OZET

ANALJEZIK BiTKi EKSTRELERI YUKLENMIS OZGUN POLIMERLERLE
KAPLI BEBEK DiSLiGi

Bu bulus, bebegin 1sirmasi ile temas ettigi noktaya analjezik bitki ekstrelerinin salimim
saglayan polimerle kapli bir bebek disligi ile ilgilidir. Bebek disligi, icerisine en az bir ¢esit
analjezik bitki ekstresi yiiklenmis biyouyumlu ve tiikiiriik sivisina duyarh ve katmanl polimer

yapisi sayesinde kontrollii salim yapan en az bir ¢esit polimer ile kaplidir.
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Silikon veya kauguk malzemeden mamul bebek disligi olup 6zelligi; dislik iizerine iki ayr1
katmandan olusan bir tasiyici sistem kaplanmasi olup, burada birbiri iizerine lamine edilen
katmanlarin biri, igcerisine Rosmarinus officinalis ve Origanum vulgare bitkisi yapraklar
ekstresi yiiklenmis olan, biyouyumlu ve tiikiiriik sivisina duyarli ve kontrollii salim yapan
en az bir ¢esit polimerden digeri ise etken madde icermeyen ve mukozada daha zor ¢6ziinen

polimerden olusur.

. Istem 1’e uygun bebek disligi olup dzelligi; biyouyumlu ve tiikiiriik sivisina duyarl ve

kontrollii salim yapan polimerin 2-etilhekzil akrilat, metilakrilat, akrilik asit,
envinilkaprolaktam, pirolidon, polietilen oksit, polivinil alkol, maltodekstrin, poloksamer,
jelatinlestirilmis hidroksipropil bezelye nisastasi, hidroksipropil metil seliiluz, patates
nisastasi, ksantan gum, karomel, hyaluronik asit, karboksimetil seliiloz, polioksietilen glikol
ve polietilen glikol iceren grup veya bunlarin kombinasyonlarini igeren gruptan

secilmesidir.

. Istem 1 veya 2’ye uygun bebek disligi olup 6zelligi; ekstrenin giivenli doz araligmin 1-10

mg/mL olmasidir.
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TARIFNAME

ANALJEZIK BiTKi EKSTRELERI YUKLENMIS OZGUN POLIMERLERLE
KAPLI BEBEK DiSLiGi

Bulusun flgili Oldugu Alan

Bu bulus, bebegin 1sirmasi ile temas ettigi noktaya analjezik bitki ekstrelerinin salimim

saglayan polimerle kapl bir bebek disligi ile ilgilidir.

Bulusla ilgili Teknigin Bilinen Durumu (Onceki Teknik)

Bebeklerde dis ¢ikarma donemlerinde dis etlerinde yasanan agrilarin hafifletilmesi icin ¢esitli
yontemler uygulanmaktadir. En sik kullanilan yontemler arasinda dis etlerine siiriilen krem/jel
preparatlar1 ile dis etlerinin dis ¢ikarma donemlerindeki kasintilarina yonelik kullanilan
silikon dislikler yer almaktadir. Dislikler genellikle herhangi bir ila¢ icermeden bebegin
dislerinde var olan kasintiy1 fiziksel olarak rahatlatabilmek i¢in kullanilmaktadir. Bolgedeki
agriy1 azaltmaya yonelik kullanilan krem/jel preparatlarinda ise ¢esitli lokal analjezik ajanlar
yer almaktadir. Bu preparatlarin bebegin dis etlerine uygulanmasinda ise c¢esitli zorluklar
yasanmakta ve uygulama agisindan pratiklik saglamamaktadir. Ayrica dis etleri i¢in olan lokal
uygulanan krem/jel formiilasyonlarinin dogru noktaya gerekli miktarda uygulanma zorlugu
bulunmaktadir.

CN103784394A numarali patent dokiiman1 farmasétik bir preparasyonla ve daha 6zel olarak
akill, sicakliga duyarl, siirekli salimli bir jel ve bunun bir hazirlama yontemiyle ilgilidir.
CN103784394A numarali patentte yer alan calismada in-situ jel gelistirilmistir. Bu da
sicakliga duyarlt bir jeldir yani oda 1sisinda sivi formda iken viicut sicakliginda jel formuna

dontisen bir yapidir. Ancak ikinci bir kisinin ilag uygulamasina gereksinim duyulmaktadir.

https://www.amazon.in/Nuby-Natural-Soothing-Benzocaine-

Belladonna/dp/BO79QLR1YX?th=1 {iriinii dislik seklindeki emzigin ylizeyine dogal igerikli

bir jel siiriilmesi ile ilgilidir. Bu dislige ilgili jeli uygulayarak bebege taktiklarinda isirma

sirasinda jel diglere ve dis diplerine siiriilecektir. Burada dogal igerikli jelin emzigin lizerine
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stirlilmesi s6z konusu olup kaplamanin kendisinden salinim yapilarak maddenin ilgili yilizeye

salimi s6z konusu degildir.

US2006280778A1 numarali patent dokiimaninda bulus, homeopatik ilaglarla ve daha 6zel
olarak, dis ¢ikaran ¢ocuklarda agri ve rahatsizlig1 azaltan homeopatik ilag karigimlar: ve bu

karigimlarin sogutularak verilmesi ile ilgilidir.

US5957954A numarali patent dokiimaninda bulus dis cikaran bir ¢ocugun dis etlerine
yatistirict jel uygulamak i¢in bir cihazla ilgilidir. Mevcut bulus, disaridan {iriin icine jel
doldurulmas1 ve bebegin kasiyiciyr 1sirdiginda basing nedeniyle disari salinim yapmasi ile
calismaktadir. US5957954A numarali bulusta titresimle (fiziksel olarak) dis etlerini rahatlatan

bir sistemden ve titresimle anestezik bir ajan yayabilen sistemlerden bahsetmektedir.

CN204972316U, GB2285751A ve CN208065480U numarali patent dokiimanlarinda bahsi
gecen Uriinler, jel ile bilesik titresimli dis kasiyicilardir. Vibratorlerin ozellikleri farklidir
ancak hepsi titresimle dis etlerini rahatlatma prensibine dayanmaktadirlar. Vibrator iceren dis

kastyicilar: tamamen fiziksel olarak kasintiy1 rahatlatan sistemlerdir.
Bulusun Kisa A¢iklamasi ve Amaclari

Bulusun oncelikli amaci, Rosmarinus officinalis ve Origanum vulgare bitki ekstrelerinin
yiiklendigi agiz sivisinda madde salimi yapan polimer sistemlerin elde edilmesi ve basit

silikon ve kauguk disliklerin ylizeyinin bu polimerlerle kaplanmasidir.

Bulusun amaci, elde edilen aktif ekstrelerden major bilesenleri/markdrleri iizerinden
standardize preparat(larin) yapilmasi ve tuyon benzeri bilesiklerin elimine edilerek 6zgiin

ekstrelerin gelistirilmesidir.

Bulusun bir diger amaci, lokal analjezik etkisi nedeniyle halk arasinda kullanimi olan veya
literatiirde yer alan R. officinale ve O. vulgare yapraklarindan elde edilen ekstrelerden in-vitro
hiicre kiiltiirtinde analjezik etkinlik ¢aligmalarinin yapilmasidir. Fitokimyasi tartigilabilir ve

aktivite sonuglari tekrarlanabilir olan standardize ekstrelerin elde edilmesidir.

Bulusun bir diger amaci, tiikiiriik sivisina duyarli salim yapan yenilik¢i polimerlerin

gelistirilmesi ve etkili kombinasyonlarin bu polimerlere yliklenmesidir.
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Bulusun diger bir amaci, polimerlerin silikon ve kauguk malzeme ylizeyine kaplanmasi ve bu
silikon ve kauguk malzemelerden endiistriyel tasarimla bebek diglik prototiplerinin

gelistirilmesidir.

Bulus amaglarindan biri bebeklerin kasinan agiz mukozasina temasi ile tikiiriik sivisina
duyarl olarak ayrica kontrollii madde salimi yapan polimer sistemleri ile gerekli miktarda
ekstre uygulamasinin iiriin ylizeyinden yapilacagi bir sistem gelistirilmesidir. Boylelikle dogru
bolgeye gerekli miktarda etkisi kanitlanmig dogal ajanlarin uygulanacag giivenli, etkili ve
ergonomik tasarimli bir bebek iiriinii prototipi ortaya konulmustur. Tasiyic sistem ile gerekli
miktarda ekstre uygulanmasi igin tercihen iki ayr1 katman polimer kullanilabilmektedir. Birisi
etken madde igeren ve mukozada kolay c¢Ozilinen, digeri ise etken madde igermeyen ve
mukozada daha zor ¢oziinen katmanlar birbiri tizerinde lamine edilmektedir. Bu katman sayis1

iki veya daha fazla da olabilmektedir.

Bulus ile bebeklerin siklikla kullandigi silikon ve kauguk disliklere yeni bir yaklasim
kazandirmistir. Disliklerin yiizeyine kaplanacak olan polimerle dis etlerine kontrollii salimla
madde uygulanmis ve bu madde dogal kaynaklardan gelistirilen ve etkinligi hem geleneksel
hem modern yontemlerle ortaya konulmustur. Teknikte bilinen dislikler genellikle silikon ve
kauguk yapida ve yalmizca fiziksel olarak dis etlerindeki agri ve rahatsizligi gidermeye
yonelik hizmet etmektedir. Baz1 disliklerin igerisinde jelimsi yapilar bulunmakta ve bu jeller
buzdolabinda bekletilerek bebeklere verilmektedir. Bu dislik tipinde de dis etlerindeki
rahatsizlik yalnizca fiziksek olarak hafifletilmektedir (https://lansinoh.com.tr/bebek-dis-
kasiyici-urunler/). Ancak bu bulus ile gelistirilen iiriiniin olusan agriy1 hafifletmesi hem
fiziksel olarak saglanmakta hem de bolgeye dogal bir ajan uygulanarak iki yonli etki
saglanmistir. Calgel® gibi bebek dis etlerine uygulanan lokal preparatlarin ise bir ebeveyn
tarafindan bebegin dis etlerine uygulanmasi gerekmektedir. Bulug ile Calgel® gibi hem bir
ila¢c uygulamasi saglanacak hem de ikincil kisiler tarafindan bolgeye ila¢ uygulama zorlugu
ortadan kaldirilacak hem de normal silikon ve kauguk disliklerde var olan fiziksel olarak
rahatsizligin yatistirilmas1 saglanmis olunacaktir. Boylelikle pek cok yonden etkinligin

desteklenmesi hedeflenmistir.

Kullanilacak bitki ekstreleri secilirken Tiirkiye’de dogal olarak yetisen ve hatta profesyonel
tarimi yapilabilen, liretim maliyeti yiiksek olmayan iki bitki secilmistir. Ekstrenin elde

edilmesi asamasinda da yiiksek maliyet gerektiren teknikler kullanilmamakta sadece zaman
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ve ¢Oziicli parametreleri degistirilerek hem biyoaktif hem de istenmeyen fitokimyasallarin
minimize edilecegi ekstraksiyon ve kromatografi yontemleri ile devam edilmistir. Polimerler
icin ise piyasada kolaylikla ulasilabilinen ve maliyeti yiiksek olmayan polimer hammaddeleri

ile calisilmistir.

Bulusun Ayrintih Aciklamasi

Bulus bebek disligi, igerisine en az bir ¢esit analjezik bitki ekstresi yiiklenmis olan,

biyouyumlu ve tiikiiriik s1visina duyarl salim yapan en az bir ¢esit polimer ile kaplidir.

Bahsi gegen analjezik bitki ekstresi olarak Rosmarinus officinalis veya Origanum vulgare

bitkisi yapraklari ekstresi veya bunlarin ikili kombinasyonu kullanilmaktadir.

Polimer; 2-etilhekzil akrilat, metilakrilat, akrilik asit, envinilkaprolaktam, pirolidon, polietilen
oksit, polivinil alkol, maltodekstrin, poloksamer, jelatinlestirilmis hidroksipropil bezelye
nisastasi, hidroksipropil metil seliiluz, patates nisastasi, ksantan gum, karomel, hyaluronik
asit, karboksimetil seliiloz, polioksietilen glikol ve polietilen glikol igeren grup veya bunlarin

kombinasyonlarini igeren gruptan se¢ilmektedir.

Bulus kapsaminda, halk arasinda lokal analjezik etkileri bilinen Rosmarinus officinalis
ve/veya Origanum vulgare bitkilerinden elde edilen 6zel ekstreler, agiz sivisinda madde
salim1 yapan polimer sistemlerine yiiklenmekte ve basit silikon ve kauguk disliklerin yiizeyi
bu polimerlerle kaplanmaktadir. Polimerden madde salimi tikiiriik sivisina duyarh
oldugundan dolay1 polimer kaplh dislik ylizeyinin dis etleri ile temasinda ekstre dis eti yiizeyi
ile temas edecek ve agrinin hafifletilmesi yalnizca fiziksel olarak degil ekstrenin lokal
analjezik etkisinden dolay1 da gerceklesmektedir. Dis etleri i¢in olan lokal uygulanan krem/jel
formiilasyonlarinin dogru noktaya gerekli miktarda uygulanmasi zorlugu da bdylelikle agilmig
olacaktir. Bebek dogrudan kaginan-agri olusan noktada uygulayacagi temasla polimere
yiliklenmis maddenin salinimin saglayacak ve gerekli bolgeye madde uygulanmis olunacaktir.
Boylelikle dogal bitki ekstreleri ile annelerin ve bebeklerin biiyiik sorun yasadigi dis ¢ikarma

donemlerinde giivenle kullanabilecekleri yenilikgi bir {iriin tasarim1 gergeklestirilmistir.

Tastyic1 sistemin tiikiirik sivisinda ¢ozlniirliigii vardir. Ayn1 zamanda agiz pH’ma da
duyarhdir. Tikirik sivisina duyarlilik agiz igerisinde ¢dziinen polimerler uygun oranda

karistirilarak salimin ve ¢oziiniirliigiin siiresi, etken madde salim dozaj1 optimize edilecektir.
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Bu bulusta, lokal analjezik etkisi nedeniyle halk arasinda kullanilan bitkiler Avrupa
Farmakopesi kalitesinde temin edilmekte ve elde edilen ekstrelerle in vitro hiicre kiiltiiri
deneyleri ile NO ve PGE2 deneyleri gergeklestirilmistir. Boylelikle bitkilerin analjezik
etkinligi etnobotanik bilgiden yola ¢ikilarak bilimsel verilerle de teyit edilmistir. Ekstreler
HPLC yontemi ile fitokimyasal agidan standardize edilerek yenilik¢i ve Ozgiin polimer
sistemleri icerisine yiiklenmekte ve silikon ve kauguk dislik yiizeyi bu polimer ile
kaplanmaktadir. Boylelikle bebeklerde dis ¢ikarma donemlerinde olusan agriya yonelik

kullanilabilecek bir fitofarmasdtik tirtin gelistirilmistir.

Bulus kapsaminda belirlenen Avrupa Farmakopesi kalitesinde temin edilmis O. vulgare
ve/veya R. officinalis yaprak droglarindan elde edilen 6zel ekstrelerin, tiikiiriik sivisina duyarli
bir polimer sistemine ylklenerek silikon ve kauguk bir malzeme yiizeyine kaplanarak
tasarlanmig bir ticari {irlin elde edilmistir. Kullanilacak olan bitki materyalleri Avrupa
Farmakopesi standartlarinda sertifikali olarak temin edilecek olup, elde edilecek ekstreler
farkli yontemlerle gelistirilecektir. Tuyon gibi istenmeyen bilesikler elimine edilerek 6zgiin
bir ekstre hazirlanmigtir. Daha sonra bu iki bitki ekstresinden checkerboard teknigi ile

analjezik etki yoniinden etkili kombinasyonlar ortaya konulmustur.
a) Bitkisel Materyal

R. officinalis ve O. vulgare kuru droglar olmak kosuluyla, sertifikali olarak Farmakope
kalitesinde Anoxymer International GmbH ve Caelo gibi ticari kaynaklardan temin edilmistir.
Yerli giivenilir iireticilerden de bitki 6rnekleri satin alimarak Farmakope kalitesine en yakin

ticari bitki kaynagi belirlenmis ve calismalara o bitkilerle devam edilmistir.
b) Ekstraksiyon ve Ekstrelerin Polimerlere Yiiklenmesi

R. officinalis ve O. vulgare bitki ornekleri dncelikle uygun boyutta tercihen 250-400 mesh
araliginda ogiitiilmektedir. Ardindan, farkli oranda farmakopeye uygun ve yesil kimya
kapsaminda yer alan ¢oziiciiler (etanol-su, 1:1 h/h veya etanol-su, 1.5:0.5, h/h vb., etanol, su
vb.) kullanilarak maserasyon teknigi ile ¢esitli ekstreler hazirlanmistir. Droglar farkl
oranlarda ¢oziiciilerde farkli siirelerde ultrasonik banyolu/banyosuz ekstre edilmistir. Elde
edilen ekstrelerin Yiiksek Basin¢li Sivi Kromatografisi (YBSK) kiyaslanarak major
bilesenleri agisindan standardize edilen ekstreler (%0.1-10 rosmarinik asit iceren ekstreler)

polimerlere yiliklenmistir.
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Polimer olarak 2-etilhekzil akrilat, metilakrilat, akrilik asit, envinilkaprolaktam, pirolidon,
polietilen oksit, polivinil alkol, maltodekstrin, poloksamer, jelatinlestirilmis hidroksipropil
bezelye nisastasi, hidroksipropil metil seliiluz, patates nisastasi, ksantan gum, karomel,
hyaluronik asit, karboksimetil seliiloz, polioksietilen glikol, polietilen glikol vb. biyouyumlu
ve biyolojik kaynakli polimerler kullanilmaktadir. Bunlarin kimisi tiikiiriik sivisinda zor

kimisi yavas ¢oziinmektedir. Bunlarin karigimlar (farkli oranlarda) da kullanilabilir.
c) Standardizasyon

Belirlenecek olan major maddeler tizerinden, elde edilen ekstreler standardize edilmekte ve bu
standardizasyon YBSK yontemiyle birlikte farkli dedektorler kullanilarak (Diyot array
dedektor (DAD), Kiitle Spektrometresi (KS) vb.) detayli olarak ortaya konulmustur.
Standardizasyon polar ekstrelerin uygun bilesenler iizerinden gerceklestirilmekte ve
farmakope sartlarina uygun olarak yapilmaktadir. Bu iglemler i¢in her bir ekstre 6zelinde ayr1
metotlarla ¢alisilmig olup 6zgiin yontem caligmalar1 denenmistir. YBSK i¢in farkli boyut ve
ozelliklerdeki C18 YPSK kolonunda 1-1.5 arasi akis hiz1 kullanilarak gradient (A=Su:orto-
fosforik asit; B=Metanol/Asetonitril) akis ile en uygun ayrim elde edilene kadar denemeler

yapilmis ve en uygun yontem secilmistir.

IN-VITRO HUCRE KULTURUNDE ETKINLIK CALISMALARI VE
CHECKERBOARD iLE KOMBINASYON TASARLANMASI

a) Sitotoksisite tayini:

RAW 264.7 hiicre hatt1 kullanarak antienflamatuvar ve analjezik etki aragtirilmadan once,
ekstrenin sitotoksik olmayan gilivenli doz aralig1 belirlenmistir. Bu doz araligi 1-10 mg/mL
olarak belirlenmistir. Hiicre canlilig1 {izerine etkinin degerlendirilmesinde, enzimatik bir test
olan MTT [3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir] yontemi kullanilmis ve
canlt hiicrelerin orani kolorimetrik yontemle kantitatif olarak saptanmistir. Hiicreler %10 FBS
(Gibco, ABD) ve %] penisilin/streptomisinle (Gibco, ABD) tamamlanmis DMEM (Gibco,
Ingiltere) ile %5 CO2 ve 37°C’de kiiltiir edilmistir. Calismalarin tamami laminar akish steril
kabinde yapilmis ve hiicrelerin inkiibasyonu i¢in 37°C, %5 CO2, %95 nem ortamini saglayan

bir etiiv kullanilmistir.
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Molekiillerin RAW 264.7 hiicre hattindaki etkileri belirtilen inkiibasyon zamanindan sonra
MTT besi ortami ile karigtirilarak konsantrasyonu 1mg/mL olacak sekilde her kuyucuga 50
puL MTT soliisyonu eklenmistir. Plakalar 37°C’de 2 saat inkiibe edildikten sonra silipernatant
uzaklagtirilarak, hiicre i¢inde depolanan MTT formazami agiga ¢ikarmak icin 100 pL
izopropanol kullanilmistir. Her kuyucugun absorbans degeri 570 nm dalga boyunda
mikroplate okuyucu ile dlciilerek canli hiicre sayis1 belirlenmistir. %20’lik dimetilsiilfoksit
(DMSO) pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Hiicre relatif canlilik (%) Denklem 1’e gore
hesaplanmistir (Sipahi vd. 2017). Calisma {i¢ tekrar yapildi ve sonuglar “ortalama+SS”

seklinde verilmistir.

Denklem 1: Hiicre relatif canlilik (%) = OD570 (6rnek) X 100 / OD570 (medyum kontrol)
(OD: Optik yogunluk)

Sitotoksisite deneyi sonucunda % hiicre canlili§1 kontrol grubu ile karsilastirilarak %70’den
daha diisiik rolatif hiicre canliligt olan dozlar sitotoksik kabul edilmistir. Buna gore
molekiillerin gilivenli dozlar1 belirlenerek antienflamatuvar etkinlik test edilmistir.

Inflamasyon mediyatérleri hiicre siipernataninda dl¢iilmiistiir.
b) Anti-enflamatuvar etkinin degerlendirilmesi

Uygun c¢alisma dozu belirlenen ekstrelerin ve ekstrelerden elde edilen bilesiklerin anti-
enflamatuar aktivitesi Griess reaktifi kullanilarak, hiicre kiiltiiri ortamindaki nitrit oksit (NO)

seviyelerinin degerlendirilmesiyle tespit edilmistir.

Miirin makrofaj RAW 264.7 hiicreleri, 48 kuyulu bir plakaya 1x10° hiicre/kuyucuk
yogunlugunda ekilip, 24 saat boyunca 37°C'de %5 CO2'de inkiibe edilmistir. Hiicreler,
referans ve en az dort farkli konsantrasyonda hazirlanan ekstreler ile 2 saat boyunca 6n
muamele edildikten sonra, 1 pg/mL LPS ile (lipopolisakarit Eschrechia coli 0111: B4, Sigma,
ABD) 22 saat boyunca inkiibasyon sonunda hiicre kiiltiirii siipernatan1 toplanmustir.
Siipernatan, esit hacimde Griess reajani (%1 fosfanik asit i¢inde %] siilfanilamid ve %0,1 N-
(1-naftil) etilendiamin dihidrokloriir) ile 96 kuyulu bir plakada karigtirilarak karanlikta oda
sicakliginda 10 dakika boyunca bekletilmistir. Absorbans, ELISA mikroplaka okuyucusu
(Therma Multiskan Ascent, Finlandiya) ile 540 nm dalga boyunda 6l¢iilmiistiir. Ekstrelerin
nitrik oksit (NO) olusumu iizerine inhibisyon etkisini tespit etmek icin hiicre siipernatantinda

nitrit diizeyleri, sodyum nitrit (NaNO2) standart egrisi kullanilarak belirlenmistir. Bu



calismada hi¢cbir muamele yapilmayan hiicreler ise negatif kontrol olarak, 1 pg/mL LPS ile
muamele edilen hiicreler pozitif kontrol olarak ve indometazin (100 pM) referans molekiil

olarak kullanilmistir. Calisma ti¢ tekrar yapildi ve sonuglar “ortalama+SS” seklinde verildi.

C) Analjezik aktivitenin tayini

PGE?2 inhibisyonu: Bilesiklerin PGE2 inhibisyon degerleri, LPS ile indiiklenmis RAW 264.7
hiicrelerinde ELISA kit kullanilarak Sipahi ve arkadaslarinin yayminda belirtilen yonteme

gore hiicre siipernataninda 6l¢iilmiistiir (Karadag vd 2019).
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