susu ile gerceklestirilen optimum HA iiretim prosesinde ise HA miktar1 6,7 g/l olarak
saptanmistir. Ekimi yapilan bakterinin miktar1 OD olarak Ol¢iilmiistiir(80). Literatiirle
karsilagtirildigt zaman tez kapsaminda iiretilen HA miktarinin daha az oldugu yorumu
yapilsa bile aslinda tam olarak bir kiyaslama miimkiin olmamaktadir. Bunun sebebinin
farkli iretim kosullarinin uygulanmasi, farklt hacimlerde farkli fermentorlerin
kullanilmasi, iiretim esnasinda imkan dahilinde farkli parametrelerin de Olg¢iiliip

kullanilabilmesi gibi durumlardan kaynaklanabilecegi yorumu yapilabilir.

HA {iretim ortami optimizasyon ¢alismalarindan sonra optimum kosullarda iiretilen HA’
lara farkli molekiiler boyutlarda (3500, 10000 ve 20000 MWCO) membranlarla diyaliz

islemi uygulanmistir. Diyaliz membranlar ile yapilan saflastirma islemlerinden sonra
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tiretimi gerceklestirilen ve ticari olarak alinan farkli boyutlardaki HA” larin toksisitesi HA
uygulamalarinda temel hedef hiicrelerden biri olan fibroblast hiicreleri ile
gerceklestirilmistir. Farkli molekiiler boyutlardaki HA gruplarinin, L929 hiicrelerinin 24.
ve 48. saatlerde hiicre proliferasyonlarindaki degisimi MTT testi ile degerlendirilmistir.
HA, insan viicudunda farkli boyutlarda bulunmaktadir. Bunun yani sira literatiir
incelendiginde diisiik, orta ve yliksek molekiiler boyutlarda HA tanimlamalarinda da
celigkiler oldugu goriilmektedir. Bu nedenle ticari olarak bulunan farkli HA boyutlar (1,2
kDa-120 kDa, 6 farkli boyut) temin edilerek, hiicre kiiltiirii uygulamalarinda kullanilip

etkileri incelenmistir.

Elde edilen hiicre canlilik diizeylerinin sonuglar1 kontrol grubuna gore yiizdesel degisim
olarak Sekil 5.1 ve Sekil 5.2 de gosterilmistir. Genel olarak MTT testinin 24 ve 48 saatlik
sonuclarina bakildiginda 24. saatte, tiretilen HA gruplar1 (MWCO 3500, 10000 ve 20000)
tarafindan akut bir toksisitenin veya hiicre proliferasyonunda azalmanin olusturulmus
oldugu, ancak 48. saatte bu etkinin kaybolmus oldugu gozlenmistir. 24. saatte ortaya ¢ikan
etki anlamli bulunmustur (p<0,05). Ayn1 sekilde ticari olarak satin alinmis olan 1,2 kDa
boyutundaki HA’ nin da 24. saatte akut bir toksisite yaratmis oldugu, 48. saatte ise
etkisinin azaldigr gozlenmistir (p<0,05). Bu durum diisik molekiiler boyutlardaki
uygulamalarinin erken donemde fibroblastlarda hiicre proliferasyonunda azalmaya neden

olabilecegini diisiindiirmektedir.

HA biyouyumluluk testleri THP-1 hiicre dizisinde proinflamatuar ve anti-inflamatuar
sitokin sekresyonuna etkilerinin degerlendirilmesi ile gergeklestirilmistir. Bunun igin insan
monositik hiicrelerinin (naive form) ilk olarak PMA uygulamas: ile makrofaja
farklilasmalar1 gergeklestirilmistir. Makrofaj hiicreleri 1 ng/ml Klebsiella lipopolisakkariti
ile uyarilarak bazal ve uyarima cevap sitokin sekresyonunun olup olmadigr belirlenmistir.
Kullandigimiz makrofaj hiicrelerinde bazal TNF-a, IL-8 ve IL-10 sekresyonlari
bulunmakta, LPS uyarimina beklenen cevabi vermektedir. Diyaliz membranlar ile yapilan
saflagtirma islemlerinden sonra tiretimi gerceklestirilen ve ticari olarak temin edilen farkli
molekiiler boyutlardaki HA’ larin immiinolojik yanitlarinin degerlendirilmesi amaciyla
TNF-0, IL-8 (proinflamatuar) ve IL-10 (anti-inflamatuar) sitokinlerinin sekresyon

diizeyleri degerlendirilmistir.
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Elde edilen IL-8 sitokin sekresyon diizeylerinin sonuglari kontrol grubuna gore yiizdesel
olarak ve istatistiksel olarak sirasiyla Sekil 5.6 ve Sekil 5.9’ da gosterilmistir. Bu sonuglara
bakildiginda tiim gruplarda IL-8 sitokin sekresyonunun kontrol grubuna gore anlamli farkli
oldugu goriilmiistiir (p<0,05). Gruplar ayr1 ayr1 incelendiginde LPS’ nin diger tiim gruplara
gore daha yiiksek bir uyarima sebep oldugu goézlenmistir. LPS uygulama sonrasi 1L-8
sekresyon diizeyi kontrol, 10-30 kDa, 50-70 kDa ve 70-120 kDa gruplarina gore anlamli
farkli oldugu gorilmiistiir (p<0,05).

Uretimi gerceklestirilmis ve farkli MWCO’ larda (MWCO 3500, 10000 ve 20000) diyaliz
membranlarindan gegirilmis olan HA uygulamasi sonrasinda diisiik molekiiler agirlikli HA
ile benzer bir uyarim gergeklestirmistir. Bu durum 50-70 kDa ve 70-120 kDa gruplar1 ile
daha biiyiik molekiiler agirlikli HA arasindan da gozlenmistir (p<0,05).

Uretim sonucu elde edilen HA ile diisiik molekiiler agirliklt HA” nin benzer diizeyde I1L-8
sekresyonuna neden olmasi dermal bolgede yara iyilesme siirecinin ilk 24 saatindeki
inflamatuar siirecte yer alan GAG ve hyaluronan siilfatlarla benzer bir aktiviteye sahip
oldugu disiindlirmektedir. Bu evrede ortamdaki biiyiilk molekiiler agirlikli HA’ larin
parcalanmasi ile olusan diisiikk molekiiler agirlikli HA’ lar makrofajlardan IL-8 ve TNF-a
salinimina neden olur ve ortama yara iyilesmesinde rol alan diger hiicrelerin gdciinii

kolaylastirir(70-72).

Elde edilen TNF-a sitokin sekresyon diizeylerinin sonuglari kontrol grubuna gore yiizdesel
olarak ve istatistiksel olarak sirasiyla Sekil 5.8 ve Sekil 5.11° de gosterilmistir. Burada
TNF-a sitokin diizeyinin kontrol grubuna gére, MWCO 20000, 10-30 kDa, 50-70 kDa, 70-
120 kDa ve LPS gruplan tarafindan arttirilldigi gozlenmistir. Ancak yapilan istatistiksel
analiz sonucunda yalnizca LPS grubunun gerceklestirmis oldugu uyarim anlamli
bulunmustur (p<0,05). Gruplarin bir uyarima neden olmalar1 ancak istatistiksel olarak
anlamli bulunmamasi, istenilen bir durumdur. Ciinkii TNF-a diisiik konsantrasyonlarda
bulundugu zaman indirekt olarak inflamasyonu diizenleyerek yara iyilesmesini ve
makrofajlarin biiylime faktorii iiretimini arttiran ancak yiiksek konsantrasyonlarda, yara

iyilesmesinde zararli etkilere neden olan bir sitokindir(74).

Elde edilen IL-10 sitokin sekresyon diizeylerinin sonuglar1 kontrol grubuna goére yiizdesel

olarak ve istatistiksel olarak sirasiyla Sekil 5.7 ve Sekil 5.10° da gosterilmistir. Bu
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sonuclara bakildiginda, kontrol grubuna gore IL-10 sitokin sekresyonunu LPS disindaki
tim gruplarin az da olsa arttirdigi, LPS’ nin ise yiiksek bir artisa sebep oldugu
gozlenmistir. Istatistiksel olarak yapilan analiz sonucunda da bir tek LPS grubunun
gerceklestirmis oldugu artisin anlamli oldugu sonucuna ulasilmistir (p<0,05). Elde edilen
bu sonuglar IL-8 ve TNF-a sonuglar ile karsilagtirildiginda beklenilen bir durumdur. HA
tarafindan indiiklenen kemokinleri baskilayan sitokinlerden en Onemlisi olan anti-
inflamatuar ozellikteki IL-10, TNF-a ve IL-8’ in aksine immin cevabin azalmasinda ve
diizenlenmesinde rol oynamaktadir(28). Bu sayede inflamatuar cevaplarin sinirlanmasinda
ve sonlandirilmasinda gorev almaktadir(73). Calismamizda gruplardan IL-10 salinimi
TNF-a ve IL-8 salinimi ile korele bulunmustur (p<0,01). Bu durum IL-10’ un endojen anti-
inflamatuar olarak TNF-o’ ya cevap olarak salgilanmis olabilecegini diisiindiirmektedir.
IL-10 makrofajlarin aktivasyonunu durdurarak, inflamasyon sonrasi goriilen TNF-a gibi
sitokinlerinin inhibisyonuna neden olmaktadir(75). Bu durum elde edilen sonuglarla

desteklenmis olmaktadir.

Literatiire baktigimiz zaman HA’ in farkli immdiin hiicre hatlarinda etkilerinin arastirildigini
gormekteyiz. Termeer ve arkadaslari (2000) tarafindan HA oligosakkaritlerinin dendritik
hiicreler tizerinde etkili bir aktifleyici komponent olup olmadig: arastirilmistir. Bu amagla
calismada farkli boyutlarda HA’ lar kullanilmistir. Kiiciik molekiiler boyutlu olarak tetra
ve hekzasakkaritler, orta boyutlarda 8x10%-2x10° ve biiyiik molekiiler boyutlarda 6x10°-
1x10° HA kullamlmustir. Bu HA’ lardan yalnizca kiiglik boyutlardaki HA’ larin insan
monosit kokenli dendritik hiicrelerde immunofenotipik olgunlasmay: indiikledigi ve IL-1p,
TNF-a ve IL-12 sitokinlerini arttirdigi gézlemlenmistir. Calismanin sonucunda elde edilen
bulgulara gore inflamasyon sirasinda, kiigiik boyutlardaki HA’ larin dendritik hiicrelerle
etkilesimi s6z konusu oldugunda, bu hiicrelerin etkilenip, maturasyonuna neden olabilecegi

yorumu yapilmistir(93).

Haslinger ve arkadaslart (2001) insan peritoneal mezotelyal hiicreleri tizerinde farkli
molekiiler biiyiikliikteki HA uygulamalarinin monosit kemoatraktant protein-1 (MCP-1) ve
IL-8 kemokinlerinin ekspresyonlarini nasil etkiledigini aragtirmiglardir. Burada >10° Da ve
1-7x10° Da biiyiikliiklerinde olacak sekilde farkli HA’ lar kullanilmistir. Calismanin
sonucunda 1-7x10° Da araligindaki HA’ larim MCP-1 ve IL-8 sentezini arttirdigini,

¢alismalarinda yapmis olduklar1 immunoassay denemeleriyle géstermislerdir(94).
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Sezgin ve arkadaslarinin (2005) yapmis olduklari ¢alismada diz osteoartritisinde tedavi
amagli HA kullanildiginda inflamatuar sitokinleri etkileyip etkilemedikleri ve nasil
etkiledigi anlagilmaya calisilmistir. Burada 1x10° Da biyiikliginde HA kullanilmis (2 ml
HA-15 mg/ml) ve bir haftalik zaman araliklariyla 3 kez enjeksiyon yapilmistir. Calismanin
sonucunda klinik iyilesme ile iliskili olarak sinoviyal sivida interlokin 6 (IL-6)
diizeylerinde azalma oldugu tespit edilmistir. Bununla beraber IL-8 ve TNF-a diizeylerinde

ise sinoviyal s1ivida herhangi bir etki gézlenemedigi belirtilmistir(95).

Insan osteoartritinin gelismesinde aktiflenmis sinovisitler énemli rol oynayabilmektedir.
Yiiksek molekiiler boyutlardaki HA diz osteoartritinde viskodestekleyici olarak
kullanilmaktadir. Buna bagli olarak Wang ve arkadaslari (2006) tarafindan yapilmis olan
calismada HA’ nin sinovisitler iizerindeki etkisi anlasilmaya calisilmistir. Calismada 600-
800 kDa HMWHA uygulamasinin IL-1 ile uyarilmis ve uyarilmamis fibroblast benzeri
sinovisitler (FLS) iizerinde IL-6, IL-8 ve TNF-a’ nin da bulundugu 16 osteoartrit ile iligkili
sitokin ve proteinin gen ekspresyonlarindaki degisimi incelenmistir. Caligmanin sonucunda
HMWHA’ nin, FLS’ de TNF-a, IL-8 ve indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) iizerinde
down regiilasyona neden oldugu ve bu azalarak diizenlenme durumuna HA’ nin en temel
reseptorlerinden biri olan CD44 reseptoriiniin neden olabilecegi yorumu yapilmistir. Bunun
sonucunda HA’ nin bu etki ile anti-inflamatuar etkiye sahip olabilecegi sonucuna

varilmistir(96).

Gariboldi ve arkadaslarimin (2008) yapmis olduklar1 g¢alismada LMWHA’ m
keratinositlerin koruyuculugunu arttirip arttirmadigi arastirilmistir. Bunun i¢in molekiiler
biiyiikliigii 200 kDa’ un altinda %0,25- %0,5 konsantrasyonunda HA kullanilmistir.
Standart doz olarak ise genel olarak topikal uygulamalarda kullanilan %0,2 tercih
edilmistir. Calismanin sonucunda belirtildigi seklinde B-defensin 2 yanittyla LMWHA’ nin
keratinosit aktivasyonunu sagladigi, ex vivo ve in vivo calismalarla da epidermal
kompartmanin tiim katmanlarindan salgilandig1 gézlemlenmistir ve kiiltiir ortaminda IL-8,

TNF-a, IL-1B veya IL-6 iiretiminin gergeklesmedigi de gosterilmistir(97).

Pauloin ve arkadaslari1 (2009) tarafindan yilinda gergeklestirilen ¢alisma ile HMWHA’ nin
insan korneal epitel (HCE) hiicreleri lizerinde ultraviyole B (UVB) etkisine kars1 koruyucu
etkisinin olup olmadigi arastirilmistir. Calismada hiicreler 30 dakika boyunca %0,2

konsantrasyonunda ve 1,5x10° Da HMWHA ile inkiibasyona birakilmistir. Sonuglara
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bakildiginda HMWHA’ nin HCE hiicre canliliginda artisa, IL-6 ve IL-8 diizeylerinde
azalmaya neden oldugu gozlenmistir. Bunun yan1 sira kaspaz-3 ile kaspaz-8
aktivasyonunda azalmaya neden olarak da apoptozisi azalttigi goériilmiistiir. Tim bu
sonuglara bakildiginda, UVB radyasyonuna karst HMWHA’ nin koruyucu etkiye sahip
oldugu yorumu yapilmistir(98). Pauloin ve arkadaslari (2009) tarafindan yapilan bir bagka
calismada ise HMWHA’ nin sodyum lauril siilfat (SLS) ile indiiklenmis toksik etkiye karsi
korneal koruma etkinliginin olup olmadig1 degerlendirilmistir. In vitro ¢alisma kapsaminda
HCE hiicre hatti kullanilmis olup, %0,2° lik HMWHA (10° Da) 20 dakika boyunca
inkiibasyona birakilmistir. Ardindan 20 dakika boyunca farkli konsantrasyonlarda SLS
uygulamasi gergeklestirilmistir. In vitro ¢alismalarin sonucuna bakildiginda HMWHA’ nin
SLS ile indiiklenmis oksidatif stres, apoptozis ve inflamatuar sitokin sekresyonunda
azalmaya neden oldugu yapilan hiicre canlilik, kaspaz-3, -8, -9, IL-6 ve IL-8 {iretimi gibi

calismalar1 da igeren denemelerle gézlemlenmistir(99).

Campo ve arkadaslar1 (2009) tarafindan yapilan ¢alismada farkli molekiiler boyutlardaki
HA’ larin (50 kDa, 1000 kDa ve 5000 kDa) fare kondrositlerinde PMA ile indiiklenmis
inflamasyona olan etkileri arastinlmistir. Diigsiik molekiiler boyuttaki HA CD44
ekspresyonunu ve PMA ile etkilestirilmemis kondrositlerde inflamasyonu arttirirken, PMA
ile etkilestirilmis kondrositlerde CD44, TNF-a eskpresyonunu arttirmistir. Bununla beraber
PMA’ nmn da neden oldugu etkiyi arttirmistir. Yiiksek molekiiler boyuttaki HA
etkilestirilmemis kondrositlerde bir etki yaratmamistir. Ancak PMA ile uyarilmisg
hiicrelerde inflamasyonu azaltmistir. Orta molekiiler boyuttaki HA’ nin bir etkiye sahip
olup olmadigina bakildinda ise bir etkisi gozlemlenmemistir. Buradaki sonuglara
bakildiginda farkli molekiiler biiyiiklilklerdeki HA’ nin inflamasyonu etkileyebilecegi

sonucuna varilmistir(100).

Wallet ve arkadaslart (2010) tarafindan yapilan g¢alismada romatoidartrit inflamasyonu
kapsaminda interferon y (IFNy) ile uyarilmis olan makrofaj hiicrelerinde HMWHA’ nin
olusturdugu etki gozlemlenmeye calisilmistir. Calismanin sonucunda HMWHA ile
makrofajlarin TNF diretimini ve T hiicrelerinin TH1’ e farklilagmasim1 saglayan THI1
sitokin interlokin 12p70 (IL-12p70) sekresyonunu arttirmis oldugu goézlemlenmistir.
Bununla beraber regiilator ve anti-inflamatuar bir sitokin olan IL-10> un HMWHA indiikli

sekresyonunun baskilandigi gézlemlenmistir(101).
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Neuman ve arkadaslar1 (2010) tarafindan yapilan g¢alismada HA’ nin, kozmetik ve
farmasotik uygulamalarinda yaygin olarak kullanilan etanoliin sebep oldugu apoptozise
olan etkisi incelenmistir. Bu amagla iki farkli etanol konsantrasyonu (50 mM ve 100 mM)
ile muamele edilmis insan A431 epidermoid deri hiicreleri ve fare fibroblast hiicreleri %2,
%4 ve %8 konsantrasyonlarinda formiile edilen Healing HA-jelly ile tedavi edilmeye
calisilmistir. Sonug olarak etanoliin deri hiicrelerinde apoptozise sebep olan bir sitokin olan
TNF-0’ nin etkisini arttirarak apoptozisi indiikledigi gézlemlenerek, %2 ile %4 HA
konsantrasyonlarinda bir tedavi uygulandigi zaman TNF-a konsantrasyonunun azaldigi, bu
sayede de apoptozisin azaldigi ve morfolojik inflamasyonun her iki hiicre dizisinde de
azaldig1 sonucuna varilmistir(102). Neuman ve arkadagslari (2011) tarafindan yapilan bir
diger calismada ise ayni hiicre hatlarinda etanol konsantrasyonu yalnizca 100 mM ve
Healing HA-jelly konsantrasyonu ise %2 ve %4 olacak sekilde gergeklestirilmistir. Bu
calismada TNF-q, transforme edici biiytime faktoér-p (TGF-p), interferon-a (IFN-a), I1L-6,
IL1-B, matriks metalloproteinazlar1 (MMP) ve metalloproteinazlarin doku inhibitorleri
(TIMP) degerlendirilmistir. Calisma sonucunda etanol tarafindan sekresyonu gergeklesen
pro-inflamatuarlar ile hiicresel toksisitede artis oldugu ve HA tarafindan bu pro-

inflamatuarlarin diizeylerinin azaltildig1 sonucuna ulagiimistir(103).

Patil ve arkadaslar1 (2011) tarafindan gerceklestirilen ¢calismada daha 6nce arastirilmamais
olarak kalan S.equi subsp. zooepidemicus MTCC 3523 susu ile HA firetimi
gergeklestirilerek, elde edilen HA’ nin yara iyilestirici olarak kullanildigindaki etkisi
degerlendirilmistir. Elde edilen HA’ nin molekiiler biiyiikligi 5,38x10° Da olarak
belirlenmistir ve yara iyilestirmesi icin Wistar ratlar1 ile yapilan denemede iiretilen HA’

nin 12. ve 16. giinlerde yara iyilestirmede etkili oldugu gézlemlenmistir(104).

Quero ve arkadaglart (2013) tarafindan yapilan ¢alismada HA’ nin intervertebral disk
(IVD) tizerindeki inflamatuar ve katabolik etkisi arastirilmistir. Bu amagla insan IVD
hiicreleri kullanilmak {izere hastalardan izole edilmistir. Etkileri degerlendirilecek olan HA
fragmentleri, Ultrapure HMWHA (Healon 5)’ dan hyaluronidaz enzimi ile parcalanarak
hazirlanmistir. HA fragmentlerinin sitokin ve matriks degrade edici enzim iiretimine olan
etkileri, bu fragmentlerin etkilerinin diizenlenmesinde rol alan spesifik hiicre yiizey
reseptorleri ve sinyal transdiiksiyon yolaklar1 degerlendirilerek ¢alismada sonuca
vartlmistir. IVD hiicrelerinin HA fragmentleri ile muamelesi sonucunda sitokin, protein ve

reseptorlerin mRNA ekspresyon diizeylerine bakilarak, 1L-6, IL-8, IL-1p, siklooksigenaz-2,
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MMP-1 ve MMP-13’ iin mRNA ekspresyon diizeylerinde artis oldugu gozlenmistir. Elde
edilen diger sonuglarla beraber insan IVD hiicrelerinin HA fragmentleri bagimli
uyariminin, immiin sistemde Onemli rol oynayan Toll-like reseptor-2 (TLR-2) ile
diizenlenen mitojen aktive protein (MAP) kinaz yolaginin aktivasyonu ile diizenlendigi

yorumu yapilmistir(105).

Oliviero ve arkadaglar1 (2015) tarafindan yapilmis olan caligmada osteoartrit siireci ile
iliskili olarak HA’ larin anti-inflamatuar 6zellikleri anlasilmaya ¢alisilmistir. Bu amagla
modifiye edilmemis 500-730 kDa ve >1500 kDa boyutlarinda iki ¢esit HA ve HY ADD®4
(amid baglariyla hexadecylic yan zincirleriyle modifiye edilmis HA) iiriinii olmak iizere ii¢
farkli HA kullanilmistir. Yapilan in vitro ¢alismada THP-1 hiicre hattin1 uyarmak igin
osteroartritte ¢esitli formlarda bulunan sentetik kalsiyum pirofosfat kristalleri (CPP) de
kullanilmigtir. Calismanin sonucunda HA hexadecylamide tiirevinin CPP ve LPS ile
olusturulan inflamatuar cevabi baskilayarak anti-inflamatuar etki gosterdigi yorumu

yapilmistir(106).

Rooney ve arkadaglart (2015) insan iirotelyal hiicrelerini HTB4 kullanarak in vitro ortamda
inflamatuar interstisyel sistit modeli olusturularak 0,4 mg/ml konsantrasyonunda HA’ nin
IL-6 ve IL-8 sekresyonuna olan etkisi ve gegirgenlige olan etkisini aragtirmiglardir. Sitokin
sekresyonu, GAG sekresyonu ve trans-epitel gegirgenlige dayanarak degerlendirme
yapilan c¢alismada, pro-inflamatuar sitokinlerden IL-6 ve IL-8 in HA tarafindan
baskilandig1 ve siilfatlanmis GAG’ larm salimimiin artisini sagladigi gézlemlenmistir.
Ayrica epitelyal katman gecirgenligini pozitif olarak etkiledigi sonucuna da

vartlmistir(107).

Rayahin ve arkadaglar1 (2015) tarafindan yapilan ¢aligmada makrofaj lizerinde diistik ve
yiiksek molekiiler agirlikli HA’ larin etkisi anlagilmaya calisilmistir. Calismada 5-3000
kDa ve hyaluronidaz ile muamele edilmis HA’ dan 1 uM konsantrasyonunda kullanilmistir
ve murin makrofajlar1 iizerinde deneme yapilmistir. Yiiksek molekiiler agirlikli HA’ nin
makrofaj aktivasyonunu sagladigi ve diisiik molekiiler agirliklit HA’ nin da pro-inflamatuar
cevaba neden oldugu gozlemlenerek, makrofaj fenotip diizenlenmesinin molekiiler

biiyiikliige bagh oldugu yorumu yapilmistir(108).
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Literatiirden de anlagildig1 iizere HA’ nin farkli hiicre hatlarinda koruyucu etkilere sahip
oldugu goriilmektedir. Bu da HA’ nin birgok hastalifin tedavisinde kullaniminin 6niinii

acmaktadir. Buna bagli olarak da her gecen giin HA’ ya olan talep artmaktadir.

Sonu¢ olarak bu tez calismasinda c¢alisilan optimum kosullarda HA {iretimi
gerceklestirilmis ve elde edilen HA’ larin sitotoksisite ve biyouyumluluk analizleri
sonucunda insan kullanimina uygun olabilecegi diistiniilmektedir. Elde edilen sonuglar
literatiirdeki farkli molekiiler boyutlardaki HA uygulamalarinin sitokin sekresyon cevabina
etkileri ile uyumludur. Ulkemizin HA alimi agisindan diga bagimliligini azaltmaya yonelik
yapilan tez kapsaminda HA {iretiminin gergeklestirilebilmesi i¢in en 6nemli adim atilmig
olup, sonug tatmin edici diizeydedir. Bundan sonraki asamada iiretilen HA’ nin molekiiler
boyutlarmin belirlenmesi ve iiretimi gerceklestirilen farkli boyutlardaki HA’ larin
stabilizasyonunun saglanmasi ve farkli ticari HA uygulamalarina gore in vitro/in vivo
biyoetkinlik degerlendirmelerinin yapilmasi {drettigimiz HA’ nin ticari alanda yer

alabilmesi agisindan 6nemlidir.
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EK-1 Tez Deneylerinde Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Malzemenin Ad1 | Markasi Katalog Numaras1 | Kullanim Amaci

Triptik soy broth | Conda 1224.00 Asi kiiltiirti

(bakteriyal) hazirlanmasi

Sodyum  kloriir | VWR 27810.295 Tampon

(NaCl) hazirlanmasi

Maya oziti | Conda 1702.00 Asi kiiltiirti

(bakteriyal) hazirlanmasi

Sukroz Merck 57-50-1 Uretim ortami
hazirlanmasi

Potasyum  siilfat | Merck #7778-80-5 Uretim ortami

(K2S0,) hazirlanmasi

Magnezyum siilfat | Merck 10034-99-8 Uretim ortami

hepta hidrat hazirlanmasi

(MgS0,.7H,0)

Sodyum Merck #1303-96-4 Uretim ortami

monohidrojen fosfat hazirlanmasi

dodeka hidrat

(Na,HPO,.12H,0)

Demir siilfat hepta | Sigma-Aldrich 7782-63-0 Uretim ortami

hidrat hazirlanmasi

(FeSO,.7H,0)

Kalsiyum  kloriir | Merck #10043-52-4 Iz element ¢ozeltisi

(CaCly)

Cinko kloriir | Merck 1.08815.1000 Iz element ¢ozeltisi

(ZnCly)

Bakir siilfat penta | Merck #7758-99-8 Iz element ¢ozeltisi

hidrat

(CuS0,.5H,0)

SDS (sodyum | Genaxxon M3290.0100 Ekstraksiyon

dodesil siilfat) bioscience ¢ozeltisi
hazirlanmasi

Etil alkol Alkomed CAS 64-17-5 Genel Kullanim

Etil alkol Alkomed CAS 64-17-5 Coktiirme iglemi

Etil alkol Sigma-Aldrich #SZBD0210V Cozelti hazirlama

Potasyum  kloriir | Merck 1.04936.1000 Tampon hazirlama

(KCI)

Potasyum  mono | Merck 4871 Tampon hazirlama

hidrojenfosfat

(KH2POy

Sodyumtetraborat | Merck 1.06303.1000 HA miktar tayini

Karbazol Glentham Life | 86-74-8 HA miktar tayini

Sciences
D-glukuronik asit | Sigma-Aldrich #SLBJ1774V HA miktar tayini
Stilflirik asit | Merck 1.09074.1000 Reaksiyon durdurma

(H,S0.)

sollisyonus
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MTT Sigma-Aldrich M2128 Hiicre canlilik testi

DMEM Sigma-Aldrich RNBDO0131 Hiicre kiiltiiri

Tripsin-EDTA Sigma-Aldrich T4049 Hiicre kiiltiirii

Fetal Bovine | PAA A15-649 Hiicre kiiltiiri

Serum

Penisilin- Sigma-Aldrich #SLBH5008V Hiicre kiiltiirii

Streptomisin

L-Glutamin HyQ Hiicre kiiltiirii

Lipopolisakkarit Sigma-Aldrich L1519 Hiicre canliik ve

(LPS) (Klebsiella biyouyumluluk

pneumoniae) testleri

Hidroklorik  asit | Merck 1.09057.1000 Lizis ¢Ozeltisi

(HCI) hazirlanmasi

2-Propanol Merck 1.09634.2511 Lizis cozeltisi

(CH3CH(OH)CH5) hazirlanmasi

Triton X-100 Merck 1.08603.1000 Lizis ¢Ozeltisi
hazirlanmasi

Tween 20 Merck 8.22184.1000 Yikama tamponu

Hyaluronik  Asit | Sigma-Aldrich 49775 Hiicre canlilik ve

(1200 mol wt) biyouyumluluk
testleri

Hyaluronik  Asit | Sigma-Aldrich 40583 Hiicre canlilik ve

(8000-15000 mol biyouyumluluk

wit) testleri

Hyaluronik  Asit | Sigma-Aldrich 94137 Hiicre canlilik ve

(10000-30000 mol biyouyumluluk

wit) testleri

Hyaluronik  Asit | Sigma-Aldrich 42686 Hiicre canlilik ve

(30000-50000 mol biyouyumluluk

wit) testleri

Hyaluronik  Asit | Sigma-Aldrich 08185 Hiicre canlilik ve

(50000-70000 mol biyouyumluluk

wit) testleri

Hyaluronik  Asit | Sigma-Aldrich 96144 Hiicre canliik ve

(70000-120000
mol wt)

biyouyumluluk
testleri
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EK-2 Tez Deneylerinde Kullanilan Kitler

Kitin Ad1 Markasi Katalog Numaras1 | Kullanim Amaci

Human TNF-a eBioscience #88-7346-88 ELISA-immiinolojik
yanit

Human IL-8 eBioscience #88-8086-88 ELISA-immiinolojik
yanit

Human IL-10 eBioscience #88-7106-88 ELISA-immiinolojik
yanit
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EK-3 Tez Deneylerinde Kullanilan Laboratuvar Cihaz ve Geregleri

Kullanilan Cihaz Markasi Katalog Numarasi-Modeli
Calkalamal1 inkiibator Edmund Biihler SM-30

Vorteks VELP Scientifica zZx’

Tart1 Sartorius BP110S

Manyetik karistirict Wisd WiseStir MSH-20A

Otoklav NUVE OT 40L/ OT 90L

Buzdolab1 Samsung RT58EDEW

-80 °C dondurucu Sanyo MDF-U53V

pH metre WTW 315i

UV-spektrofotometre SHIMADZU UVmini 1240

ELISA plak okuyucu Epoch BioTek

ELISA plak yikayici Mindray MW-12A

Santrifiij Beckman Coulter Allegra X-30R

Santrifiij Hettich Zentrifiigen Rotina 35R

Isitic1 blok Eppendorf ThermoMixer C

Diyaliz membran1 (20,000 | Thermo Scientific Slide-A-Lyzer Dialysis
MWCO) Cassette G2 (#87736)
Diyaliz membran1 (10,000 | Thermo Scientific Slide-A-Lyzer Dialysis
MWCO) Cassette G2 (#87731)
Diyaliz membran1 (3,500 | Thermo Scientific Slide-A-Lyzer Dialysis
MWCO) Cassette G2 (#87724)
Laminar flow Thermo Scientific S2020 1.2

Hiicre kiiltiirii etiivii Thermo Scientific 371

Filtre GVS 13130033507

Mikroskop LEICA DFC295
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INTRODUCTION

Wound healing 15 a complex physiological process.
Natural and synthetic gel-like materials,
films/membranes. composites. mucro/nanoparticulate
systems have featured in the development of
biomaterials for wound healing process. In this case, the
biological response to a material becomes vwvery
important when it’s in contact with the human body and
therefore new 1 vitro models are necessary to evaluate
the biocompability of biomaterials [1].

In this study to determine the biocompability; alginate,
chitosan. alginate-chitosan blend, tri-ethanolamine-
alginate (TEA-Alg) blend scaffolds were prepared and
cytotoxicity of these scaffolds on macrophage (THP-1),
L929, keratinocyte (HaCaT) was determined. Tensile
strength (MPa) and maximum elongation of break
values (mm) of the scaffold were also tested.
Cytochrome-C, Fibroblast Growth Factors (FGF).
collagen type I profiles were determined.

MATERIALS & METHODS

Aqueous chitosan (1% low wiscosity, dissolved i 1%
acetic acid) and alginate (1% low viscosity) solutions
were prepared. For chitosan-alginate blend scaffold. the
polymer solutions were mixed mn a value ratio of 1:1
(viv). For Alg-TEA blend scaffolds, 1% algimate
solution was prepared and TEA was added to the
solution different ratio (0.5, 1. 3 % v/v). Polymer
solutions were casted into petri dishes. frozen at 80 °C
for 24h and lyophilized for 48h.

Cytotoxicity of the scaffolds on the THP-1, L1929,
HaCaT cell lines were performed by MTT methods.

RESULTS AND DISCUSSION

Physical examinations of the scaffolds were determined
with SEM photographs and 1t was seen that all scaffolds
have honeycomb and highly porous structure (Figure 1).
Tensile strength (MPa) and maximum elongation of
break (mm) of scaffolds were determined. It was seen
that mixing TEA increases the tensile strength and
maximum elongation at break values of the Alg
scaffolds and also adding more than 1% TEA causes to
antiplastic effect. 15 day degradation rate of the
scaffolds were determined. The observed mass losses
are as following: CS was 41.60+1.31%; Alg was
73.84£399%:; Alg-CS was 4347+226%:; Alg-
0.5%TEA was 56.8326.3; Alg 1%TEA 69.12+291:
Alg-3%TEA was 47.72+8.23.

MTT test was used to measuning of cytotoxicity. It was
found that the cytotoxicity of Alg, CS and Alg-CS
blend scaffolds on L929 were less than 10% and alse on
THP-1 cells were less than 20%. The cytotoxic effects
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of CS. Alg and blend scaffolds on keratinocyte were not
seen. For Alg-TEA blend scaffolds. it was determined
that, increasing TEA concentration increases the
cyvtotoxic effects on keratinocyte cells.

Cytochrome-C and FGF levels of fibroblast cells were
measured. It was seen that, TEA leaded to an increase
on cytochrome-C levels of fibroblast cells. The
cytochrome-C levels of CS. Alg and blend scaffold
groups were under the control group. All groups
mncreased the FGF levels. The lighest group was Alg-
TEA blend scaffolds.

Figurel. (A) Chitosan, (B) Alginate, (C) Chitosan-
alginate blend. (D) Alginate-05%TEA blend. (E)
Alginate-1%.TEA blend. (F)Alginate-3%TEA blend
scaffolds

CONCLUSION

In summary. biocompatibility and immunocompatibality
of Alg. CS. Alg-CS blend and Alg-TEA blend scaffolds
are performed and it is established that TEA usage over
1%% blend 1s not suitable for bioengineering materials.
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Introduction

Wound healing is an integrated multifunctional process
i dermal structure. Determination of bioavability of
biomaterials in each dermal component and related
molecules is very important. Nanofibrous membranes
are highly soft materials with high surface-to-volume
ratios. and therefore can serve as excellent carriers for
therapeutic agents or accelerate wound healing. In the
study poly (3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate)
(PHBV) and poly (3-hydroxybutyrate) (PHB) nanofiber
membranes were prepared. PHB and PHBV are
produced by a number of bacteria. such as Alcaligenes
eutrophus, under nutrient depletion conditions as
mtracellular storage material of carbon and energy.
PHAS are used in many tissue engineering studies in the
literature including sutures. adhesion barriers. and they
guide tissue repair/regeneration devices., articular
cartilage repair devices. tendon repair devices. bone-
marrow scaffolds. wound dressing (Baki 2010). and
cardiovascular patches (Gaudio et al. 2012).

Material Methods

PHB and PHBV were produced by Alcaligenes
eutrophus. under different nutrient depletion conditions.
These polymers were characterized by H-NMR.
Nanofiber membranes were produced by electrospun
technic. ~ Morphological ~ characterizations ~ were

performed by SEM photograph (Figure 1).

=
HBV (B) nanofiber membranes.

Figure 1 PHB (A). P

Cytotoxicity of the scaffolds on the THP1 and 1.929 cell
lines were performed by MTT methods. Cytochrome-c
activity, Fibroblast Growth Factors (FGF) level. and
collagen type I level of fibroblast cultured on the
scaffolds were determined. Also vascular endothelial
growth factor (VEGF) levels of the human endothelial
cells cultured on the scaffolds were determined.

Results

Cytochrome-c  is localized in the mitochondrial
mtermembranes. The release of cytochrome-c from
mitochondria to the cytosol. where it activates
the caspase family of proteases is believed to be primary
trigger leading to the onset of apoptosis. FGFs are
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potent regulators of the cell proliferation. differentiation
and function and are critically important in normal
development, tissue maintenance and wound repair.
Type I collagenis the most abundant collagen of the
ECM. Tt is present in scar tissue, the end product when
tissue heals by repair. VEGF is a signal protein
produced by cells that stimulates vasculogenesis and
angiogenesis. According to the results. PHB and PHBV
did not increase cytochrome-c levels and also did not
affect the collagen type 1 release. Meanwhile these
scaffolds caused an increase at the level of FGF and
VEGF (Figure 2).

Cytochrome-c activity FGF release
A 4,3 7 B 14
44 12
3,5
1
3]
2,5 0s
29 05
15
04
1
0,5 02
0+ 0+
Control PHB PHBY Control PHB PHBY
Collagen type 1 synthesis VEGFrelease
C1 D+
3,5 o
14 3
0g 4 2,5
06 2
1,5 -
a4 4
1
02 1 05 -
o - o 4
Control PHB PHBY Control PHB PHBY
Figure 2 Cytochrome-c (A). FGF (B). collagen type-1
(C) VEGF (D) levels
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ABSTRACT
Lipases are the hydrolase enzymes (E.C. 3.1.1.3) and they catalyze the cleavage reaction of a long chain of acylglycerols. They are widely used in different industnal fields,
especially cosmetic and perfume industries.
Cellulite therapy is one of the most important cosmetic applications and there are numerous investigations for this purposes. The best administration route for the delivery of
active agent is transdermal route in those therapies and very big efforts are paid for the new formulations in this era.
Liposoemes are the most favourable cariers in cosmetic applications due fo very similar structures of them with the cell membranes for uptake.
In this study, firstly, the lipase enzyme was partially purified by ammonium sulfate and aceton precipitation from oat (Avena safiva L.). Then, lipase was encapsulated in
liposomes and finally, the glycerine formulation was prepared with encapsulated liposomes for topical application.

Materials )
Chemicals that were used; sodium chloride (NaCl) and calcium M
chloride.dihydrated (CaCl2.2H20) from Riedel-de Hagn, Trisma-base The g_ra_ph D_f ‘_’0‘“’“9”'9 activity, t“_t‘i' activity and
(C4H11N03) and ammonium sulfate (NHA504) from Sigma-Aldrich, spesific activity values are shown in Table 1. The
phosphatidylcholine (H3C-(CH2)14-COOH) (from soybean), activity values afterliposome encapsulation are
cholesterol {C27H460) {from lanolin) and tributyrin from Fluka- sh_o_wn in Table 2. The stability va!ues of re\atlvg
Biochemika, aceton (C3H60) and chloroform (CHCI3) from Tekkim. activity after liposome encapsulation are shown in
Triron X-100 that was used, was anatically purity. Figure 1. Briefly, it is shown that liposomes are more
Dat (Avena sativa L.) was purchased from local markets. stable at +4 oC as the(study;of Bozkir and Kogyigit
1935).
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Preparation of Topical Formulation and Stabili
frem— Tests
(Wiemi)
The Partially Purification of Lipase Enzyme J—— For topical preparation, %39 purity glycerine was
For homogenization of oat, buffer contains 10 mM Trisma-base, 1 preipation = used. Glycerine and liposome (2:1, v/v) were mixed
mM CaCl2, 0.1 M NaCl and 0.1% Triton X-100 (pH 7.4). 10 g oat was it oceton precitation s together by homogenization for 30 minutes.
homogenizated in 125 ml cold buffer for 30 minutes. Homogenate S ——— Normally, there are no procedures for liposome
was centrifugated at +4 oC, 5000 rpm for 30 minutes. Then, qu-‘m'm'm-mnpmu stability tests. In this study, liposomes were standed
supernatant was precipitated with 80% ammonium sulfate. After E——— at +4 oC for one month.. Briefly it is possible to say
that, precipitated was centrifugated at +4 oC, 9000 rpm for 45 that, lipase encapsulated liposome system is
minutes. The pellets were resuspended with the homogenization 5‘; — promising for the treatment of cellulite.
buffer (not contained Triton X-100). Next, it was precipitated with 20% g ul . E=r
aceton to remove ol that was came from oats. § bl | e
f
% s
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Liposome Encapsulation Method
Dehidration-Rehidration Method
Liposome encapsulation was made by
rehidration-dehidration method with using
phosphatidylcholine (lecithin) and
cholesterol (2:1, w/w). Sonication bath was mat
used for liposome encapsulation. TUBITAK
BafalancE Phosphatidylcholine and cholesterol (10 This project was carried out as the final
Mohamed, Saleh 4., et al i Mucor racemasus lipase with potential application for the mg) were suspended in 0.5 ml choloroform graduation project and was supported by
treatment of cellulite " Process Biochemistry 46 3 (2011) 642-648. and then Ilpld ﬂlm was prepared Under TUBITAK BIDEB 2208/A.
nitrogen.

. Lipid film was rehydrated by 0.5 ml
Mart, Meriteel, et a. "Laccases stabilzation with phosphatidyicholine liposomes." Journal of Biophysical trisma buffer that contains li
Chemistry3.1 (2082): 8187 risma buffer that contains lipase enzymes.

MR of lipase activity n singh f ot )" Journal of the
‘American Oil C?mm\'i&'fudgly 598 [1952] 354-355.
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