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dogrudan birincil Griini olmayan bulgularin, verilerin ve materyallerin bilimsel etige
uygun olarak kaynak gosterildigini ve alinti yapilan calismalara atfedildigini beyan
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OZET

FARKLI TUZLARDAN ELDE EDILEN HiPOKLOROZ ASITIiN

KERATINOSIT VE FIBROBLAST HUCRELERINE ETKISi

Elvan Alkaya
Yiksek Lisans Tezi, Histoloji ve Embriyoloji AD

Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Gulgin Abban Mete

15 Eylill 2022 57 Sayfa

Hipokloréz asit (HOCI), nétrofiller tarafindan fagositoz sirasinda sentezlenen ve tim
mikroorganizmalarin yok edilmesinde aktif rol oynayan fizyolojik bir molekuildir. Genel
olarak HOCI'nin antiseptik etkili oldugu ve ortam konsantrasyonuna bagli olarak
hlcrelerde apoptozu veya hiicre nekrozunu indikleyen bir ajan oldugu gosterilmistir.

Bu calismada amacimiz, farkh tuzlarindan elde edilen Sodyum Hipokloréz ve Cinko
Hipokloroz asitin iyilestirici etkisini in vitro olarak keratinosit hiicre hatti ve fibroblast hiicre
hatlarinda incelemektir. Hipokloréz asitin keratinosit ve fibroblast hiicre hatlarindaki etkisi
hicre canlilik, koloni olusturma ve yara iyilestirme testleri kullanilarak karsilastiriimistir.
Ayrica hicrelerdeki apoptozis varligi Tunel yontemiyle belirlenmigtir.

Sodyum Hipokloréz ve Cinko Hipoklordz tuzlari keratinosit hiicrelerinde ¢gogalma tizerine
etki ederken, fibroblast hiicrelerinde c¢ogalmayi etkilememistir. Sodyum Hipokloréz
¢ozeltisinin  keratinosit hicre hattinda apoptozisi kontrol grubuna goére oldukga
disurdugu saptanmistir. Sodyum Hipokloréz ve Cinko Hipokloréz c¢ozeltileri fibroblast
hicrelerinde apoptozise etki etmemistir. HOCI tuzlari hem kanser dokularinda hem de
yaralanmalarinda kullanilan molekdllerdir. Bu ¢ozeltilerin iglevlerinin daha ileri diizeyde
arastirilmasina gereksinim vardir.

Anahtar Kelimeler: Yara iyilesmesi, hipoklordz asit, fibroblast, keratinosit



ABSTRACT

EFFECT OF HYPOCHLOROUS ACID FROM DIFFERENT SALTS
ON KEROTINOSIDE AND FIBROBLAST CELLS

Elvan Alkaya
MSC THESIS, HISTOLOGY AND EMBRYLOGY DEPARTMENT

SUPERVIVOR: Prof. Dr. Gulgin Abban Mete

15 September 2022 57 Page

Hypochlorous acid (HOCI) is a physiological molecule synthesized by neutrophils during
phagocytosis and plays an active role in the destruction of all microorganisms. In general,
HOCI has been shown to be an antiseptic and an agent that induces apoptosis or cell
necrosis in cells, depending on the media concentration.

In this study, our aim is to examine the curative effect of Sodium Hypochlorous and Zinc
Hypochlorous acid obtained from different salts in vitro in keratinocyte cell lines and
fibroblast cell lines. The effects of different concentrations of hypochlorous acid on
keratinocyte and fibroblast cell lines were compared using cell viability, colony formation
and wound healing tests. In addition, the presence of apoptosis in the cells was
determined by the Tunel method.

While sodium hypochlorous and zinc hypochlorous salts affected proliferation in
keratinocyte cells, they did not affect proliferation in fibroblast cells. It was determined
that the sodium hypochlorous solution significantly reduced apoptosis in the keratinocyte
cell line compared to the control group. Sodium Hypochlorous and Zinc Hypochlorous
solutions did not affect apoptosis in fibroblast cells. HOCI salts are molecules used in
both cancer tissues and their injuries. The functions of these solutions need further
investigation.

Key Words: Wound healing, hypochlorous acid, fibroblate, kerotinocyte
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1.  GIRiS

Hipokloréz asit (HOCI), nétrofiller tarafindan fagositoz sirasinda sentezlenen ve tim
mikroorganizmalarin yok edilmesinde aktif rol oynayan fizyolojik bir molekuldir. HOCI
zayIf bir asittir ve ¢ozeltinin pH'sina bagli olarak hipoklorit iyonu (OCI-) ve proton (H+)
yapisina ayrisir (Foote ve dig. 1983). Genel olarak HOCI'in antiseptik etkili oldugu ve
ortam konsantrasyonuna bagli olarak hicrelerde apoptozu veya hiicre nekrozunu
indUkleyen bir ajan oldugu gosterilmistir (Fukuzaki S.2006) (Glngér 2009). Bu
Ozelliklerinden dolayr HOCI dezenfektan ve antibakterial ajan olarak kullaniimaktadir.
Hipokloréz asit etkenli dezenfektanlar; bakteriler, virGsler ve mantarlarin duvar
yapisindan DNA'sina kadar tim yasamsal fonksiyonlarina etki ederek saniyeler
icerisinde oldurdr. Uygulandigi ortamda bulunan prokaryot hicrelerin atomlarindan
elektron kopartarak stabilitesini bozar ve doért farkl ydnden miidahale ederek etkisiz hale

gelmelerini saglar (Robaszkiewicz ve dig. 2011).

Mikroorganizmalarin antibiyotiklere direncinde etkili olan ve mikroorganizmalar
tarafindan olusturulan biyofilm tabakayi yok ederek, bu tabakanin altindaki zararl
mikroorganizmalarin da ortamdan yok olmasini saglar. Ozellikle yara iyilesmesinde yara
bdlgesindeki zararli mikroorganizmalari etkisiz hale getirirken, ayni zamanda yaranin
iyilesmesini ve doku yenilenmesini de destekler (Hoekstra ve dig. 2017) (Romanowski
ve dig. 2018). Alkol ya da iyot iceren antiseptiklerin, saglikli dokudaki keratinosit ve
fibroblastlara verdigi zararin aksine, hipoklordz asit etkenli dezenfektanlar bu hiicrelerin
hasarli bolgeye proliferasyonunu (goglini) artirarak yaranin iyilesme sirecini hizlandirir.
Bir dakikadan daha az bir stirede %99,99 oraninda antisepsi saglar ve 2- 3 dakikada
suya donusur, kalinti birakmaz. Sistemik dolasima katiimadidi icin tedavi slresince
ihtiyag duyulan preparatlarla birlikte kullanilabilir. Sistemik hicbir Grin ile etkilesime
girmez (Morris 1966).

Hipoklor6z asit yara iyilesmesinde de etkili bir ajandir. Akut ve kronik yaralar, kismi ve
tam deri yaralari, pargal yaralanmalar, ameliyat sonrasi yaralar, greft meshleri, punch
deri grafleri ve biyopsilerinde, yaniklar (1 derece 2 derece), cilt Glserleri (I-1V. evre), kiiguk

yirtiklar ve kesikler, apseler, yara



irigasyonu ve debridmani, yarayl nemlendirme ve kokularini azaltmada Hipoklor6z asit
etken maddeli dezenfektanlar kullaniimaktadir (Sakarya 2014).

Bu dezenfektanlar yara tedavisi diginda deri dokuntuleri, alerji bolgeleri, digki veya idrar
temaslari ile geligen cilt tahrigleri, kil koku tahrisleri, g6z kapag iltihabi, kulak iritasyon
ve enfeksiyonlari, genital bdlge temizligi, burun ve bogaz enfeksiyonlar, dis eti

rahatsizliklarinda kullaniimaktadir (Khan ve Naqvi 2006).

1.1. AMAC

Bu calismada, farkli klor tuzlarindan elde edilen hipoklordz asitin iyilestirici etkisi in vitro
olarak hicre hatlarinda incelenmistir. Bu amagla hipoklordz asitin keratinosit ve fibroblast
hicre hatlarindaki etkisi hiicre canlilik, koloni olusturma ve yara iyilestirme (wound
healing) testleri kullanilarak arastiriimistir Ayrica hucrelerdeki apoptozis varligi TUNEL
yontemiyle belirlenmigtir. Calismanin yara iyilesmesi ve kanser arastirmalarina katki

saglamasi amaglanmigtir.



2. KURAMSAL BILGILER VE LITERATUR TARAMASI

2.1 Derinin Yapisi ve Histolojisi

Vucudumuzun i¢ ve dig ¢evresinin ara yuzu 6zelligindeki deri, vicut agirhgimizin %6’sini
olusturmaktadir. Yetigkin bir insan derisi viicudun yaklasik 2 m2’ lik bir alani kaplar ve
ortalama 2.5 mm kalinhgindadir. Deri, vicutta bariyer olusturmasinin yani sira gevresel
bir algi sistemi olusturmaktadir. Kimyasal, mekanik ve biyolojik uyaranlara karsi da
yalitim ve immun-regulasyon goérevi Ustlenmektedir. Yapilan arastirmalar derinin vicutta
homeostazin saglanmasinda kritik bir gérev Ustlendigini gdstermektedir (Tobin 2006)
(Shevchenko ve dig. 2010).

Deri ektodermden kdéken alan epidermis ve mezodermden kdken alan dermis
tabakalarindan olusur. Dermisin alt kisminda bulunan ve gevsek bag dokusu
Ozelligindeki hipodermis derinin alttaki dokulara baglanmasini saglamaktadir (Aktas ve
Daghoglu 2005).

2.1.1. Epidermis

Epidermisin %95-97’sini temel hiicre tipi olan keratinositler olusturmaktadir. Epidermal
hlcreleri olarak ayrica melanositler, immun sistemin dentritik hlcreleri (Langerhans
hicreleri) ve Merkel hiicreleri bulunmaktadir. Keratinosit farklilasma sliregleri sonucunda

epidermis, katmanlardan olugsmaktadir (Zeren 2014).

Epidermis

Basal layer (BL)

Basement membrane

dermis

Sekil 2.1: Epidermis Tabakalari (Xu 2012)



Epidermisin katmanlari dermisten ylzeye dogru stratumbasale, stratumspinosum,

stratumgranulosum, stratumlusidum ve stratumcorneum’dur.

2.1.1.1Stratum Basale: Tek kath prizmatik hucrelerden olugan ve derindeki epitel
katmanidir. Melanositler, Merkel hlcreleri ve Langerhans hcreleri bulunur. Buradaki
hiicreler mitozla bolunerek hucre kayiplarini karsilar.

2.1.1.2Stratum Spinosum : Melanositler ve Langerhans hicrelerinin sitoplazmik
uzantilari bulunur. Poligonal hicrelerin meydana getirdigi ve desmozomlara bagli
tonofibrillerden olusan kalin ve dikenimsi bir katmandir.

2.1.1.3 Straum Granulosum: Ust (ste siralanan yassi hicrelerden olugur. Stratum
spinosum katmanindaki keratinlesme belirtileri bu katmanda hiicrelerdeki grandl birikimi
ile goruldr. Bu grandller su ve yabanci hicreler igin bariyer olusturur.

2.1.1.4 Stratum Lusidum: Belirsiz hlicre sinirlarindan olusur. Derinin ince ve killarla
kapl béliminde bu katmana rastlanmaz.

2.1.1.5 Stratum Corneum: Bu katmanin kalinhigi mekanik etkenlere gére degiskenlik

g6sterir. Ol hiicrelerin keratinlesmesi sonucu olusur. (Aktas ve Daglioglu 2005)

Stratum corneum
Corneocyte

.

Stratum lucidum

Granular keratinocyte

Stratum granulosum

_— Langerhans cell

Stratum spinosum

Spinous keratinocyte
Stratum basale
- Epidermal basal cell

Basement membrane _
of epidermis

"

ARG — Melanocyte

KEN
HUB
©® www.kenhub.com

Sekil 2.2: Derinin Tim Histolojik Tabakalari (www.kenhub.com)
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Epidermisten deri alti bag dokusuna uzanan ve kollajen, retikulum ve elastik iplikleri
iceren bolumdur. Stratum superficiale ve stratum profundum olmak tzere iki katmandan

olusur. Bu iki katman arasinda belli bir sinir bulunmamaktadir.

2.1.1.6: Stratum Superficiale: Epidermisin hemen alt kisminda baslayan bag
dokusunun olusturdugu bdlimdir. Gevsek ve ince demetler halinde siralanan kollajen
iplikler ve daha az sayidaki retikulum ve elastik ipliklerden meydana gelir. Kil folikdlleri,

ter ve yag bezlerini tagir.

2.1.1.7 Stratum Profundum: Kalin ve gugli kollajen iplikleri bu katmanda kendi

aralarinda 6rgu olustururlar (Aktas A., Daglioglu S).

2.2. Hipoklor6z Asit

Hipokloréz asit, klorun suda ¢dzinmesiyle olusan zayif bir asittir. HOCI formuliyle

gOsterilmektedir.

Cl; + H,O =HOCI + H+ + Cl-

Hipokloréz asit (HOCI), enfeksiyonlara karsi nétrofiller tarafindan Uretilen gucllu bir
antioksidan olarak kabul edilmektedir. Glinimuzde ABD Cevre Ajansi tarafindan antiviral
ve antimikrobiyal dezenfektan olarak COVID-19’a karsi 6nerilen bir dezenfektan olarak

kullaniimaktadir.

Miyeloperoksidaz (MPO) enzimi araciliyla aktive edilen Hipoklordz asit, nérodejeneratif
ve kardiyovaskiler gibi pek ¢ok hastaligin gelisiminde vicut tarafindan yliksek seviyede

uretilmektedir (Kalug ve Thomas 2021).

Hipoklor6z asit, antimikrobiyal bir ajan olarak virts bakterilere kargi bagisiklik sisteminin
ayrilmaz bir pargasi olan nétrofiller tarafindan dogal olarak utretilmektedirler (Tran ve dig.
2020). Son yillarda yapilan arastirmalar, anti-enflamatuar etkisi ve biyofilmleri parcalama
yetenegi olan HOCI solUsyonlarinin yara ve skar ydnetiminde gugli bir ajan olarak

kullanildigini géstermektedir (Joachim 2020).



Hipoklor6z asit yara sonucunda olusan inflamasyonda nétrofiller tarafindan uretilir.
Notrofiller inflamasyon bdélgesinde nikotinamidadenindiniikleotit fosfat-oksidaz (NADPH)
ve superoksit dismutaz (SOD) enzimlerini araciligiyla hidrojen peroksit (H202) Uretir.
Klor iyonu varliginda miyeloperoksidaz (MPQO), hidrojen peroksiti hipokloréz asite
katalize eder. Hipokloroz asit gucli bir antioksidan olarak bakteri ve virtsleri parcalar
(Babior 1984).
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Sekil 2.3: Hipoklorbzasitin olusum mekanizmasi



Sekil 2.4: Yara bdlgesinde Hipoklortz asitin reaksiyonu (NebraskaRedoxBiology Center
Education Portal)
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Sekil 2.5: Hipoklordz asitin inflamasyon bdélgesindeki aktivitesi (Odobasic ve dig. 2016).



Hipoklortz asit yara iyilesmesinde de etkili bir ajan olarak kullaniimaktadir. Akut ve kronik
yaralar, deri yaralari, ameliyata bagh yaralar, 1. ve 2. derece yaniklar, 1-4. evre cilt
Ulserleri, kiguk yirtiklar ve kesikler, apseler v.b. yaralarda hipokloroz asit etken maddeli
dezenfektanlar kullaniimaktadir (Sakarya ve dig. 2014).

Hipoklor6z asit etken maddeli dezenfektanlar bazi mantar, parazit ve bakteri tiplerine
karsi gugli ve genis bir etkinlige sahiptir. Hipokloréz asit etkenli dezenfektanlar etkinligini

saniyeler icerisinde ve %99,99 oranda gdsterir (Anagnostopoulos ve dig. 2019).

Hipoklortz asit hiicre proteinlerinde ve membran lipidlerinde peroksidasyona neden olur.
Bu durum hicre zarinda hasara yol agarak, hicrenin lumune yani hicre apoptozuna

ya da hiicre nekrozuna neden olur.

Apoptozis; yetiskin dokularinda ve embriyolojik gelisimde ¢ok 6énemli role sahip hucre
Olimindn normal fizyolojik bir bicimidir. Apoptozis ile dokulardaki hiicre sayisi sabit
tutularak organizma icin tehlike arz eden virlsle enfekte hicrelerin timuyle ortadan
kaldiriimasini saglanir ve énemli bir savunma olusturur. DNA hasarinin meydana geldigi
hicre apoptoz ile ortadan kaldirilir. Béylece DNA yapisindaki zararli mutasyonlari
bulunduran hicrelerin, kanserlesme potansiyeli ortadan kaldiriimis olur (Kerr ve dig.
2013).
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Sekil 2.6: Hipoklordz asit ve Apoptozis (Shi,ve dig. 2019)



Apoptotik hicreler organizmanin bazi doku ve hicrelerinde surekli olarak olusmakta ve
bu stire¢ dmur boyu devam etmektedir. Organizmadaki hticrelerin 6lim ve yapimindaki
dinamik dengeyi korumak, homeostazisini olusturma o6nem teskil etmektedir. Bu
dengenin apoptoz lehine veya aleyhine bozulmasi birgok énemli hastalijin da ortaya
¢ikmasina katkida bulunmaktadir. Bu durumlar organizma igin olduk¢a buyik bir tehlike
yaratma kapasitesine sahiptir (Kerr ve dig 1972).

Apoptozise gidemeyen ya da genetik olarak degismis hicreler, ilerleyen slregte kanser

gelisimine neden olabilirler (Li veYuan 2008).

2.3 Hipotezler

1. Sodyumdan elde edilen hipokloroz asit kontrol grubuna gore keratinosit
hlcrelerinin gogalmasini arttirir.

2. Sodyumdan elde edilen hipokloréz asit kontrol grubuna gore fibroblast
hlcrelerinin gogalmasini arttirir.

3. Cinkodan elde edilen hipoklordz asit kontrol grubuna gére keratinosit hiicrelerinin
¢ogalmasini arttirir.

4, Cinkodan elde edilen hipoklordz asit kontrol grubuna gore fibroblast hiicrelerinin
¢ogalmasini arttirir.

5. Sodyumdan elde edilen hipokloréz asit kontrol grubuna gore Kkeratinosit
hicrelerinde apoptozisi dusurdr.

6. Sodyumdan elde edilen hipokloréz asit kontrol grubuna gore fibroblast
hlcrelerinde apoptozisi dusurur.

7. Cinkodan elde edilen hipoklor6z asit kontrol grubuna gore keratinosit
hlcrelerinde apoptozisi dusurur.

8. Cinkodan elde edilen hipoklordz asit kontrol grubuna gore fibroblast hiicrelerinde

apoptozisi dusurdr.



10

3. GEREC VE YONTEM

Calismada keratinosit (HaCaT) ve fibroblast hiicre hatti (human dermal fibroblast HDFa)
kullaniimigtir. Hicrelerinin kalttra icin %10 fotal sigir serum (FBS), %1 L-glutamin,
100IU/ml penisilin ve 10 mg/ml streptomisin iceren medyum uygulanmistir. Hlcrelerde

apoptosiz Tunel ydntemiyle belirlenmistir.

3.1 Gerecler

3.1.1. Hicre Kaltari

Bu tez calismasinda fibroblast (L929) ve keratinosit (HaCaT) tek tabakali hiicre kultiri

(2Dmonolayercellculture) hatti kullaniimigtir.

3.1.2 XTT Cell Proliferation Kit

Farkli maddelerden elde edilen hipokloréz asit soliisyonlarinin sitotoksisitesi ve doz ve
zamana bagli etkisi "Cell Proliferation Assay with XTT Reagent-Cell Proliferation Kit” ile

Olctimustdr.

3.1.3 Tunnel Kit

Hucrelerde apopitozis varliginin belilenmesi igin TUNEL kiti protokolt uygulanmistir.
3.1.4 Hucre Kiltiira Flaski

Hucrelerin Uretiimesinde ve uygulamalarda 25'lik ve 75'lik hicre kultira flasklar
kullanilmistir.
3.1.5 Hiicre Kiiltiirii Plakalari

Tez calismasi ile ilgili uygulamalarda ELISA plakalari ve derin kuyulu hticre kulttra

plakalari kullaniimistir.
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3.1.6 Thoma Lami

Mikroskopta hucre sayiminda kullanilan lamdir. Hucre ekiminde kullanilacak olan hiicre

sayisinl hesaplamak i¢in kullanilmigtir.

3.2 Calismada Kullanilan Kimyasal Malzemeler

3.2.1 Farkh Tuzlardan Elde Edilen Hipokloroz Asit

Tez cgalismasinda kullanilan Zn (Cinko) ve Na (Sodyum) tuzlarindan elde edilen
hipoklordz asit soliisyonlari PAU Teknoloji Fakiiltesi Biyomedikal Muihendisligi

laboratuvarinda uretilmistir.

3.2.2 Fetal Sigir Serum (FBS)

Fetal sigir serum (FBS) hiicrelerin ylzeye tutunabilmelerini ve gogalmalari igin kullanilan
zengin bir protein ¢ozeltisidir. FBS icinde enzimler, hormonlar, hiicrenin blyimesini ve
cogalmasini saglayan blyume faktérleri, hicrelerin ylzeye tutunmasini saglayan
hlcrelerarasi matrix proteinleri bulunur. Bu ¢ozelti biyolojik glivenlik kabininde 10 mL’lik

falkon tuplere boliinerek -20 °C’de kullanilincaya kadar saklanmaktadir.

3.2.3 Penisilin Streptomisin

Penisilin ve streptomisin hicre kultirinde kullanilan antibiyotiklerdir. Hucrelerde
meydana gelebilecek herhangi bir bakteri veya mantar kontaminasyonuna karsi hucreyi
korumaktadir. Huicreler icin kullanilan en standart antibiyotiklerdir. Penisilin 10,000 U/ml
stoktan 100 U/ml (37°C’deki yari dGmurleri 2 giin) ve Streptomisin 10 mg/ml stoktan 100
pg/ml olacak sekilde (37°C’deki deki yari dmurleri 4 giin) kullaniimigtir.
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3.2.4 Dulbecco’'S Modified Eagle’'S Medium (DMEM)

Hucre kultura galismalarinda hicrelerin canliligini koruyabilmesi ve Gremesi igin sivi besi
yeri tercih edilir. Tez galismasinda Dulbecco’S Modified Eagle’'SMedium (DMEM)

kullaniimistir.

Tablo 3.1: Dulbecco’S Modified Eagle's Medium (DMEM) icerigi

igindekiler Miktari
L-Glutamine 4.00 nM

L Glucose 1000 mg/L
Sodium Pyruvate 110 mg/L

Hucreler farkli besi yerlerinde farkli davranabilirler. Bu ylizden ¢alismanin amacina gére
hicrenin besi yeri ihtiyaclarinin belilenmesi gerekir. Tez calismamizda %10 fotal sigir
serum (FBS) ve 100 IU/mL penisilin ve 10 mg/mL streptomisin eklenerek besi yeri

hazirlanmistir.

3.2.5 Tripsin-EDTA (0.25 %)

Hicre pasajlamalari igin kullanilan bir enzimdir. Bu c¢alismada kullanilan tripsin
solusyonu %0.25 EDTA icermektedir. Tez calismasinda tripsin-EDTA solliisyonu -20

°C’de oligotlanarak saklanmistir.

3.2.6 Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi (PBS)

Hiicre ici ve disindaki ozmotik basinci dengede tutan bir tuz sollisyonudur. icerigindeki
inorganik tuzlar ve su, hiicre metabolizmasini destekler, pH’yr tamponlayarak hicreler
icin uygun bir ortam saglar. Hucre kultirinde, 6lu hucreler ile hicre atiklarini

uzaklastirmak amaciyla kullaniimaktadir.

3.2.7 Dimetil Stlfoksit (DMSO)

Tez calismasinda besi yerinde dretilen hicrelerin dondurularak saklanmasi icin

kriyottplere DMSO (Dimetil sulfoksit) eklenmistir. Hiicrelerin dondurulmasinda énce
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tripsinizasyon ve santriflj basamaklari gergeklestiriimis daha sonra 1,5 mllik
kriyotiiplere, 9:1 oraninda besi yeri ve DMSO (%10) olacak oranda hiicre sispanse
edilerek eklenmistir. Kriyotliplere depolanan hilcreler daha sonraki calismalarda

kullaniimak igin -80 derecede muhafaza edilmigtir.

Dondurulan hicrelerin yeniden ¢ézulip ekilmesi islemleri igin; daha dnce dondurulan
kriyotipteki hiicreler 37°C deki su banyosunda ¢oézdirtlmastir. Cézlinme islemi sonrasi
hlcrelere besi yeri eklenmistir. Hlcreler falkona alinip santrifj islemi edilmistir. Santrifdj
sonrasinda DMSO igceren besi yeri uzaklastirnimig ve yeni besi yeri eklenmistir. Uygun

kultar sartlari saglanarak hicreler inkiibe edilmis ve kiltlr kaplarina ekilmistir.

3.2.8 XTT Reagent

Tez caligmasinda 2 madde, farkl dozlarda tekli sekilde hlcre hatlarina uygulanmigtir.
Doz ve zamana gore hicre canhhdin tespiti ile hiicrelerin yizde ellisinin (%50) yasadigi
dozu bulmak icin XTT ile hiicre proliferasyon testi kullaniimistir.

3.2.9 Kristal Viole

Koloni testi uygulanan hcreler fikse olduktan sonra kristal viole ile boyanarak sayimi
yapimistir.

3.2.10 Form Aldehit

Keratinosit ve fibroblast hicreler oda sicakliginda 20 dakika boyunca% 4 formaldehit
icinde tespit edilmistir.

3.2.11 Tripan Mavisi
Tripan mavisi hlcre canllik tayininde kullanilan ve 06l hicrelerin sitoplazmalarini
boyayan kimyasal bir maddedir.

3.3 Yontem
3.3.1 Tek Tabakali Hiicre Kiiltiirii (HacaT ve L929)
Hiicre hatlari medyum igeren petri kaplarina ekilmistir. iki giinde bir besi yeri tazelenmis

ve 37°C de %95 nem, %5 CO2'li etivde inkube edilmigtir. Hlcreler monolayer olup,
tutunarak tGremistir.
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Hucre pasajlanmasi icin yapigtiklarn yuzeyden ayrilmalarini saglamak gerekmektedir.
Petrideki hiicreler PBS ile yikanarak 610 hiicrelerden ve hiicre atiklarindan arindiriimigtir.

Aspirasyon sonrasi tripsin ilave edilerek hicreler petri ylzeyinden kaldiriimistir.

Petri igerisindeki hlcreler 15 ml'lik falkonlara alinmis ve 1500g'de 4 dakika santrifij
edilmistir. Cdken hiicreler besi yerinde tekrar homojenize edilerek uygun oran
saglanarak petrilere ekilmigstir. Hlcrelerin ¢codalarak petriye tekrar yapismasi i¢in uygun

ortamda inkiibasyona birakilmistir.

Hucrelerin sayilmasi igin tripan mavisi boyasi kullaniimistir. Tripan mavisi sadece 6l{
hiicrelerin membranlarindan gegebilir. Oli hiicreler mavi (boya almis) ve canl hiicreler

(boya almamis) olarak gérulmustar.

Deneylerin standardizasyonunu igin tim deney basamaklarinda hicre sayimlari

yapildiktan sonra hticrelerin ekim islemleri gerceklestirilmistir.

Hucrelerin dondurulmasini saglamak ic¢in kriyotlpler icerisinde DMSO (Dimetil stlfoksit)
kullaniimistir. Hicrelerin dondurulmasi igin énce tripsinizasyon ve santrifiij islemleri
gerceklestirilmistir. Daha sonra 1,5 ml’lik kriyotlplere, 9:1 oraninda besi yeri ve DMSO
(%10 DMSO) olacak oranda hlcre sispanse edilerek konulmustur. Resuspanse edilen
hicreler kriyotlplere konularak baska calismalarda kullaniimak Uzere -80 derecede

muhafaza edilmistir.

Fibroblast ve keratinosit hiicre hatlari 37 °C’de, %5 CO2 ve %95 nem iceren ortamda
inkibe edilmigtir. Hlcreler %10 fetal sigir serumu (FBS) ve %1 penisilin/streptomisin
iceren Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) besi yerinde gelistiriimis ve
cogaltilmigtir. Hlcre hatlari 2-3 glnde bir, hicre yogunluguna bagh olarak

pasajlanmigtir.

100mm’lik kdltdr plakalarinda c¢ogaltilan hucreler yaklasik %80-90 yogunluga
ulastiklarinda Tripsin-EDTA yardimiyla kaldirilarak santrifij edilmis ve taze besi yeri ile

tekrar sispanse edilmistir.
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3.3.2 XTT ve MTT Testi

iki madde farkli dozlarda tekli ve kombine sekilde hiicre hatlarina uygulanip zamana ve
doza bagimh olarak hucre canlihgin tespiti ve hicrelerin yiuzde ellisinin (%50) yasadigi

dozu bulmak i¢in XTT ile hiicre proliferasyon testi kullaniimistir.

Bu test suda eriyebilen bir bilegik olan XTT (2,3-bis(2-methoxy-4 nitro-5- sulfophenyl)-
2H-tetrazolium-5-carboxanilide)'yi canli hiicrelerde turuncu renkli formazon bilesenlerine

indirgenmesi prensibine goére islemektedir.

Suda eriyebilir 6zellikte olan boyanin yogunlugu bir spektrometre ile verilen dalga
boylarinda okutulmakta ve metabolik olarak aktif hicrelerin sayisi ile orantili olan
formazon olusumu sayesinde hizli bir sekilde hicre canliigi testi sonuglarinin

degerlendirilebilmesine olanak saglamaktadir.

Maddelerin sitotoksisitesi ve doz ve zamana bagli etkisi "Cell Proliferation Assay with
XTT Reagent-Cell Proliferation" Kit ile yapiimistir. Kerotosit ve fiibroblast hiicreleri 96
kuyucuklu hicre kiltird kaplarina ekilmis ve hiicrelerin ylizeye yapismasi icin 24 saat
beklenmigtir.

Calisma konsantrasyonlari %10 serumlu tam besi ortami ile hazirlanmistir. Kontrol
kuyucuklari disinda maddeler gruplara uygulanmistir. Belirlenen konsantrasyonda
maddelerin uygulamasi sonrasinda hicre proliferasyonu "Cell Proliferation Assay with
XTT Reagent-Cell Proliferation Kit" ile saptanmistir. Ayni zamanda zamana bagimli
etkinin arastirilmasi amaciyla test islemi 24, 48 ve 72.saatlerde calisiimistir.

Bu saatler sonunda her bir kuyucuga 100 uL ortam koyulduktan sonra 50 uL aktive
edilmis XTT solisyonu (49 uL XTT Reagent Solusyonu ve 1 pL Aktivatér Sollisyonu)
eklenmistir. Madde eklenmesinden 4saat sonra galisilan gruplarin absorbans dederleri
(OD) ELISA cihazinda 450 nm dalga boyunda ve 630 nm referans araliginda

okutulmustur.

Hucre canliigi yuzdesi her bir kuyucukta olgtilen optik dansite degerinin kontrol optik
dansite degerine bdlinmesi ve ylUz ile g¢arpllmasi ile hesaplanarak IC50 orani

belirlenmistir.

Sodyum Hipokloréz (sodyum klortir) ve Cinko Hipokloréz (¢inko Klorir) ¢ozeltilerinin

L929 hiicre hatti canliligina etkisini arastirmak icin MTT testi kullaniimistir. Thoma lami
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ve Tripan mavisi boyasi yardimiyla 1sik mikroskobunda sayilan hucreler 96 kuyucuklu
plakalara ekilerek (2x10° hiicre/kuyu) 24 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyonun
ardindan besi yeri yenilenerek farkll konsantrasyonlardaki ¢ozeltiler uygulanmis ve 24

saat inkibasyona birakilmistir.

Ardindan kultur ortami uzaklastinlmis ve 10 yL MTT (5 mg/mL) ile 100 uL besi yeri
hlcrelerin Uzerine ilave edilerek 4 saat inkiibasyona birakiimistir. Daha sonra MTT
icerek besi yeri ortamdan uzaklastirilarak ortaya ¢ikan formazan kristalleri %100 DMSO
yardimiyla ¢ozilmistir. Olusan rengin absorbansi bir mikro plaka okuyuculu
spektrofotometre (Epoch, BioTek) yardimiyla 590nm’de okunmus ve sonuglar

degerlendirilmigtir.

3.3.3 Koloni Olugsum Testi

Maddelerin uygulanmasi sonrasinda hiicrelerde koloni olusumunun nasil etkilendigini
belirlemek icin, 6 kuyucuklu kilttr kaplarina kontrol ve doz gruplari igin 103 hiicre ekimi
yapiimis ve 14 gin boyunca hlcreler 2 giinde bir ortamlarini degistirmek suretiyle
37°C'de, %5 CO2'li ortamda bekletilmistir.

On doért gliniin sonunda hcrelerin soguk metanolle -20°C'de 10 dakika fikse olmalari
saglanmistir. Fikse olmus koloniler kristal viole boyasi ile 15 dakika boyanmistir.
Boyanmis olan koloniler kontrol grubu ile karsilastirmali olarak sayilarak

degerlendirilmistir.

3.3.4 Wound Healing Testi

Yara iyilesme deneyi, hiicre gogunu ve hiucre-htcre etkilesimini incelemek igin kullanilan
bir laboratuvar teknigidir. Bu ayni zamanda cizik deneyi olarak da bilinir, ginkd hiicre tek

tabakasi Uzerinde ¢izik yapilir ve mikroskopla dizenli araliklarla géruntu yakalanir.

Ozellikle bir hiicre tabakasinin hiicre gégiinii yari kantitatif olarak dlgmek icin 2D hiicre
gocu yaklagimidir. Bu gizik, mekanik, termal veya kimyasal hasar gibi cesitli
yaklagimlarla yapilabilir. Bu kazimanin amaci, boslugu gecirmek ve kapatmak igin

hicresiz bir alan Gretmektir.
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Bu deneyle kontrol gruplari ve doz uygulanan hlcrelerdeki migrasyon kapasitesi
degisimi tespit edilmistir. %100 konfluente ulasan hicreler 200 mikrolitrelik pipet ucuyla
cizilecek hiicrelerin 0,16,24. saatlerdeki migrasyon durumlari invert mikroskop altinda

gbzlemlenmis ve fotograflanmistir.

Sodyum Hipoklordz ve Cinko Hipoklordz ¢ozeltilerinin MTT testi sonuglarina gore secilen
toksik olmayan iki doz secilmis, ardindan hlcre hatlari Uzerinde yara iyilestirme (wound-

healing) kapasitesi arastiriimistir.

Bu amacla, 6 kuyulu plakalara ekilen hiicreler 24 saat sureyle inkiibasyona birakilmistir.
Ardindan, steril bir 200 uL’lik tip yardimiyla hiicre tabakasi diiz bir sekilde ¢izilmis ve besi

yeri uzaklastirilmigtir.

Kalkan hicreleri uzaklastirmak icin PBS yardimiyla kuyular nazikge yikanmis ve taze
besi yeri eklenmistir. Daha sonra secilen dozlar uygulanmis ve 24 saat sire sonra
kuyular sadece tam besi yeri ile degistirilmistir. 0, 24 ve 48. saatlerde fotograflari alinan

yara alanlarinin analizi Imaged uygulamasi ile yapilmigtir.

3.3.5 Tunel Boyama

Chamber slaytlarda kulttirle edilen keratinosit ve fibroblast hiicreler oda sicakliginda 20
dakika boyunca %4 formaldehit icinde tespit edilmistir. %0,5 lik Triton X 30 dakika ile

yikanan hlcreler bloking solisyonunda 30 dakika inktbe edilmistir.

Hucrelerde apopitozis varlhidinin belirlenmesi icin TUNEL kiti protokolt uygulanmistir.

Apoptotik hicreler OlympusBX51 mikroskobu ile resimlendirilmistir.

Toplam hiicre sayisi ve TUNEL pozitif hiicreler, mikroskopta rastgele segilen 10 alanda
sayildi. Sonuglar, apoptotik htcrelerin toplam hiicrelere oranini apoptotik indeks (API)

hesaplanmistir.
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4.BULGULAR

4.1 XTT ve MTT Testi Bulgulari

Bu ¢alismada Sartarius Ref:20-30-1000 Lot: 213190 XTT hiicre proliferasyon kiti

kullaniimistir.

24, 48 ve 72 saatlerde keratinosit hiicrelerine uygulanan XTT kiti ile Sodyum

Hipokldroz sonuglari ve IC50 degerleri tablo ve sekillerde belirtilmigtir.

Tablo 4.1.1: 24 saat sonucunda Sodyum hipokloréz eklenmis kuyucuklardaki XTT degerleri

24 saat Sodyum Hipokloroz

120
100
80
60

40

. 100 &
0

cont 32,25uM  62,5uM  125uM 250 uM 500 uM 1000 puM



Results

: L L
01 10 100 1x10 1x10

IC 5 Regresyon Sonuglari [Veri 1]

Parametre Deger

IC 2, 74.9973

Sekil 4.1.1: 24 saat sonucunda Sodyum Hipokloréz IC50 degeri
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Tablo 4.1.2: 48 saat sonucunda Sodyum Hipokloréz eklenmis kuyucuklardaki XTT degerleri

48 saat Sodyum Hipokloroz

120
100
80
60
40

. 1B
: i B

cont  3225uM 625uM  125uM  250uM 500 M 1000 uM

Results

IC ” Regresyon Sonuclari [Veri 1]

Parametre Deger

ICqy 76.1541

Sekil 4.1.2: 48 saat sonucunda Sodyum Hipoklor6zlC50 degeri
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Tablo 4.1.3: 72 saat sonucunda Sodyum Hipokloroz eklenmis kuyucuklardaki XTT degerleri

72 saat Sodyum Hipokloroz

120

100

80

60

40

20 I

i m 1 B n

cont 3225uyM 625pM  125puM 250 uM 500 uM 1000 pM

Results

IC . Regresyon Sonuglari [Veri 1]

Parametre Deger

IC 52.055

Sekil 4.1.3: 72 saat sonucunda Sodyum Hipoklor6z IC50 degeri
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24, 48 ve 72 saatlerde XTT kiti uygulanan Cinko Hipokléroz sonuglari ve IC50 degerleri

tablo ve sekillerde belirtilmigtir.

Tablo 4.1.4: 24 saat sonucunda Cinko Hipokloréz eklenmis kuyucuklardaki XTT degerleri

24 saat Cinko Hipokloroz

120

100

80
60
40
20 I
: i

cont 28,07 uM 47,25 uM 87,5uM 175uM 350 uM 700 uM

Results

103 -

IC = Regresyon Sonuglari [Veri 1]

Parametre Deger

IC g 296.4463

Sekil 4.1.4: 24 saat sonucunda Cinko Hipokloréz 1C50 degeri



Tablo 4.1.5: 48 saat sonucunda Cinko Hipoklordz eklenmis kuyucuklardaki XTT degerleri

48 saat Cinko Hipokloroz
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Sekil 4.1.5: 48 saat sonucunda Cinko Hipokloréz IC50 degeri
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Tablo 4.1.6: 72 saat sonucunda Cinko Hipoklor6z eklenmis kuyucuklardaki XTT degerleri

72 saat Cinko Hipokloroz
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IC - Regresyon Sonuclari [Veri 1]

Parametre Deger

ICq 63.4682

Sekil 4.1.6: 72 saat sonucunda Cinko Hipoklordz IC50 degeri

HacaT hucre hattinda sodyum hipoklordzun 24. saatte en dusuk XTT degeri 1000 pM,
48. ve 72 saate ise 125 pyM bulunmustur. Cinko hipoklordézin ise 24., 48. ve 72.
saatlerdeki en duglk degeri 700 uM'dir.



Tablo 4.1.7: Farkli konsantrasyonlardaki sodyum hipokloréz ¢ézeltisinin L929 hiicre hatti
Uzerinde 24 saatlik uygulama sonucu hicre canliligi Uzerine etkisi (* p < 0.05)
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Tablo 4.1.8: Farkli konsantrasyonlardaki Cinko Hipokloroz ¢ozeltisinin L929 hicre hatt
Uzerinde 24 saatlik uygulama sonucu hicre canhiligi Gzerine etkisi (* p < 0.05, ** < 0.001)
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4.2 Koloni Olugum Bulgulari

Kontrol, Sodyum Hipoklordz ve Cinko Hipokloréziin HaCAT hticre hatlarinda koloni

olusumlarina etkisi

Sekil 4.2.1: 24, 48 ve 72. saatlerde keratinosit kontrol grubu koloni olusum

Sekil 4.2.2: 24, 48 ve 72. saatlarde Sodyum Hipokloréz asit eklenmis keratinosit hiicre grubu

koloni olusumu
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Sekil 4.2.3: 24, 48 ve 72. saatlerde Cinko hipoklordz asit eklenmis keratinosit hicre grubu

koloni olusumu

Kontrol grubunda: 42 koloni, Sodyum hipokloréz eklenmis grupta: 45 koloni, Cinko
hipokloréz eklenmis grupta: 49 koloni sayildi.

Besi yerinde yapilan koloni sayimi ‘her canli hicre 1 koloni olusturur’ prensibine
dayanmaktadir. inkiibasyondan sonra petri kutusunda 40 koloni sayilirsa, bu sadece 0,1

ml materyaldeki sayiyi belirtir.

Bu hesaplamaya gore kontrol gurubunda 840 adet/ml,
Sodyum Hipokloréz eklenmis grupta 900 adet/ml adet

Cinko Hipokloréz eklenen 980 adet/ml adet canli hiicre vardir.

Sonuglara gore Sodyum hipoklordz ve Cinko hipoklor6zun keratinosit hiicre hatlarinda
koloni olugumlarini artirmaya yodnelik etkisi olmus, fibroblast hicre hatlarinda koloni

olugsumu gézlenmemigtir.
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4.3 Wound Healing Migrasyon Deneyi Bulgulari

Sekil 4.3.1: Sodyum hipokloréz grubu fibroblast hiicreleri migrasyon izleme

Sekil 4.3.2: Cinko hipoklordz grubu fibroblast hiicreleri migrasyon izleme

HacaT hicre hattinda hiicre gogalmasinin olmadidi izlenmistir.
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20ppm Control

40ppm

Sekil 4.3.3: Sodyum hipoklordz ¢dzeltisinin L929 hiicre hatti Gzerinde 24 saatlik uygulama
sonrasinda yara alani kapatma yetenegi gorselleri.

20 ve 40 ppm konsantrasyondaki Sodyum hipoklordz uygulamasi sonucunda 48. saatte
kontrol grubuna gére 20 ppm Sodyum hipokloréz ¢dzeltisinin kontrol grubuna gore yara
alanina hicre migrasyonunu yaklasik 1.2 kat daha fazla, ayrica 40 ppm Sodyum
hipokloroz ¢dzeltisinin kontrol grubuna goére yara alanini 2.7 kat daha fazla kapattigi
tespit edilmigtir (Sekil 4.3.3).



Tablo 4.3.1: Sodyum Hipoklordz ¢ozeltisinin L929 hucre hatti migrasyonuna etkisinin yiizde

grafigi.
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Uygulama yapilan grupta kontrol grubuyla kiyaslandiginda yara alaninda anlamli olarak

fark tespit edilmistir (£SS, n=3, p < 0.05).
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0.5ppm Control

1.5ppm

Sekil 4.3.4: Cinko hipoklordz ¢ozeltisinin L929 hicre hatti Gzerinde 24 saatlik uygulama
sonrasinda yara alani kapatma yetenegi gorselleri.

0.5 ve 1.5 ppm konsantrasyondaki Cinko hipoklor6z uygulamasi sonucunda 48. saatte
kontrol grubuna gdre 0.5 ppm Cinko hipokloréz ¢ozeltisinin kontrol grubuna gore yara
alanini 1.21 kat kapattidi, 1.5 ppm Cinko hipokloréz ¢ozeltisinin ise kontrol grubuna gore
yara alanini yaklasik 9.7 kat daha fazla kapattigi tespit edilmistir (Sekil 4.3.4).
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Tablo 4.3.2: Cinko hipoklordz ¢dzeltisinin L929 hiicre hatti migrasyonuna etkisinin ylizde grafigi.
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Uygulama yapilan grupta kontrol grubuyla kiyaslandiginda yara alaninda anlamli olarak
fark tespit edilmistir (£SS, n=3, p < 0.05).
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4.4 Tunel Boyama Bulgulan

HaCaT ve L929 hicre hattinda Sodyum hipokloréz ve Cinko hipokloréz ¢ozeltisinin
apoptozise etkisi Tunel ydntemiyle belirlenmistir. Apoptotik indeks keratinosit hiicre hatti
olan HaCaT’ta en diustk Sodyum Hipokloréz grubunda bulunurken fibroblast hiicre hatti

olan L929 da deney gruplari arasinda farklilik izienmemistir.

NaCl ZnCl

HaCaT

L929

Sekil 4.4.1: HaCat ve L929 hiicre hatlarinda Tunel boyama sonuglari. Ok Tunel (+) hticreleri
gostermekte. (immunoperoksidaz&Hematoksilen, X400, Bar=50uM)
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5.TARTISMA

HOCI, bagisiklik sisteminin dnemli bir endojen mikrobisidal bilesenini temsil eder, yara
iyilesmesi, ateroskleroz, astim, nérodejenerasyon, timdrigenez ve kronolojik yaslanma
ile ilgili enflamatuar patolojilerde ve dokularin yeniden sekillenmesinde de rol oynayan
kl¢uk molekilli bir elektrofildir. Ayni zamanda HOCI kaynakli oksidasyon kamu igme
suyu guvenligi ve havuz dezenfeksiyonu ile ilgilidir (Whiteman ve Rose 2005). Buna ek
olarak, HOCI ortaya ¢ikan COVID-19 pandemisi baglaminda ¢agdas bir 6nem tasiyan
virusleri, bakterileri ve diger mikroplari hedef alan ylzey ve cilt dezenfeksiyonu igin

kuresel dlgekte kullaniimaktadir (Lyod ve dig. 2003).

Klor gazi sudan gegirildiginde suyla reaksiyona girer ve hipokloréz aside dénusur. Tipta
hipokloréz asidin sodyum tuzuyla olan sodyum hipoklorid solisyonlari kullanihr.
Hipokloréz asit, bilinen tim mikroorganizmalara (virls, bakteri ve mantarlara) karsi 1
dakikadan kisa strede etkilidir. Hipoklordz asit ile yapilan yara iyilesmesi calismalarinda,
¢ozeltinin yara iyilesmesine olan etkisi, mikroorganizmalari &éldirme hizi, biyofilm
olusumu Uzerinde etkisi incelenmis ve olumlu sonuglar alinmistir. Glinimuzde
hipokloréz asit etkenli antiseptik ve dezenfektanlar FDA onayli olarak insan ve hayvan

sagliginda kullanilmaktadir.

Yara bakiminda kullanilan yaygin soltusyonlardan biri %0.09’luk Sodyum hipokloroz
sollisyonudur. izotonik ekstraseliiler dehidratasyon, sodyum kayiplari tedavisi ve
parenteral uygulamalarda gecimli oldugu ilaglarin seyreltici ¢ozeltisi olarak kullanilir.

izotonik sodyum klorid jelleri yara yatagini nemlendirmek igin kullanilir.

Cinko, insan viicudu igin bir eser element olup, antioksidanlara kargi dnemli bir savunma
mekanizmasi olan superoksit dismutaz enziminin kofaktoriduir. Cinko eksikligi olan
canllarda, Siperoksit dismutaz enziminin aktivitesinin azalmasina bagh olarak cesitli

hastaliklar bildirilmistir.

Cinko, temel bir beslenme gereksinimidir ve karbonik anhidraz, alkalin fosfatlar, laktik
dehidrojenaz ve hem RNA hem de DNA polimeraz dahil olmak tizere 70'den fazla farkl
enzim igin bir kofaktor gorevi goriar. Cinko, yara iyilesmesini kolaylastirir, normal buylime
oranlarinin, normal cilt neminin ve tat ve koku alma duyusunun korunmasina yardimci

olur.
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Cinko, kas, kemik, deri, bébrek, karaciger, pankreas, retina, prostatta ve dzellikle kirmizi
ve beyaz kan hicrelerinde bulunur. Cinko, plazma alblimini, a2-makroglobulin ve
histidin, sistein, treonin, lizin ve asparagin dahil olmak Gzere bazi plazma amino asitlerine
baglanir. Yutulan Cinko, esas olarak digki ile (yaklasik % 90) ve daha az oranda idrar ve

terle atilir.

Cinko tereyagi olarak da bilinen ginko (IlI) klortr, suda ¢ok ¢bzinen ve c¢ogunlukla
katalizor olarak ve dezenfektan olarak organik sentezde kullanilan inorganik bir tuzdur.
Tekstil materyallerine antimikrobiyal 6zellik kazandirmak icin kullanilan antimikrobiyal

maddelerden biri ¢inkodur.

Recetesiz satilabilen bazi merhemlerin bilesiminde bulunur ve ince bir tabaka halinde
uygulandiginda cildin su kaybetmesini énler. Yazin glines, kisin da soguk yaniklarina
karsi koruyucudur. Bebeklerin bez baglanan bdlgelerinde ¢ok az miktarda kullanilarak
ciltte meydana gelebilecek kizarikliklar 6nlenebilir. Yasa bagh gdz hastaliklarinin
tedavisinde, deodorantlarda ve ahsap koruyucu olarak kullanilir. Cinko klortir bazi cilt

kanserleri tedavi etmek amaciyla kullaniimaktadir.

Yara iyilesmesi keratinositler, fibroblastlar ve inflamatuar hicreler gibi birgok hlicrenin
uyariimasi ile baslayan ve yara bdlgesine migrasyonu ile devam eden ¢ok evreli bir
surectir. Yanginin basladidi ilk siregte yara bdlgesine 6ncelikle noétrofiller gelir.
Makrofajlar ise notrofillerden sonra erken donemde kolonize olarak diger hicre tiplerinin
aktivasyonunu organize ederler. Mast hucreleri ile ve T hidcre alt gruplari da yara

iyilesmesinin dnemli hiicreleri arasinda yer alir (Tekin 1.0. 2015).

Yara bakiminda uygulanan antimikrobiyal tedavide, mikroorganizmalarin biyofilm
olusturmasi ve mikroorganizmalarin direnci buyluk bir zorluk olusturmaktadir.
Mikroorganizmalarin biyofilm olugturmasi yaradaki makrofajlarin ve nétrofillerin varligini
uzatmaktadir. Yara bolgesindeki makrofajlarin ve nétrofillerin varliginin uzamasi normal
yara iyilesmesini suresini de uzatir. Bu durumun dogustan kazanilan immunolojik

tepkilerin etkinligini de azalttig1 dusunulmektedir (Gold ve dig. 2019).
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HOCI'nin bakterilere, virislere ve mantarlara karsi olan etkisi c¢alismalarla
desteklenmistir. Yara tedavi 6ncesi ve sonrasinda antiseptik ve anti-enflamatuar ajan
olarak kullaniimaktadir. GUnimuUz tip tedavilerinde dnemli bir antiseptik olarak tercih
edilebilecek ilk segenekler arasinda yer almaktadir (Tran ve dig. 2020, Gold ve dig.
2019).

Saglikh dokulardaki keratinosit ve fibroblastlara alkol ya da iyot iceren antiseptiklerin
zarar vermektedir. Hipokloréz asit ise bu hicrelerin hasarli bdlgeye proliferasyonunu
artirarak yara iyilesme sirecini hizlandirir. Bir dakikadan daha az bir strede % 99,99
oraninda antisepsi saglar ve 2- 3 dakikada suya donusur. Bu 6zelligi ile dokuda kalinti
birakmaz. Sistemik dolasima katiimamasi nedeniyle tedavi siresince ihtiya¢g duyulan
preparatlarla birlikte kullaniimasi uygun hale gelmektedir. Hipoklor6z asit ayni zamanda

sistemik higbir Grtin ile etkilesime girmez (Morris J. C 1966, Harris, Daniel C. 2009).

Kuténdz doku onarimi, cildin bariyer fonksiyonunu geri kazanmayi amaglar. Bunu
basarmak icin, yara yerinin yeni bag dokusu olusturmak igin granilasyon dokusu ile
degistiriimesi gerekir ve fiziksel bariyeri restore etmek igin epitelyal yara kapanmasi
gerekir. Epitel yara kapanmasi saglandiktan sonra granilasyon dokusu birikimine ve
skar yeniden sekillenmesine yol agan inflamasyonun baskin oldugu erken bir faz ile
baslayan farkl yara iyilesme fazlari taninir. Granillasyon dokusunda, mezenkimal
hicreler maksimum derecede aktive edilir, hiicreler gcogalir ve blylk miktarda hiicre digi
matris sentezler. Epitel hiicreleri ayrica altta yatan granilasyon dokusunun gegici matrisi
Uzerinde ¢ogalir ve go¢ eder ve sonunda yara yeri kapanir ( Eming S.A. ve di§. 2014,
Reed B.R. ve di§g. 1985, Brem H. ve dig. 2007). Fibroblastlar, énce trombositler
tarafindan ve ardindan makrofajlar tarafindan salinan c¢esitli céztintir mediatérlere yanit
olarak yara yerine go¢ ederler. Extrselliler matrix (ECM) deki fibroblastlarin gocu,
kollajenler, fibrin ve fibronektin gibi ECM bilesenleri ile etkilesimleri ile dizenlenir. Dizenli
dermisteki fibroblastlar genellikle sessiz ve sporadik olarak dagilirken, yara yerinin gegici
matrisinde ve granilasyon dokusunda orta derecede aktif ve bol miktarda bulunurlar
Gould L. Ve dig 2015, Siedel H. ve dig 1985). Kan damarlarinin yaralanmasi hizli bir
hemostatik yanita ve enflamatuar asamaya gegislere neden olur. TGF-B1 ve PDGF gibi
inflamatuar sitokinler, fibroblast proliferasyonunu ve yara bdlgesine gogu tesvik eder ve
fibroblastlar miyofibroblastlara donusturen fenotipik modifikasyonlari tegvik eder. Ayrica,
yara bolgesindeki go¢leri ve genislemeleri, onlari ECM'den yara bolgesine gecisleri igin

bir yol agcmak tizere proteazlar Gretmeye ve serbest birakmaya zorlar.
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Fibroblastlar tarafindan salinan enzimler, kollajenazlar (MMP-1), jelatinazlar (jelatin
substratlarini bozan MMP-2 ve MMP-9) ve stromelizin (ECM'de c¢oklu protein
substratlarina sahip MMP-3) olarak siniflandinlabilen Matriks Metalloproteinazlar
(MMP'ler) igerir (Cui N. Ve dig 2017). Yukarida bahsedildigi gibi yara iyilesmesinde hem
keratinositler hem de fibroblastlar etkilidirler.

Bizim calismamizda iki farkh kaynaktan elde edilen Sodyum Hipokloréz ve Cinko
Hipokloréz tuzlari kullanildi. Bu tuzlar yara iyilesmesi deneylerinde hem keratinosit hiicre
hattinda hem fibroblast hiicre hattinda etkili oldular. Werner ve arkadaslari 2007 yilinda
yaptiklari calismada keratinosit ve fibroblast etkilesimini in vitro olarak HaCaT ve
fibroblast kulturlerinde incelemiglerdir. Calismada yaralanma sonrasi erken evrelerde,
keratinosit kaynakli IL-1 gibi proinflamatuar mediatorler, keratinosit-fibroblast
etkilesimlerini dizenledigi ve  keratinosit-fibroblast kokdiltiirlerinde TGF-b aktivitesinin
gucli bir sekilde up regule oldugu goésterilmistir. Ayrica keratinosit biylime faktorQ
(KGF), IL-6, endotelin-1 (ET-1), heparin baglayici EGF ve GMCSF genleri gibi IL-1-
duyarli genlerin fibroblastlarda up regile oldugu ve bu faktdrlerin daha sonra keratinosit
proliferasyonunu ve farkhlasmasini uyarabildigi ifade edilmistir. Epidermisin bazal
membranini bilesenleri hem keratinositler hem de daha az él¢tide fibroblastlar tarafindan
eksprese edilir. Arastiricilar Keratinosit-fibroblast etkilesimlerinin orta evresinde,
keratinosit kaynakli IL-1 ve TGF-b etkilerinin dengesi degismeye basladigini bunu
sonucunda da fibroblastlarin bazal membran bilesenlerinin sentezini arttirmaya
basladigini belirtmiglerdir. Yara iyilesmesi slrecinin son asamasinda bazal membran
bilesenlerinin fibroblastlarda gugli bir sekilde eksprese edildigi ortaya konmustur
(Werner S. Ve dig 2007). Bu calisma bize yara iyilesmesinde her iki doku grubunun da
gerekli oldugunu etkilesim halinde olduklarini gosterdi. Biz calismamizda ko-kulttr

yapmadik.

Bunun yani sira Sodyum Hipokloréz ve Cinko Hipokloréz tuzlarindan Cinko Hipokloréz

tuzunun kontrol grubuna gore keratinosit hiicrelerinde daha etkili oldugu gézlendi.

Apoptotik hicreler organizmanin bazi doku ve hicrelerinde surekli olarak olusmakta ve
bu slre¢ dmur boyu devam etmektedir. Organizmadaki hicrelerin 6lim ve yapimindaki
dinamik dengeyi korumak, homeostazisini olusturma onem teskil etmektedir. Bu
dengenin apoptoz lehine veya aleyhine bozulmasi birgok onemli hastaligin da ortaya
¢cikmasina katkida bulunmaktadir. Bu durumlar organizma igin olduk¢a biyuk bir tehlike

yaratma kapasitesine sahiptir (Kerr ve dig. 1972 ve Mcllwain ve dig. 2013).
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Apoptozise gidemeyen ya da genetik olarak degismis hlcreler, ilerleyen surecte kanser

gelisimine neden olabilirler (Li J, Yuan J 2008).

HOCI oksidatif stres, kaspaz-3 aktivasyonu ve apoptozu indukler. Patofizyolojik olarak
HOCI'Un hicre kilturleri ile ilgili cogu g¢alismada, apoptoz esas olarak kaspaz-3'Un
aktivasyonundan bagimsiz yollarla veya kaspaz-3'Uin dolayl aktivasyonu yoluyla ele

alinmaktadir.

HOCI aracili apoptozun esas olarak superoksit anyonu, hidroksil radikal, singlet oksijen,
mitokondriyal membran potansiyeli kaybi, nukleer faktor kappa B (NF-kappaB), p53 ve
kaspaz-3 aktivasyonu olusumu yoluyla apoptozu tesvik eden diger ROS'larin uygulanan
konsantrasyonlarina, maruz kalma suresine ve induksiyonuna baglidir (Whiteman, ve
dig. 2007).

Cogu durumda kaspaz-3 aktivasyonu gergeklesmesine karsin bazi durumlarda HOCI ve
ilgili hipohaloz asitler kaspaz-3 aktivasyonunu inhibe edebilmektedir (Bauer 2013).
HOCI, klorurin (CI7) iki elektronlu oksidasyonunu katalize etmek igin solunum patlamasi
sirasinda hidrojen peroksit kullanan nétrofil kaynakli bir peroksidaz (MPQO) olan

miyeloperoksidaz (MPO) tarafindan enzimatik olarak Uretilir (Podrez ve dig. 2000).

HOCI, bircok biyolojik molekiille reaksiyona girme ve daha sonra cift sarmalli DNA
denatlrasyonuna neden olan lipit peroksidasyonuna ve tirozin klorlamasina yol acma

yetenegine sahiptir (Yap ve dig. 2010).

HOCI, ek hiicresel hasara neden olan daha fazla ROS ve serbest radikaller Gretmek igin
diger oksidanlarla reaksiyona girme yetenegine sahiptir; 6rnegin, hidroksil radikali
Uretmek icin superoksit ile reaksiyona girer. Ek olarak, bir alkali ¢dzeltinin varliginda,
eslenik tabani, singlet oksijen tiirlerini olusturmak igin H202 ile reaksiyona girer. insan

sivisinda HOCI kararsiz ve reaktif oldugu i¢in dogrudan élgimu yapiimamigtir.

Normal kosullar altinda guglu bir oksidan olan HOCI, antimikrobiyal bir ajan olarak islev
gorur. Tersine, hastalik durumlarinda, HOCI, patojenleri ortadan kaldirmak igin kullanilan
benzer bir eylemle konakgi dokuya zarar verebilir. Bu mekanizma kanser,

glomerulonefrit, akut vaskilit, diyabet, kronik bobrek hastaligi, romatoid artrit, solunum
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sikintisi, ateroskleroz ve birgok inflamatuar hastalik gibi birgok patolojik durumlarda

gerceklesmektedir (Malech ve dig. 1987).

2020 yilinda Jeelani ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada HOCI konsantrasyonunun ve
maruz kalma sturesinin apoptozsin uyariminda etkili parametreler oldugu bildirilmigtir.
Fare oositleri ile yaptiklari ¢alismada disik konsantrasyonun kaspaz3 olusumunu

engelledigini gostermislerdir (Jeelani ve dig. 2020).

Bizim calismamizda HOCI farkh dozlarda ve surelerde kullaniimamistir. XTT ve MTT
sonugclarina goére uygulan fizyolojik dozlarda keratinosit hiicrelerine uygulanan tuzlardan
Sodyum Hipoklordzin en disuk apoptotik indekse sahip oldugu fibroblast kiltirlerinde
degisiklik izlenmemigtir. Bu sonuclarda aslinda HOCI'nin apoptozis ve proliferasyon

dengesinde dozun 6énemini gostermektedir.
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7.SONUG VE ONERILER

Sodyum hipokloréz ve Cinko hipokloréziin keratinosit hicre hatlarinda koloni
olusumlarini artirmaya yoénelik etkisi olmus, fibroblast hiicre hatlarinda koloni olusumu

gbzlenmemistir.

Migrasyon deneyinde HacaT hicre hattinda hiicre gogalmasinin olmadigi izlenmigtir.
Sodyum ve Cinko hipoklordz ¢dzeltisinin L929 hicre hatti (izerinde yara alani kapattigi
gbzlenmistir. Ayni etki keratinosit hiicre hattinda tespit edilmemistir. Sodyum Hipokloréz
¢Ozeltisinin  keratinosit hiicre hattinda apoptozisi kontrol grubuna goére oldukga
distrdigu saptanmistir. Sodyum Hipokloréz ve Cinko Hipokloréz c¢ozeltileri fibroblast

hlcrelerinde apoptozise etki etmemistir.

Bu kapsamda yapilan calismamizdan g¢ikarimlar su sekilde 6zetlenebilecektir; HOCI
tuzlari hem kanser dokularinda hem de yaralanmalarinda kullanilan molekullerdir. Bu
cozeltilerin iglevlerinin daha ileri dizeyde arastiriimasinda molekuler yaklasimlarin
olusturulmasina gereksinim vardir. Sadece yaralanmalar degil ayni zamanda kokultir
ortaminda uretilen fibroblast ve keratinosit hiicreleri ve kan hucreleri ile yapilacak
arastirmalarin kanser dokulari i¢in tedavi agisindan degerlendiriimelidir. Hipoklordz asitin
mikroorganizmalar Uzerindeki etkisi gbz dnline alinarak, deri ve bag doku hiicrelerinde
yapilacak arastirmalar ile yeni tedavi ydntemlerinin gelistiriimesi icin fayda saglayacaktir.
Sonuclarin biyomedikal mihendisligi ile Grin yonelimine yonelik gelistiriimesi, tedaviler
acisindan yeni ve etkili tibbi Grtinlerin sunulmasina katki saglayacaktir. Yaralanmalarda
cevreye zararsiz, kalintisi az, cabuk etki eden ve eldesi kolay urlnler arayisinda HOCI

one gecmektedir. Ekonomik agidan da eldesi diger preparatlara kiyasla daha kolaydir.

Bundan sonraki calismalarda molekiler etkiler, farkli dokular tizerine etkiler ve dokularin

beraber hazirlandigl ortamda meydana gelen degisimler gozlemlenmelidir.
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