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OZET

FOTODINAMIK TEDAVi IMKANI SUNAN
AKTIF YARA ORTULERI

Giil Merve GENCER
Doktora Tezi, Kimya Anabilim Dah
Danmisman: Do¢. Dr. Murat AKARSU
Haziran 2020; 106 sayfa

Tez ¢alismasi ile fotosensitizér madde (FS) barindiran hidrojel yapidaki aktif yara
ortlisii elde edilmistir. Isikla aktive olan fotodinamik tedavi (FDT), uzun zamandan beri
dermatoloji, kanseroloji, kulak burun bogaz, jinekoloji, gastroenteroloji, iiroloji vb.
Cesitli hastaliklar i¢in onaylanmig bir tedavi tiirtidiir. FDT'de kullanilan FS, uygun dalga
boyunda 15181 absorblayarak reaktif oksijen tiirlerini (ROS) olusturabilen bir maddedir.
ROS, hedef hiicrelerde mutajenik veya genotoksik etki olmadan sitotoksik etkiler
iireterek antimikrobiyal aktivite gostermektedir. Ek olarak, bu siiregte mikroorganizmalar
da direng gelistiremezler. Fotosensitizor maddede bulunan kromofor gruplar spesifik
dalga boyundaki 1s18a maruz kalmasiyla hiicreleri 61diirme yetenegine sahip olan reaktif
oksijen tiirleri (ROS) ve reaktif azot (RNS) gibi zararli radikallerin {iretimi; 15181n dalga
boyuna, siddetine, kullanilan PS’iin miktarina ve ¢esidine baglidir. Tez ¢alismasinda
olusan bu reaktif tiirlerin konsantrasyonu ¢esitli faktorler ile ayarlanarak viicut dokularina
zarar vermeden hasarli dokuda enfeksiyona neden olabilecek i¢ ve dis kaynakli
mikroorganizmalardan arindirmasi Ongoriilmektedir. Ayrica fotosensitizor boyar
maddenin igerisine sabitlendigi hidrojel yara Ortiisiiniin; yaranin nem dengesini korumasi,
doku olusumunu arttirict etki gostermesi, yaray1 sogutarak aciy1 azaltmasi, gaz gegisini
optimum diizeyde tutarak ortam kaynakli kontaminasyonu engellemesi, matriks
sisteminin emici 0zelligi sayesinde hasarl1 doku {izerindeki fazla siviy1 emerek yaranin
daha c¢abuk iyilesmesine katki saglamasi gibi fiziksel 0Ozelliklere sahip olmasi
hedeflenmistir.

Tez ¢alismasinda; dogal, hibrit ve sentetik polimerlerden elde edilen tiim sistemler
icin ¢ekme-kopma testleri, jellesme, ¢oziinme yiizdeleri ve farkli pH degerlerinde,
sicakliklarda sisme davranislar1 gibi birgok parametre incelenmistir. Seriler arasinda
farkli PS ajanlar1 yiiklenmis sistemlere modifiye edilmis JIS Z 2801 standardi
kullanilarak E. coli (ATCC 11775) ve S. aureus'a (ATCC 25923) karsi antibakteriyel
analiz testleri yapilmistir. Hiicre migrasyon ve MTT testleri ise L929 fibroblast hiicreleri
kullanilarak gergeklestirilmistir. Calismalar sonucunda elde edilen gogunlukla sentetik
polimerlerden olusan hidrojel yara ortiisiiniin log2 - log3 degerleri arasinda antibakteriyel
etki gosterdigi, kullanilan potosensitizor maddenin toksik etki gdstermeden hiicre
migrasyonunu destekledigi saptanmuistir.
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ABSTRACT

ACTIVE WOUND DRESSINGS
PROVIDING PHOTODYNAMIC TREATMENT

Giil Merve GENCER
PhD Thesis Department of Chemistry
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Murat AKARSU
June 2020; 106 pages

Active hydrogel dressing containing photosensitizing agent (PS) was obtained
with this thesis study. Light-activated photodynamic therapy (PDT) has long been used
in dermatology, carcinology, otolaryngology, gynecology, gastroenterology, urology, etc.
and it’s a type of treatment that approved for various diseases. PS used in PDT is a
substance that can absorb light with the suitable wavelength and form reactive oxygen
species (ROS). ROS shows antimicrobial activity by producing cytotoxic effects in target
cells without mutagenic or genotoxic effects. In addition, microorganisms cannot develop
resistance in this process. The light-induced formation of the harmful radicals such as
reactive oxygen (ROS) and reactive nitrogen (RNS) species that are capable of Kkilling
cells depends on the intensity and the wavelength of the light and the type and amount of
the PS used. It is envisaged that the concentration of these reactive species studied in the
thesis study will be adjusted by various factors so as to eliminate the internal and external
microorganisms that can cause infection in the damaged tissue without causing harm to
healthy tissues. Furthermore, the hydrogel dressings containing a fixed photosensitizer
dye in the matrix are synthesized so as to protect the moisture balance on the wound area,
to promote tissue formation, to reduce pain by cooling the wound area, to prevent the
contamination of the wound while being permeable to gases and to contribute to the
healing of the wound by absorbing excess liquid formed by the damaged tissue.

In the thesis study, many parameters such as tensile-rupture, gelling, dissolution
percentage and swelling behavior at different pH and temperature were examined for all
systems obtained from natural, hybrid and synthetic polymers. Antibacterial analysis of
the systems loaded with different PS agents was conducted against E. coli (ATCC 11775)
and S. aureus (ATCC 25923) by using a modified version of JIS Z 2801 standard. Cell
migration and MTT tests were performed using L929 fibroblast cells. As a result of the
studies, it was determined that the hydrogel dressing that consists of synthetic polymers
shows an antibacterial effect between the values of log2 - log3 and the photosensitizer
substance used supports cell migration without toxic effects.
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1. GIRIS

Deri patojenlere karsi ilk savunma hattidir ve mikrobiyal istilaya karsi fiziksel bir
engel gorevi goriir. Yara iyilesmesinin ¢esitli asamalari yillar i¢inde genis ¢apta ¢aligilmis
ve normal iyilesmeyle iliskili meydana gelen olaylar siniflandirilmistir (Braiman 2007,
Shaw 2002). Yara iyilesmesinin ilk asamalari, bir koagiilasyon olusumunu ve iltihabini
icermektedir. Bu asamada inflamatuar cevabi, dermal ve epidermal hiicrelerin
proliferasyonunu, migradasyonunu ve ardindan yara boslugunu doldurmak ve cilt
bariyerini yeniden kurmak igin matris sentezi ile devam etmektedir (Hackam 2002,
Harding 2005). Son olarak, doku onarimi ve farklilagsma siireci ile cilt dokusunun tam
olarak iyilesmesi ve Cilt estetiginin restorasyonu saglanir (Hackam 2002, Diegelmann
2004). Literatiirdeki fikir birligi, yara iyilesme siirecinde asamali olarak, dnce boslugun
derhal doldurulmasina, ardindan epitelizasyon ve cilt bariyeri fonksiyonunun yeniden
kurulmasima yoneliktir (Yamaguchi 2001). Bu nedenle yaranin iyilesmesi i¢in meydana
gelen asamalar, cilt fonksiyonunun restorasyonuna yol acan doku dengesinin olusmasi
adina 6nemli bir fizyolojik siiregtir. Yaranin yeri, etiyolojisi, bliylikligi ve eslik eden
hastaliklarm varligi gibi birgok faktdr iyilesme asamasinda dnemlidir. Ornegin yara
bolgesinde bakterilerin varligi, c¢esidi ve yogunlugu hasta i¢in oldukca hayati 6nem
tagimaktadir. Yaralanmamis bir ciltte, patojenik organizmalarin kolonizasyonu ve
biiyiimesi, diisiik yiizey pH, sebum ve yag asitleri tarafindan inhibe edilmektedir (Landis
2008). Fakat bakteriler hayatta kalmak i¢in kendilerini agik yaralar gibi ekolojik olarak
uygun oyuklara (nislere) sabitlemeye calisirlar. Bu nedenle enfeksiyon kutanoz yaralarda
stk goriilen bir problemdir ve yara iyilesmesinin durmasina bile neden olur. Bu durum
hastada morbidite ve hatta mortalite riskinin artmasina neden olmaktadir. Antibiyotiklerin
kesfi, enfeksiyonlarin tedavisinde devrim yaratmaktadir. Fakat patojenik bakterilerin
antibiyotiklere gosterdigi direngteki artis, lokalize enfeksiyonlar i¢in alternatif tedavilerin
arastirtlmasina olan ilginin artmasina neden olmustur (Vecchio 2013). Yara iyilesme
slirecinin hizint ve kalitesini yonetmede tiim bu faktorler g6z Oniine alinarak tedavi
yontemleri 6nerilmekte ve ¢esitli malzemeler tiretilmektedir. Bu amagla yara tedavisinde
yaygin olarak yara sargi malzemeleri kullanilmaktadir.

Yara sargis1 malzemeleri, nem ve oksijeni ge¢iren, mikroorganizmalarin gecisini
engelleyerek onlara karsi koruyucu bariyer olusturan materyallerdir (Adamian 2004).
Pasif sargilar olarak bilinen tiirleri; gazli bezler, hidrojeller, koptikler, hidrokolloidler
(karboksimetil-seliiloz), alginat, kollajen, selilloz, pamuk / rayon, seffaf filmler
(politiretan), sargilar vb. yaralarda lokal hiicresel yanit lizerinde etkileri nedeniyle pasif
olarak smiflandirtlmistir (Livshits 1988; Cornelius 2006). Bu yara ortiileri; yarali cildi
korumak, yara yiizeyinde uygun nemi saglamak, mikrobiyal biyofilmleri 6nlemek veya
kontrol altina almak, yaralanmis dokular1 temizlemek, agriy1 ortadan kaldirmak veya en
aza indirmek, 6li alanlar1 ve yasayamayan dokular kaldirmak, yara kaynakli kokular
kontrol etmek gibi amaglar i¢in kullanilir. Aktif sargilar ise, yara Ortiilerine
antimikrobiyaller (topikal antibiyotik ve antifungal {irlinler), kollajen veya enzimatik
debridman ajanlar1 emdirilerek elde edilir. Ozellikle kronik yaralarda lokal enfeksiyonun
Onlenmesi i¢in giimiis siilfadiazin, metilen mavisi, kristal viyole, bal, polihegzametilen
biguanid (PHMB) ve kadeksomer iyodin antimikrobiyaller olarak yaygin olarak
kullanilmaktadir (Sawant 2012; Zilberman 2008; Moura 2013). Bu iiriinler yara ortiileri
disinda, macun, krem, toz formiilasyonda da hazirlanmaktadir. Aktif sargilar sinifinda
molekiiler emici filtreler veya tuzaklar gibi davranan koku kontrollii pansumanlar da
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mevcuttur. Koku kontrollii pansumanlar yapilarinda aktif komiir vb. malzemeleri
barindirirlar ve yaralarin ve yanik kokularinin tedavisinde onerilmektedir. Aktif yara
ortlilerinin nem ve Kkollajen agin tutunmasini arttirmasi, mikrobiyal biyofilm tabakasinin
olusumunu Onlemesi, ekstlidatlar1 (atiklar1) azaltmasi ve epitelizasyon siiresinin (hiicre
olusum siiresi) kisalmasini saglamasi gibi birgok avantaji bulunmaktadir (Singh 2013).
Bu ortiilerinin iiretilmesinde dogal, sentetik veya hibrit polimer yapilar1 tercih edilebilir.
Sentetik polimerler kullanilarak yara {izerine suni dermal bir tabaka ortiisii elde etmeyi
amaclayan sistemler oldugu gibi, dogal-biyouyumlu polimer yapili agirlikli olarak
kollajen ve tohumlanmis hiicrelerden veya kollajen ve kondroitin siilfattan yapilan
sistemler de mevcuttur (Bala 2005). Ek olarak, dokularin tamamen yenilenebilmesi i¢in
secilen dogal veya sentetik polimerik malzemelerin, biyouyumlu bir ekstraselliiler
matriks (ECM) yapis1 saglamasi1 gerekmektedir. Dogal polimerik malzemelere kolajen,
fibrinojen, elastin, sentetik polimerik malzemelere ise poliglikatik asit, polilaktik asit,
polidioksanon, poli-e-kaprolakton, polivinilpirolidon, polivinil alkol, polietilen glikol
ornek olarak verilebilir. Dogal makromolekiiller sentetik polimerlere kiyasla nispeten
diisiik bir mekanik mukavemet gostermektedir (Zahedi 2010). Bu sebeplerden dolay1 tez
calismasinda, fiziksel dayanimi yiiksek, sisme davranislari iyi olan en uygun matriks
sisteminin eldesi igin gesitli sentetik ve dogal polimer kombinasyonlari ¢alisilmistir.

Yara tedavisi amaciyla iiretilmis olan ve yaranin evresi, derinligi, salgi miktari,
bakteriyel kontaminasyonu gibi yaranin bazi fizyolojik Ozelliklerine bagli olarak
kullanilabilecek yara ortiileri piyasada uzun zamandir satilmaktadir. Bu tirlinlerin amaci
var olan enfeksiyonu gidermekten ¢ok enfeksiyon olusum riskini azaltmak ve yaranin
iyilesme siirecini nispeten hizlandirmaktir. Bu yara ortiilerine enfeksiyonu gidermek icin
yukarida bahsedildigi gibi ¢esitli antibiyotiklerin veya giimiis gibi inorganik yapilarin
emdirildigi sistemler yaygindir. Fakat tedavi amaciyla kullanilan antibiyotiklerin
mikroorganizmalar iizerinde selektif toksisite gostermesi ve mikrooganizmalarda
bulunan hedef spontan kolaylikla mutasyonlar ile degiserek direngli hale gelebilmesi, bu
yara Ortiilerinin etkinliklerini sinirlamaktadir. Farkli bir sekilde icerisinde glimiis gibi
inorganik maddeleri barindiran sistemler ise yliksek antimikrobiyal aktivite
gostermelerine ve mikroorganizmalarin mutasyon gecirerek direngli hale gelmelerine
firsat vermeden etki edebilmelerine kargin yara dokusunun kendisine de tahribat
verebilmektedir. Bu gibi sorunlardan dolay1 hasarli dokunun tedavisi igin ekstraselliiler
matriksi destekleyebilecek ve lokalize enfeksiyonlar igin kullanilabilecek alternatif
tedavilerin bulunmasi amaciyla literatiir taramalar1 yapilmis, yapilan arastirmalar
sonucunda fotodinamik terapinin yara tedavisinde etkili olabilecegi sonucuna varilmstir.

Isikla aktive olarak etki gosteren fotodinamik terapi (PDT), uzun zamandan beri
dermatoloji, kanseroloji, kulak burun bogaz, jinekoloji, gastroenteroloji, tiroloji vb.
Cesitli hastaliklar igin onaylanmis bir tedavi tiiridiir (Dai 2009; Baumgartner 2006).
PDT'de kullanilan fotosensitizor (PS), uygun dalga boyunda 15181 absorblayarak reaktif
oksijen tiirlerini (ROS) olusturabilen bir maddedir (Ackroyd 2001; Wainwright 2004).
ROS, hedef hiicrelerde mutajenik veya genotoksik etki olmadan sitotoksik etkiler
ireterek antimikrobiyal aktivite gosterir (Gursoy 2012, Konapka 2007). Ek olarak, bu
stirecte mikroorganizmalar da direng gelistiremezler. Fotosensitizor boyar maddede
bulunan kromofor gruplar spesifik dalga boyundaki 1s1ga maruz kalmasiyla hiicreleri
oldiirme yetenegine sahip olan reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve reaktif azot (RNS) gibi
zararli radikallerin {iretimi; 15181n dalga boyuna, siddetine, kullanilan PS’{in miktarina ve
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cesidine baghdir (Baltazar 2015). Tez calismasinda olusan bu reaktif tiirlerin viicut
dokularina zarar vermeden hasarli dokuda enfeksiyona neden olabilecek i¢ ve dis
kaynakli mikroorganizmalardan arindirmas: hedeflenmistir (Onat 2014). Yapilan
arastirmalarda hasarli dokuda mikroorganizma kaynakli biyofilm olussa dahi reaktif
oksijen tiirlerinin yiiksek antimikrobiyal etki gosterdigi saptanmistir (Kutlubay 2011).
Ayrica literatiir taramalarinda fotosensitizor ajanlar1 aktiflestirmek i¢in kullanilacak
isinlarin aynt zamanda doku olusumunu uyarici role sahip oldugu ile ilgili bazi
calismalara rastlanilmistir (Ttrsen 2015).
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2. KAYNAK TARAMASI

Hasarli dokunun onariminda; viicudu destekleyebilecek ve iyilesmeyi
hizlandirabilecek tedavi yontemi ve/veya materyali gelistirebilmek i¢in viicudun yara
onarim mekanizmasini anlamamiz gereklidir. Bu siire¢ sirasinda biitiinlesik olay sirasini
kavramamiz, viicut i¢indeki ve disindaki etmenlerin iyilesme siirecine etkisini dngorerek
gidisat1 kontrol edebilmemiz son derece dnemlidir.

2.1. Derinin Yapisi ve Yarali Dokunun Morfolojisi

Deri; koruma, diizenleme ve duyum olmak iizere ii¢ ana isleve sahip olan bir
dokudur. Viicudun en biiylik ve en goriiniir organidir ve ¢evre arasindaki anatomik ve
fizyolojik bir engeldir. Fiziksel, kimyasal ve mikrobiyolojik yaralanmalardan korunma
saglar hem de sicaklik, soguk algisi, agri, kasinti, dokunma ve basing gibi duyusal
bilesenleri algilar. Viicuttaki farkli bolgelere gore deri kalinligi ve hassasiyeti
degismektedir. Literatiirde belirtilen ortalama cilt kalinligi 1,7-7,7mm arasinda
degismektedir ve genellikle 3,8 mm civarinda bir kalinliga sahiptir. Epidermis, dermis
ve deri alt1 dokusu (hipodermis) olmak tizere 3 ana katmandan (sekil 2.1.) olugsmaktadir
(Scott 2011).

e Epidermis; Cildin en dis tabakasidir. Su gecirmez bir yapidadir ve cilt
tonunu yaratir.

e Dermis; epidermisin altindaki katmandir. Sert bag dokusu, sa¢ kokleri ve
ter bezleri igerir.

e Derin deri alt1 dokusu (hipodermis); En altta bulunan katmandir. Yag ve
bag dokusundan olusmustur.

Epidermis

Dermis Deri alti dokusu

Sekil 2.1. Derideki farkli katmanlarin gosterimi

Derinin en dis katmani1 olan epidermis, pozisyonu, sekli, polaritesi, morfolojisi ve
keratinositlerin farklilasma durumuyla tanimlanan ¢oklu hiicre katmanlarindan olusmus
bir yapidir, damarsal yap1 bulundurmaz. Keratinositler (epidermal hiicrelerin yaklasik %
85'1), melanositler (yaklasik % 5), langerhans hiicreleri (% 3-8) ve merkel hiicreleri
(yaklasik % 2) olmak iizere dort farkl: tipte hiicre icermektedir. Keratinositler ¢ok katl
yass1 hiicreli epitel igeren koloniler halinde bulunur. En dig tabakayir olusturan
keratinositler siirekli dokiilmekte ve yeni hiicreler ile degistirilmektedir. Keratinositler,
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patojenik bakteriler, mantarlar, parazitler, viriisler, 1s1, UV radyasyonu ve su kaybi
nedeniyle olusabilecek ¢evresel hasara karsi bir engel olusturmakla gérevlidir (McGrath
2004). Ayrica keratinositler deride olusan yaralanmalarda kismen yaranin yarattig
boslugu yuvarlanma hareketi ile gog ederek doldurur (Myers 2007; Anderson 1996).

Dermis tabakasi; bag dokusundan olusan ve viicudu stres ve zorlanmadan koruyan
epidermisin altindaki cilt tabakasidir. Cilde gerilme direncini ve elastikiyeti; suda
¢oziilebilir hyaliironan ve proteoglikanlar tarafindan desteklenmis suda ¢oziilemez
kollajen fibrilleri ile mikrofibriller ve elastik lifler bulunduran ekstraselliiler matriks
(ECM) saglar (Breitkreutz 2009). ECM yara iyilesmesinin her asamasina oldukc¢a
onemlidir. ECM yapis1 ve bilesenleri, hiicre cogalmasini1 ve farklilagsmasini uyarmada,
hiicrelerin birbirleriyle iletisim halinde olmasini saglamada, hiicre gogiinii yonlendirmede
ve hiicresel tepkileri modiile etmede kilit rol oynar. Kronik yaralarda oldugu gibi

ECM’nin islevsiz oldugu durumlarda yara iyilesmesi yavaslar veya durur (Midwood
2004).

Derin deri altt dokusu (hipodermis) cildin en derin ve genellikle en kalin
tabakasidir. Fonksiyonel nedenlerden dolay1 dudak, yanak, g6z kapagi, dis kulak gibi bazi
bolgelerde bulunmaz. Bu bolgelerde, dermis kas ve bag doku ile dogrudan temas
halindedir. Hipodermisin yiizeysel kismi, sa¢ koklerini, ter bezlerini ve damar sistemini,
basing ve ¢ekme kuvvetlerinden korunmasina yardimci olmak icin cevreler. Yapisi
agirlikga yaklasik % 90 trigliseritten olusmustur. Enerji rezervi olarak, koruyucu dolgu
ve destek malzemesi olarak, termojenezi ve izolasyonu saglamak i¢in, yiizey hatlarinin
korunmasinda gorev alir. Hipodermis ayrica steroit metabolizmasinda ve Ostrojen
iiretiminde rol almaktadir (Breidenbach 1988). Ostrojen, derideki yara iyilesmesinin hiz
ve kalitesi destekledigi igin 6nemlidir (Ashcroft 1999). Sag folikiilii igeren ve igermeyen
derideki farkli katmanlarin ayrintili gésterimi sekil 2.2°de verilmistir.

Sag folikill iceren cilt dokusu Sag foliklll igermeyen cilt dokusu

Sag dokusu

Ter kanalinin acik gosterimi

Epidermis

Yiizeysel pleksus
Papiller dermis

Retikller dermis

Meissner
cisimcikleri

Arrector pili kaslar

Dermis
1

Ter kanall Yag bezi
o PR AR S A
‘€ | Derin arteriyovenéz
@ | pleksus
$1
£ Deri alti yag %
Sag folikuli

Ekrin ter kanali

Ekrin ter bezi

|
Dermal sinir lifleri
Ekrin ter bezi

Pacinian cisimcigi

Sekil 2.2. Sac folikiilii igeren ve igermeyen deri katmanlarinin ayrintili gésterimi
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Yaralanma, cildin, mukozal yiizeylerin veya organin biitiinliigiiniin bozulmasi ile
sonuglanir. Bir tahribatin sonucu olarak ortaya ¢ikan ve kendiliginden iyilesemeyen doku
kaybi ya da defekti, toplumda insanin yasam kalitesini ve uzunlugunu dogrudan etkileyen
onemli bir saglik sorunudur. Kesici, delici aletlerden, ezik, yanik, elektrik ¢arpmasi,
yanma gibi etkilerden silah ve patlayict madde kaynakli unsurlardan, kimyasal
maddelerden, trafik kazalar1, diisme, darp, is kazalar1 gibi olgulardan kaynaklanan gok
cesitli yaralanmalar goriilmektedir. Yarali dokunun iyilesmesi yaranin g¢esidine,
derinligine, hastanin yasina ve genetik yapisina, beslenme sekline, kullanilan tedavinin
tiiriine vb. bir¢ok hususa gore degisiklik gostermektedir (Young 2011). Yaralar, kisaca
acik ve kapali olmak {izere iki sinifta incelenebilirler. Agik yaralar; yanik, kesik, 1sirik vb.
kaynakli yaralardir. Kapali yaralar ise; ezilme, siyrik, hematom (deri altinda kan toplanmasi),
burkulma vb. kaynakli olabilir. A¢ik yaralarda doku kaybi sonucunda derinin iist katmanlarini
olusturan epidermis ve dermis hasar goriir. Kapali yaralarda ise deri biitiinliigii bozulmamakla
birlikte, derinin alt katmanlarindaki yapilar darbe nedeniyle zarar gormekte, kanama meydana
gelmektedir (Yalgin 2005). Derinin morfolojisini viicut i¢erisinden ve viicut disarisindan
kaynakli olgular bozabilir. Viicut digindaki olgularla olusan yaralara kapali yaralar
smifinda olan; kontlizyonlar, hematomlar, ezilme yaralanmalari, acik yaralar smnifinda
olan; asinma, diizensiz yirtiklar, insizyonlar, delinmeler, yaniklar, atesli silah yaralar
ornek olarak verilebilir. Viicudun igerisinden kaynakli yaralar ise bozulmus dolasim,
noropati, kronik tibbi hastalik vb. kaynakli olabilir (Guo 2010).

2.1.1. Yara cesitleri

Yaralar i¢in evrensel bir siniflandirma olmamasina ragmen yaralari
smiflandirmak igin g¢esitli smiflandirma yontemleri bulunmaktadir. En  pratik
simiflandirma Sekil 2.3’te gosterilmektedir. Yara siniflamasi i¢in en ¢ok yaranin yapisi,
stiresi (akut veya kronik) ve cilt ve altta yatan dokulara verilen hasarin derinligi dikkate

aliir (Percival 2012).
Yaranin
siniflandirilmasi
| ‘ |

| _ {Basing lseri{[— Akutyara Yiizeysel (1. derece)
Cerrahi
insizyon
| Diyabetik . Epidermis ve dermis
‘ | Kronik yara
| ayak yarasi hasari (2. derece)
" Travmatik '
yara
Vaskler Hipodermise kadar hasar
tlser (3. derece)
Yanik :
P Kas ve kemige kadar
| Atipik yara
, \ RIS hasar (4. derece)
Radyasyon
yarasi

Sekil 2.3. Yaranin siniflandirilmasi
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2.1.1.1.Yara etiyolojisi

Yara etiyolojisi yaraya neden olan faktorleri simiflandir. Farkli siniflandirmalar
olmakla birlikte genel olarak; cerrahi insizyon, travmatik yara, yanik, radyasyon yarasi,
basing iilseri, diyabetik ayak yarasi, vaskiiler iilser, atipik yara olmak {izere 8 farkli baslik
altinda 6zetlenebilir. Insizyon tip dilinde, cildin, dokunun ya da organin kesilmesiyle ilgili
bir kavramdir. Cerrahi insizyon, ucu sivri, delici, kesici bir materyal ile olusturulan yara
tirtidiir. Travmatik yaralar distan mekanik bir etki sonucu olur ve bir organin, dokunun
yapisini ya da bi¢cimini bozan yaralardir. Yanik yaralari, sicak bir cisimle karsilasma,
sirtinme, elektrik carpmasi, bazi kimyasallar ile temas vb. nedenlerle olusabilir.
Radyasyon yaralari, radyasyonun tiiriine gore degisir. Alfa parcaciklar1 ve nétronlar, x-
isinlar1 ve gama 1sinlarina gore dokuda daha fazla biyolojik hasara sebep olmaktadir.
Basing iilseri; Basi yarasi, dekiibit iilser ya da halk arasinda yatak yarasi olarak
bilinmektedir. Uzun siire veya siddetli bir sekilde dokuya basincin uygulanmasi ile kan
dolasiminin azalmasiyla olusur. Diyabetik ayak yarasi, diyabet hastalarinda sinirsel
mekanizmada ve/veya damarsal mekanizmada olusan dolasimsal bozukluklar ile cildin
nem miktarinin azalmast buna baghh olarak kuru ve c¢atlak cilt yiizeyine
mikroorganizmalarin yerlesmesi sonucu olusur. Vaskiiler iilser, damar sistemi ile ilgili
bozukluklardan dolay1 gelisen yaralardir. Atipik yaralar normalin disindan davranigsal
ozellikler gosteren yara ¢esididir (Broughton 2006).

2.1.1.2.Yaranin Suresi

v" Akut Yaralar

Akut yaralar, yumusak dokunun biitiinliigiiniin bozulmasindan dolay1 aniden ortaya
¢ikan ve tahmin edilebilir bir siire sonunda iyilesen yaralardir. Akut yara yeri,
biiyiikliigiine, ilgili anatomik yapilara ve biyolojik yiike bagl olarak basit veya karmagsik
olabilir. Travmatik yaralar ve cerrahi yaralar akut yaralara 6rnek olarak verilebilir (Lee
2009).

v" Kronik Yaralar

Yara iyilesmesi karmasik bir siirectir ve birgok farkli biyolojik yolu igerir. Doku
rejenerasyonu; enfeksiyon, eszamanl hastalik (Diyabet, vaskiiler hastalik, kanser vb.),
yetersiz beslenme gibi bir¢ok faktérden olumsuz etkilenebilir. Yaranin iyilesmesinin
basarisiz oldugu durumlarda kronik iilser ortaya ¢ikabilmektedir. Akut yaralarin tahmin
edilebilir bir zamanda (4-6 hafta) iyilesmemesi halinde, iyilesme siirecinin gecikmesiyle
veya durmasiyla zamanla kotiilesebilen kronik bir yara sekillenir. Kronik yaralarda
iyilesme siirecini etkinlestirmek veya hizlandirmak igin disaridan bir etki gerektirir.
Basing tlserleri, diyabetik ayak {ilserleri ve vendz iilserler baslica kronik yara tipleridir.
Kronik zayiflama, yetersiz beslenme, diyabet ve sepsis gibi sistemik nedenler kronik
yaralara neden olabilir. Kronik yaralar, graniilasyon dokusu olusumunu ve
epitelizasyonunu engelleyen yiiksek seviyelerde proteolitik enzimler ve sitokinlerle
karakterize edilmektedir. Bu evrede kalan bakteriyel kolonizasyon i¢in ideal bir ortam
saglar ve iyilesme siireci enfeksiyon durumuyla iligkili olarak degerlendirilir (Lee 2009;
Weinzweig 2010). Sekil 2.4’te akut ve kronik yaralar arasindaki farklar sematize
edilmistir. Sekilde de gosterildigi gibi kronik yaralarda keratinosit, makrofaj, lenfosit ve
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fibroblast popiilasyonundaki énemli artig goriillmektedir. Ayrica akut yaralar (A) kronik
yaralara (B) kiyasla daha fazla biiyiime faktorii ve daha az patojen igermektedir.

Makrofaj a
Lenfosit "
Lokosit .
Keratinosit ‘
Fibroblast [ ——
Kollojen fiber «.__~"

Elastin fiber o

GAG R
Patojen °
Patojen o
Patojen >
Patojen [ ]

Oe

Sitokin ve MMP

+.

Blyime faktori

Sekil 2.4. Akut (A) ve kronik yaralar (B) arasindaki fark (Kordestani 2019)

2.1.1.3. Yaramn derinligi

Birinci derece bir yara sadece epidermisin zarar gérmesi sonucu olusur. Birinci
derece yaniklara klasik 6rnek giines yaniklaridir. Ikinci derece bir yara epidermis ve
dermisin zarar gérmesi ile sekillenir, fakat dermis boyunca uzanmaz. ikinci derece yaralar
ayrica yaranin derinligine bagli olarak yiizeysel kismi veya ylizeysel dermal ve derin
kismi veya derin dermal olarak siniflandirilir. Yiizeysel kismi yaralar pembe ve nemli
gortiniir ve genellikle 3 hafta iginde kendiliginden iyilesir. Derin kismi yaralar ise bazen
benekli bir goriinime sahip, kuru ve solgun goriiniir. Bu yaralarin kendiliginden
kapanmas1 genellikle 3 haftadan daha uzun siirer. Ugiincii derece yanik veya derin bir
kesik tiim epidermisi ve dermisi iceren tam kalinlikta bir yaralanmadir. Fizik muayenede
gozlenen bulgu kan pihtilariyla dolu (trombozlu) damarlardir. Dordiincii derece yaralar
yaranin kas ve kemige dogru derinlemesine uzanmasiyla olusurmaktadir (Weinzweig
2010). Sekil 2.5’te yaranin derinligine bagli olarak zarar goren yapilar gosterilmistir.
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epidermisin zarar goérmesi

hipodermise kadar

- derinin zarar gérmesi
epidermis epidermis
1 d dermis dermis
. derece ; ’ 3. derece
hipodermis hipodermis
kas ve kemik dokusu kas ve kemik dokusu
epidermis ve dermisin kas ve kemige kadar butiin
zarar gormesi dokunun zarar gérmesi
epidermis epidermis
dermis dermis
2. derece hipodermis 4. derece hipodermis

kas ve kemik dokusu kas ve kemik dokusu

Sekil 2.5. Yara derinliginin siniflandirimasi

2.1.2. Yara dokusunun iyilesme evreleri

Yara iyilesmesi, olii hiicrelerin, hasarli ekstraselliiler matriksin (ECM), eksik
yapilarin ve cansizlagtirllmis dokularin, yeni hiicreler ve dokular ile degistirildigi,
karmagik ve dinamik bir islemdir. Doku hasar1 olusur olusmaz, yara iyilesmesi ¢ok sayida
biyokimyasal ve hiicresel siireci baglatmaktadir. Doku biitiinliigiini eski haline getirmek
amaciyla, ¢ok sayida hiicresel ve hiicre dis1 yolaklar siki bir sekilde diizenlenmis ve
koordine edilmis bir sekilde birbirleriyle etkinlestirilir. Yara iyilesme siireci; hemostaz,
inflamasyon, proliferasyon ve remodelizasyon olmak {izere dort ayr1 evreye ayrilir
(Velnar 2009). Inflamasyon faz sirasinda hemostaz meydana gelir ve akut bir iltihap
sizintis1 olusur. Proliferatif faz, fibroplazi, graniilasyon, kasilma ve epitelizasyon ile
karakterizedir. Son asama, genellikle skar olgunlagmasi olarak tanimlanan yeniden
bicimlenmedir. Viicut i¢inden veya disindan kaynaklanabilecek pek ¢ok faktor bu siirece
miidahale ederek yara iyilesmesini geciktirebilir, yaranin ileride iz birakmasina sebep
olabilir ve hatta 6liime neden olabilir (Ueno 2006). Sekil 2.6’da yara dokusunun iyilesme
evreleri gosterilmistir.

hasar 3glin 7 glin 3 hafta 1-2 yil
1 | / / | / L |
(I | / / | /
Pihti olusumu Blylime Kolajen
Baslica olay Hemostaz faktori biriktirme Kolajen capraz baglama

inflamasyon Evresi
Onarim agsamas! — Proliferatif Evre
Remodelizasyon evresi
Fibroblastlar
” Lenfositler
Hucresel akis —
Makrofajlar

Notrofiller

Vazodilatasyon

Vaskdler yanit {

Sekil 2.6. Yara dokusunun iyilesme evreleri
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l. Hemostaz

Yaralanmadan sonra doku biitiinliigiinde bir par¢alanma olusur, oyugu veya kesigi
kan doldurarak ECM'nin gesitli bilesenleri ile temas haline geger. Hasarli kilcal damarlar
sitoplazmik kalsiyum seviyelerinin artmasiyla damar duvarmin dairesel katmanindaki
diiz kas kasilir ve damar hizla daralir. Yaralanmanin enine diizlemde oldugu ve cap1 4-
5mm’ye kadar olan damarlar kasilma ile tamamen kapatilabilir. Birka¢ dakika i¢inde,
arteriyol (kilcal damar) daralmasinin aracilik ettigi kan akisindaki azalma doku
hipoksisine (oksijen azlig1) ve asidoza (hidrojen iyonu konsantrasyonundaki artis) yol
agcmaktadir. Bu durum bir refleks olarak vazodilatasyonuna (damar duvarindaki ¢izgisiz
kasin gevsemesi) neden olmak i¢in nitrik oksit, adenosin ve diger vazoaktif metabolitlerin
tretimini tetiklemektedir. Eszamanli olarak, mast hiicrelerinden histamin salinimi ile
damar kasi1 gevsemesi ve buna bagli olarak damarin gegirgenligi artar, iltihap hiicrelerinin
yaranin etrafindaki hiicre dis1 alana girmesi saglanir. Bu durum, erken asamadaki
yaralarin karakteristik sicak, kirmizi, sismis goriinlimiinii olusturmaktadir. Bu asamada
goriilen fazla miktardaki kan kaybi, bircok mekanizma ile elde edilen bir piht1 olusumu
ile d6nlenmektedir. Kan kaybini énlemek adina olusturulan mekanizmalar1 6zetlemek
gerekirse; trombositlerin yara alaninda toplanmasindan sonra, faktér XII aktive edilir,
boylece hemostaz'a yol acan fibrin pihtis1 olusturulur. Faktor XII'nin aktivasyonu
(Hageman faktorii), protrombini trombine doniistiren faktér X aktivasyonuyla
sonuclanan ve fibrinojenin fibrine doniismesi ve bir fibrin tikaci veya pihtisi olusumu ile
sonuglanan bir mekanizmadir (hemostatik tikag). Fibrin pihtisi, hiicrelerin igine
girebilecegi yara alani igindeki bir 6n matriks goérevi goriir. Fibrin pihtisi olustuktan
sonra, piht1 uzantisini 6nleyen ve daha fazla hiicre gogii i¢in alan saglamak iizere fibrin
pihtisin1 ortamdan kaldiran fibrinoliz aktive edilir. Fibroliz aktivesi ile bir sonraki
iyilesme asamasina geg¢ilmektedir (Young 2015)

Il.  Inflamasyon

Yara iyilesmesinin bu asamasinin asil amaci enfeksiyonu énlemektir. Inflamatuar
evresi doku hasarindan hemen sonra baslamaktadir. Bu evrede, fibrin pihtis1 bozulmakta,
ardindan kilcal damarlarin genigleyerek gegirgen hale gelmesi ile plazma ve ana
enflamatuar hiicreleri (nétrofiller ve makrofajlar) yaralanma bolgesine birakilmaktadir.
Fibrin bozulduk¢a bozunma tiriinleri fibroblastlar1 ve epitel hiicrelerini ¢eker (Sekil 2.7)
Notrofiller yaralanmadan hemen sonra yaraya girer ve 24-48 saat iginde maksimum
sayilarina ulagir. Aslinda, bu durum enfeksiyona kargi viicudun gosterdigi ilk savunma
hattidir, asil iglevi hiicre artiklarin1 ve patojenleri fagosit etmektir. Doku artiklarini ve
bakterileri yok etmek igin savunma sistemi ii¢ ana mekanizmaya sahiptir. Oncelikle,
fagositoz adi verilen bir islemi dogrudan yabanct maddeleri yutabilir ve yok edebilirler.
Ikincisi, nétrofiller bakterileri ve 6lii konak dokular1 yok edecek cesitli toksik maddeleri
(laktoferrin, proteazlar, notrofil elastaz ve katepsin) bozabilir ve serbest birakabilir. Son
kanitlar, nétrofillerin, kromatin {iretebildigini ve hiicre dis1 alanda bakterileri 6ldiiren
"tuzaklar1" korudugunu gostermistir. Oksijensiz radikaller, bakteriyosidal ozelliklere
sahip oldugu bilinen fakat ayn1 zamanda yaray1 sterilize etmek i¢in klor ile birlestirebilen
notrofil aktivitesinin bir yan {irlinii olarak Tretilir. Notrofiller gorevlerini
tamamladiklarinda ya ya apoptozise girerler, ya da yara ylizeylerinden katlanirlar ya da
makrofajlar tarafindan fagositozlanirlar. Makrofajlar, yaradan 48-72 saat sonra bir yarada
tepe konsantrasyona ulasan ¢ok daha biiyiik fagositik hiicrelerdir. Trombositlerden ve
hasar gérmiis hiicrelerden salinan kimyasal haberciler tarafindan yaraya ¢ekilir ve bu
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asamada mevcut olan asidik yara ortami ig¢inde hayatta kalabilirler. Makrofajlar,
enflamatuar yanitin diizenlenmesinde, anjiyogenezin uyarilmasinda ve graniilasyon
dokusu olusumunun arttiritlmasinda énemli olan TGF-b ve epidermal biiylime faktorii
(EGF), gibi genis bir biiytime faktorii rezervini barindirir. Lenfositler 72 saat sonra yarada
goriilmeye baglar ve kollajen {iretilmesi yoluyla ECM yap1 iskelesinin ve yara
tyilesmesinin diizenlenmesinde 6nemli oldugu diisiiniilmektedir Sekil 2.7°de inflamasyon
evresinde gorev alan hiicreler goriilmektedir.

Hucreler ECM

Makrofaj a

Lenfosit .53

Lakosit <
Keratinosit L N

Fibroblast [ —
Myofibroblast <>

Kollojen fiber -

Hemostaz
\ @
k)

inflamasyon

Ay \ R

Elastin fiber e

GAG =

Patojen e
Patojen O

Remodelizasyon Proliferasyon

- Patojen «»
>

e Patojen «©
+4 4
b j Sitokin ve MMP ®

Biyiime faktéri *

Sekil 2.7. Yara iyilesme evrelerinde gorev alan faktorler ve ECM ve dokunun yapisi

I11.  Proliferasyon

Bu faz, yara boslugunda graniilasyon dokusu olusumu ile karakterize edilir. Bu
asamada keratinositler, epitel dokusunu yeniden olusturmak ve epidermis tabakasinin
stirekliligini saglamak i¢in go¢ eder. Olusan bu yeni doku elastin, glikozaminoglikanlar
(GAG'ler), fibrin ve fibronektin gibi lifli proteinleri igeren bir yapidadir. Proliferasyon;
es zamanli meydana gelen, anjiyogenez, graniilasyon dokusu olusumu, kollajen
birikmesi, epitelizasyon ve yara retraksiyonunu igeren karmasik bir siirectir.
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Anjiyogenez

Doniistiiriici biiytime faktorii-f (TGF-f), trombosit kaynakli biliylime faktori
(PDGF) ve fibroblast biiytime faktorii (FGF) salinimi esnasinda hemostatik tikacin
olugsmasi ile antiyogenez tetiklenir. Olusan oksijen azligina (hipoksi) cevap olarak
vaskiiler endotel biiyiime faktorii (VEGF) serbest birakilir. Baslangigta, yaranin merkezi
nispeten avaskiilerdir, ¢linkii sadece yara kenarindaki hasar gormemis kilcal damarlardan
oksijenin difiizyonu gergeklesebilir. Anjiyogenez siireci ilerledikge, yara boyunca saglikli
damarlar ile bag olusturan kilcal bir damar agi1 olusur.

Fibroblast gocii

Yaranin iyilesme siirecini takiben, fibroblastlar, hemostatik pihtidan salinan
biiylime faktorleri (agirlikli olarak TGF-f3 ve PDGF tarafindan) ile uyarilir ve ¢ogalarak
yara bolgesine gog eder. Yara olusumundan sonraki li¢iincii giin yara, ECM proteinlerini
(hyaliironan, fibronektinler ve proteoglikanlar) salan, ve sonu¢ olarak kollajen
iiretebilecek fibroblastlar bakimindan zenginlesir (Young 2011). Insan viicudundaki
kollajenin % 90'indan fazlasi tip I'dir. Bununla birlikte, 2011 itibariyle, olusturduklar
yapiya gore 28 tip kollajen tanimlanmis ve c¢esitli gruplara ayrilmigtir. Kollajen bag
dokusundaki ana bilesendir. Fibroblastlar, kollajen sentezini yapan en 6nemli yapilardir
(Ricard-Blum 2011). Yara bolgesi hasar almamis dokulara kiyasla farkli kollajen
araligindan (daha yiiksek oranda tip 3 kollajen) olusmaktadir. Yeterli matriks
yerlestirildikten sonra, fibroblastlar bir myofibroblast fenotipine doniiserek psédopodlar
(valanc1 ayaklar) gelistirir. Bu yapi, cevreleyen proteinlere fibronektin ve kollajene
baglanmalarini ve yara biiziilmesine yardimei olmalarini saglar. Fibroblastlar tarafindan
sentezlenen kollajenler, dokulara gii¢ saglamada énemli rol oynarlar. Oncelikli amag olan
yaranin kapatilmasi ig¢in kollajen birikimi 5. giinde maksimuma ¢ikmaktadir. Fakat
kollajenin asirt iiretimi hipertrofik skar olusumuna neden olabilir. Hipertrofik yara tiirii
icin olas1 risk asir1 gerginlikten kaynaklanan aci ve yara enfeksiyonlarinin olusmasidir.

Epitelizasyon

Epitelizasyon asamasinda epitel hiicreleri, ilk olarak bir hiicre tabakasi ile yaray1
kaplamaya ve asagidaki matrikse yapisana kadar yaranin kenarlarindan gog etmeye
devam etmektedir. Epitel hiicrelerinin hareket alan1 kazanmasina ve yara ylizeyinde
hareket etmesine izin veren Epitelial Mezenkimal Transition (gegis) (EMT) islemi, yara
olusumu gibi farkli uyarilar sonucunda hiicrelerin epitelial 6zelliklerini kaybederek
mezenkimal Ozellikler kazanmalar ile sekillenir (Yang 2008). Bu asama kapali olan
yaralarda 24 saat i¢inde tamamlanabilir. Sitokin konsantrasyonundaki degisiklikler, epitel
hiicrelerinde hiicre sayilarini ¢ogaltmak ve yara onarimini tamamlamak i¢in 6nemlidir.
Ikincil olarak epitel hiicrelerinin biiyiik bir alanda bulunamamast ile gelisen zor iyilesme
gosteren yaralarda, epitelizasyon tamamlanmadan once yaranin belirgin bir sekilde
biiziilmesi gerekir. Fakat baz1 yaralar biiziilmenin gézlenemeyecegi kadar biiytiik bir alana
sahip olabilir. Bu durumda defekti kapatmak igin cilt grefti kullanilmaktadir (De Donatis
2010).
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Yara cekilmesi

Yara olusumundan yaklasik 7 gilin sonra yara biiziilmeye baslamaktadir. Bu
asamada esas olarak myofibroblastlar rol oynamaktadir. Aktin ve miyosin arasindaki
etkilesimler ile hasarli doku alanini azaltarak hiicre govdeleri birbirine yaklagir. Yara
bliyiikliigiine bagl olarak ortalama 0.75mm/giin kisalma gozlenebilir. Kisalma, biiziiime
veya ¢ekilme hizi, yara sekli de dahil olmak iizere sayisiz faktdrden etkilenmektedir.
Dogrusal yaralar en hizli ve dairesel yaralar ise en yavas biiziilen yara tiirleridir. Bu
iyilesme agamasinda goriilen bozukluklar, sekil ve bozukluguna yol agabilir (Hinz 2006)

IV. Remodelizasyon

Remodelizasyon (yeniden sekillenme), 21 giinden 2 yila kadar zaman alabilen
yara iyilesmesinin en uzun tadilat asamasidir. Bu evrede doku tadilati, kollajen yapinin
yeniden diizenlenmesi ve yara dokusunun kasilmasi ile gergeklestirilmektedir. Belirli bir
diizen ile yonetilen kollajen sentezi ve yikimu esitlendiginde, doku iyilesmesinin yeniden
sekillenme agsamasi baglamaktadir. Bu asamada, kollajen tip I, kollajen tip III'e degistirilir
ve yeni sentezlenen kollajen lifleri yeniden diizenlenir, ¢apraz baglanir ve mekanik
gerilme hatlar1 boyunca hizalanir. Bu evrenin siiresi yaranin biiytikliigiine, ciddiyetine ve
kapama tipine bagl olarak 3 ila 21 giin arasinda degismektedir. Ugiincii haftaya kadar,
kollajen yap1 sahip olmasi gereken gerilme kuvvetinin yaklasik % 20'sini kazanir ve 12
hafta sonra bu deger % 80'e ulagmaktadir. Yarali doku iyilesse dahi maksimum gerilme
dayanimi normal saglikli cilde kiyasla azdir. Yara iyilesme asamalarinda zaman

ilerledikge, vaskiilerite diizeyi azalir ve rengi kirmizidan pembeye doner (Baranoski
2015).

Akut ve kronik yaralarda iyilesme sekilleri benzer olmasina ragmen bazi
farkliliklar mevcuttur. Cerrahi insizyonlar dahil olmak {izere akut yaralar genellikle
iyilesme asamalarini nispeten hizli bir sekilde gecer. Bu tiir yaralar genellikle temizdir ve
minimum doku kaybina ve bozulmasina neden olur. Dikislerle hemen kapatilabilir ve
hizla iyilesme egilimindedir. Kronik yaralar ise yara olusumundan 12 hafta sonra
iyilesmeyi geciktiren durumlarin goriildiigi, siklikla uzun siireli patolojik inflamasyonun
bir sonucu olarak sekillenen yaralardir. Genellikle doku kaybinin genis oldugu, doku
kenarlarinin birbirine yaklasamadigi durumunda veya sepsis nedeniyle yaranin agik
birakilmasi gerektigi durumlarda olusur. Bu tiir yaralarda doku kusurunun kapsamli
graniilasyon dokusu ile doldurmasi gerektigi i¢in onarim siireci uzamaktadir. Biiyiik doku
hasarlari iyilesebilir fakat yara izi kalma olasilig: yiiksektir (Broughton 2006).

2.1.3. Yara iyilesmesinde 6nemli faktorler

ECM proteinleri

ECM’nin yapisinda proteoglikanlar, glikoproteinler ve GAG adi verilen proteinler
ve polisakkaritler vardir. ECM’yi olusturan proteinlerin iki ana siifin1 kollajen, elastin
ve fibronektin adi verilen lifli proteinler olusmaktadir. Cogunlukla fibroblastlar
tarafindan sentezlenen kollajen, memelilerde en bol bulunan proteindir ve dermisin kuru
agirhigmi %70 - %80'ini kolojendir. Elastin, doku elastikiyetinden ve esnekliginden
sorumludur. Esneyen ve orijinal formuna geri donen ve doku seklini korumaya yardimci
olan lifli bobinlerden olusmaktadir. Elastin, insan derisinin kuru agirliginin sadece %2 -
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% 4'inde bulunmaktadir. Fibronektin ise hiicre yapigsmasi i¢in ankraj saglayan ve
hiicrenin hiicreyle veya hiicrenin ECM ile etkilesimlerinden sorumlu olan lifli bir
bilesiktir. Yeniden modelleme asamasinda, 6n matriks saglayan hiicreler ve birikmis
kollajen lifleri arasindaki fiziksel etkilesimler i¢in bir arac1 gérevi géren anahtar bir role
sahiptir. Proteoglikanlar, ¢esitli tiplerde bir dizi polisakarit yan zinciri ile dallanmig bir
protein omurgasindan olusurken, gliko proteinleri, amino asit yan zincirleri olan bir
polisakarit omurgasindan olusur. GAG zincirleri, disakkaritleri tekrarlayan amino
sekerler iceren uzun dallanmamis polisakkaritlerdir. Proteoglikanlar, dokudaki cesitli
yapisal ve organizasyonel islevleri ve % 95'e kadar (agirlik / agirlik) karbonhidratlarla
yiiksek oranda hidratlanmis jel benzeri 6giittilmiis bir madde ile karakterize edilmektedir
(Frantz 2010).

Anjiyogenez siireci

Yara iyilesmesinin kilit parcalarindan biri olarak, anjiyogenez, besin maddeleri ve
oksijen iletimi i¢in kan tasimak iizere yeni damarlarin olusturuldugu dinamik bir siirectir.
Vaskiiler endotel hiicreleri, yara kenarlarinda bulunan hasarli damarlarin ve kilcal
damarlarin son kismindan ortaya ¢ikarak yeni kilcal damarlar olusturmaktadir. Bu kilcal
damarlar, diger kilcal damarlar1 kargilamak ve kilcal bir ag olusturmak ve kan dolasimina
izin vermek i¢in birbirleriyle baglanti kurmak icin biiylimeye devam etmektedir.

Epitelizasyon siireci

Yaralanmadan birkag¢ saat sonra baslayan epitel iyilesmesi veya epitelizasyon,
iyilesmenin bir diger 6nemli 6zelligidir. Normalde altta yatan dermise sikica bagli olan
bazal hiicreler, hiicre yapisma davranislarini degistirir ve ayrilmaya baslar ve gecici
matriks boyunca sirali bir seklinde go¢ eder. Bu yatay hareket hiicreler bulustugunda
durdurulur. Epitelyal dokuda, keratinositler yaranin kenarlarindan seyahat eder ve
sonunda agik mor renge doniisen koyu pembe renkte graniilasyon dokusu iizerinde
yavasca bilyiir. Biiylik miktarda epitelize edici doku genellikle basarili yara iyilesmesinin
bir gostergesidir (Pastar 2014).

Yara kasilmasi

(Cogalma evresinin son igareti, normalde yaralanmadan 5 giin sonra baglayan yara
kasilmasidir. Yara kasilmasi, bag dokusu matriksinin yeni tasinmis fibroblastlar
tarafindan sentezlenen kollajen lifleri tarafindan olusturuldugu dinamik bir iglemdir.
Daha sonra, fibroblastlar, yara kenarlarin1 yara merkezine dogru ¢ekmek igin ¢ekme
kuvvetinden sorumlu olan miyofibroblastlardan farklilagmakta ve bu da yara alanini
kademeli olarak azaltmaktadir. Yara kasilmasi ECM proteinlerinin asir1 sentezini inhibe
ederek iyilesme siiresini kisaltmaktadir. Fibroblastlarin ve miyofibroblastlarin kasilma
aktivitesi kasilma giiciinii saglamaktadir (Swaim 2001).

Matriks metaloproteinazlan
Proteazlar, oOzellikle matriks metaloproteinazlar (MMP'ler), normal yara

iyilesmesinin tiim agsamalarinda anahtar rol oynamaktadir (Sekil 2.7). Enflamatuar faz
sirasinda, hasar gérmiis hiicre dist matriks proteinleri, 6zellikle kollajen lifleri, yeni
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sentezlenen kollajen liflerini, fibroblastlarin yer degistirmesini dogru sekilde hizalamak
icin MMP'ler tarafindan bozunmaktadir. Hasar gormiis kollajenleri ayristirmak igin
kollajenaz, kollajen liflerini iki par¢aya bolmekte ve daha sonra jelatinaz, notrofiller ve
makrofajlar tarafindan daha fazla fagositoz i¢in daha kiiclik parcalara ayirmaktadir.
MMP'ler, yeni kilcal ag olusumunu miimkiin kilan endotelyal bazal membranin
cikarilmasiyla endotelyal hiicre ayrilmasi ile anjiyogenezde onemli bir role sahiptir.
Ayrica, MMP'ler, yara kontraksiyonunun, ¢evreleyen bag dokusu kalibina dayanarak yeni
olusturulmus ECM'yi dogru bir sekilde sekillendirmesi i¢in gereklidir (Han 2015).
MMP'ler, inhibitorleri ile birlikte, ECM bozunmasini ve birikmesini diizenleyerek
reepitelyalizasyonda énemli bir rol oynamaktadir (Bakhshayesh 2018).

Beslenme

Beslenme durumunun yara iyilesmesini etkileyebilecegi uzun zamandir
bilinmektedir. 15. yiizyilda, Portekizli kasif Vasco da Gama, Iskorpitcili denizcilerin gok
sayida iyilesmeyen cilt lezyonuna sahip oldugunu belirtmistir. Iskog cerrah olan James
Lind’in 1747 yilinda saptadigi turunggillerin Iskorpitleri basarili bir sekilde tedavi
edebilecegi ve yara onarimini artirabilecegi ile ilgili ¢alismasina kadar ¢ok yonlii
beslenmenin yaranin iyilesmesi iizerindeki onemi bilinmemekteydi. Koti beslenme,
inflamasyonu uzatarak, fibroblast fonksiyonunu inhibe ederek ve anjiyogenez ve kollajen
birikimini azaltarak iyilesmeyi olumsuz yonde etkilemektedir. A vitamini (epidermal
bliylimeye dahil), karbonhidratlar (kollajen sentezi i¢in) ve omega-3 yag asitleri
(arakidonik asit yolunu modiile etmek) dahil olmak {izere yara iyilesmesi i¢in dnemli olan
birgok temel besin maddesi bulunmaktadir. Son yillarda, klinik beslenme alanindaki
kapsamli arastirmalar, yara iyilesmesini arttirmak icin beslenme destek tekniklerinin
kullanilmasinda agik bir fayda oldugunu gostermektedir (Campos 2008).

Hipoksi (Oksijen Yetmezligi)

Tiim yaralar lokal vaskiiler temasi1 kesildigi i¢in bir dereceye kadar hipoksiktir.
Yeniden epitelizasyonu kolaylastirmak ic¢in bir miktar hipoksi gerekli olmakla birlikte,
yaralarin iyilesmesi i¢in yeterli miktarda oksijen temel bir gerekliliktir. Cerrahi
uygulamada yasli hastalarin ve periferik vaskiiler hastalig1 olanlarin iyilesmesinin zayif
oldugu bilinmektedir. Hiperbarik (saf oksijen verilmesi ile sekillenen tedavi) oksijenin
yaray1 hizli iyilestirdigi goriilmektedir. Oksijenin azlig1 nétrofiller ve makrofajlar igin
olumlu etki gdstermesine ragmen, fagositoz ve diger bazi islevler i¢in oksijen oldukca
onemlidir. Yapilan caligmalarda, perioperatif donemde verilen tamamlayici oksijenin
yara enfeksiyonu riskini azalttigin1 géstermektedir. Oksijen, pralin ve lizin tortularinin
hidroksillenmesinde bir substrat gorevi gordiigii i¢in kollajen birikimi igin de gereklidir.
Sigara icmek oksijen kismi basinglarini etkiler ve daha fazla yara komplikasyonuna neden
olur, ayrica sigara igmenin bagisiklik fonksiyonunu ve kollajen birikimini de etkiledigi
bilinmektedir (Kurz 1996).

Enfeksiyonun Etkisi
Enfeksiyon daha onceden de belirtildigi gibi yaranin iyilesmesini son derece

geciktiren ve kronik yaralara neden olabilen bir faktordiir. Hatta cerrahi kesi yapilmadan
once bile antibiyotik tedavisi ilk olarak 1958'de kobaylarda ve daha sonra 1960'ta
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insanlarda denenmis, antibiyotik kullaniminin Yyara enfeksiyonu riskini azalttigi
kanitlanmustir.

Immiinsiipresyon (bagisiklik sisteminin baskilama)

Insan immiin yetmezlik viriisii (HIV), kanser ve yetersiz beslenme olan hastalarin
timii, yara iyilesmesinin gecikmesine yol acabilen bir derece immiinosupresyona
sahiptir. Ek olarak, enflamatuar yaniti bozan herhangi bir ilag, iyilesme siirecini
engelleyebilir. Prednizolon gibi oral steroidlerin, yara onarimi sirasinda sitokin
konsantrasyonlarin1 azalttifi ve kollajen birikiminin azalmasina neden oldugu
gosterilmistir.

Kronik hastalhik

Kardiyovaskiiler sistemi etkileyen herhangi bir kronik hastalik, yara iyilesmesi
icin gerekli oksijen ve diger besin maddelerini olumsuz yonde etkileyebilmektedir.
Diyabetik hastalarda, bagisiklik sistemlerinin zayiflamasindan ve yiiksek kan sekeri
seviyesi nedeniyle 16kosit islevinin etkilenmesinden dolay1 yara iyilesmesi dnemli 6l¢iide
gecikmektedir. Ek olarak diyabet, hem doku oksijen seviyelerini hem de besin tedarikini
etkileyen uzun siireli mikrovaskiiler hasara neden olur.

Yas

Yash hastalar daha ince bir epidermal tabakaya sahiptir ve inflamasyon,
migrasyon ve proliferasyon siiregleri daha yavas ger¢eklesmektedir. Ayrica, bu hastalarin
daha yavas yara iyilesmesine sahip olmalar1 dolayistyla yiiksek risk altinda olmalarina
neden olan kronik bir hastaliga sahip olma olasiliklar: daha ytiksektir.

Genetik Faktor

Genetik faktorler de yaranin iyilesme siirecinde oldukga etkilidir. Genellikle Asya
k1 hastalarinda onemli 6l¢lide daha yaygin goriinen ve yaranin iyilesme siirecinde
olusabilen bir bozukluk nedeniyle asir1 hiicre {iretimi neticesi ile anormal doku
olusumuna sebep olan keloid, genetik faktoriin etkiledigi durumlardan biridir. Keloid
kollajen birikimindeki kusurlardan kaynaklandig: diisiiniilmektedir. Ayrica Osteogenezis
Imperfekta, Ehler Danlos Sendromu, Marfan Sendromu, Epidermolizis Biillosa konnektif
doku metabolizma bozuklugu yapan genetik hastaliklar arasinda siralanabilir (Henriksen
2011).

Sicaklik Etkisi

Viicuttaki hiicresel yanitlarin, enzimlerin optimum c¢alisma sicakligr yaklagik
37°C’dir. Yara sicakligi 2°C kadar diistiigiinde iyilesme siireci yavaslayabilmekte veya
durabilmektedir. Ayrica, sogutulmus dokular vazokonstriksiyona neden olur ve bu durum
hemoglobinin oksijen ihtiyacini1 artirmaktadir. Herhangi bir potansiyel enfeksiyonla
savagsmak i¢in ndtrofil adi verilen beyaz kan hiicrelerinin tiirii icin daha az oksijen
bulunur. Ayrica yara doku sicakligi 33 derecenin altina diistiigiinde fibroblast ve epitel
hiicre aktivitesi azalmaktadir (Mcguiness 2004).
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Nemin Etkisi

19601 yillinda nemli tutulan yaralarin kuru kalan yaralara kiyasla daha iyi
tyilestigini gosteren caligmalar yapilmistir. Yapilan ¢caligmalarda yara bolgesinden nemin
emilimi veya uzaklastirilmasi cilt hiicrelerin 6liimiine neden oldugu, bu siire¢ sonucunda
kurumus kan ve diger sivilardan olusan bir kabugun nem kaybina kars1 verimsiz bir engel
teskil ettigi, olusan kabuklarin yeni hiicrelerin yaranin kolonilesmesini engelledigi
saptanmistir. Nemli bir bandajin belki de en 6nemli yarari, hiicrelerin canli kalmasi ve
cogaltilmasi i¢in optimum bir ortam saglamasidir. Bu gibi nedenlerden dolay1
glinlimiizde, gazli bezli bandajlar yerine, yara bolgesini nem dengesini etkili bir sekilde
koruyan, ancak oksijen, azot ve su buhari iletimi saglayan bandajlar tercih edilmektedir.
Ayrica nemli yara ortiileri sinir uglarini koruyarak yaranin daha az zarar gérmesini ve
daha az ac1 olugmasini saglamaktadir (Glines 2006).

2.1.4. Yara Tedavisinde Kullanilan Malzemeler

Yara tedavisi i¢in kullanilacak iiriinler uygun doku miihendisligi iskeleleri,
hiicrelerin biiylimesine rehberlik etmeli, yeterli yapisal destek saglamali, gerekli
besinlerin ve atik iriinlerin tasinmasina yardimeci olmali ve fonksiyonel doku ve
organlarin olusumunu kolaylastirabilmelidir. Ideal pansuman materyali, yaraya bakteri
istilasindan korurken nemli bir ortam saglamalidir. Geleneksel gazli bez, fazla eksiiday1
uzaklastirmakta, bakteri istilasini etkili bir sekilde engellemekte ve ortamda nem
dengesini saglamada yetersizdir. Son zamanlarda, hiicre aktivitesini arttirmak veya skar
olusumunu en aza indirmek i¢in g¢esitli yara tedavisi materyalleri gelistirilmistir. Yaranin
durumuna ve kisinin ihtiyaglarma uygun olarak film, hidrokolloid, hidrojel, kopiik,
hidrofiber, biyolojik ve kompozit sargilar yaygin olarak kullanilmaktadir.

Bugiin piyasada 3.000'den fazla yara ortiisii iiriinii bulunmaktadir. Ortiiniin
materyaline gore 8 ana kategoride siiflandirilabilirler. Sekil 2.8’de bu yara ortiileri ile
ilgili gorseller verilmistir.

I- Gazli Bezler

Geleneksel olarak, yara ortiileri dokuma (pamuklu) veya dokuma olmayan gazli
bezden (sentetik, daha emici) yapilmistir. Diiz 6rgii ve daha kii¢lik gézenekli gazli bez,
yara yataginda travma riskini en aza indirmektedir. Gazli bez ortiileri oldukca
gecirgendir, ucuzdur ve kisa siireli veya kisa siireli kullanim olarak kullanilir. Gazli
bezlere, vazelin, bizmut veya ¢inko emdirilebilir. Gazli bezler genellikle her tiirli sekil,
boyut, derinlik veya etiyolojiye sahip enfekte ve enfekte olmamis yaralar igin
kullanilabilmektedir. Cok sik pansuman yapilmasi gereken yaralarda tercih edilebilir. ilag
veya tedavi edici kimyasallarinin yiiklenebildigi yapilardir. Bir¢ok olumlu 6zelliginin
olmasina ragmen gozenek boyutlarinin bilyiik olmasi, hasarli dokuya yapisabilmesi, nem
dengesini koruyamayip, yarayr susuz birakmasi olumsuz 6zellikleridir. Ayrica
kendiliginden yapigkan olmayan gazli bezler genellikle sargilariin tutunmasini arttiran
ikincil sargilar olarak islev géren farkli katmanlar kullanilmaktadir.
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(a) (c) (d)

(e) ® (2) (h)

Sekil 2.8. Yara Ortiistiniin materyaline gore siniflandirilmasi a) Gazli bezler; b) Filmler;
c) Kopiikler; d) Hidrokolloidler; e) Aljinatlar ve Hidrofiberler; f) Biyolojik
yara ortiileri; g) Hidrojel yapilar; h) Kompozit Yara Ortiileri ve Yardimci
Maddeler

I1- Filmler

Yar1 gecirgen film sargilar; yapiskan sirtli ince, esnek seffaf poliliretan bir
tabakadan olusmaktadir. Su buhar1 ve gazi gecirirken, bakteri ve suyu gecirmezler.
Absorpsiyon kapasiteleri diistiktiir. Kesiklerde, siyriklarda, kismi kalinliktaki yaralarda,
dikigli yaralarda ve minimal drenajli greft donor sahalar1 gibi yilizeyel yaralarda yaygin
olarak kullanilabilmektedir. Maserasyonu (suya maruz kalma nedeniyle yumusama)
onlemek i¢in siklikla kullanilmaktadir. Fakat film yara ortiileri enfekte yaralarda, orta ila
agir drenajli yaralarda veya dokiintiilii cilde sahip hastalarda kullanilmamalidir (Han
2016).

111- Kopiikler

Kopiik yara ortiileri veya pansumanlarin ¢ogu 3 katmanli politiretan kopiiklerden
yapilmaktadir. En dis koruma katmani; oksijen gibi gazlarin diizenli olarak
degistirilmesine izin veren, bakterilerin giremeyecegi boyutta gozenek boyutuna sahip,
hidrofobik ozellikte ve eksiidalarin (yara yataginda iretilen sivi) uzaklastirilmasini
saglayan bir yapiya sahiptir. Asir1 yara eksiidasi sadece iyilesme siirecini engellemekle
kalmaz, ayn1 zamanda yara kenarlarinin maserasyonuna da yol acar. Orta tabaka bu yara
eksiidalarin1 absorbe etmektedir. Yara ile tems eden i¢ tabaka ise hidrofiliktir ve
ekstidalarin orta tabakaya gegisine izin veren bir yapiya sahiptir. Bahsedilen 3 katmanda
islevsel olarak nemli bir ortam saglar ve yaray1 yapismadan yaray: bakteriyel istiladan
korumakta, daha az agrili pansuman degisikliklerine izin vermektedir. Kopiik yara
ortiileri yaranin 1s1 ve nem dengesini koruyabilir yapidadir. Kopiik yara oOrtiileri veya
pansumanlart bu gibi Ozelliklerinden dolay1 eksiidali yaralarda evrensel olarak
kullanilabilmektedir.
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IV- Hidrokolloidler

Hidrokolloidler, yiiksek miktarda sivi tutabilen yapidaki yara ortiileridir.
Yapisinda giiclii bir film veya kopiik yapiskanl bir destek tabakasi ile jelatin, pektin ve
seliiloz gibi hidrofilik koloidal pargaciklar bulunmaktadir. Nihai {riin su, gaz ve
bakterilere karsi bir bariyer gorevi gormektedir. Ayrica, 1s1 yalitimi saglamaktadir. Hem
graniiler hem de nekrotik yaralarda giivenle kullanilabilmektedir. Fakat hidrokolloidler
genellikle ¢ikarildiktan sonra yara yiizeyinde kalinti birakmaktadir ve kanamali yaralarda
kullanim1 uygun degildir. Bununla birlikte enfekte yaralar i¢in ve bagisiklik yetersizligi
olan hastalarda dikkatli kullanilmalidirlar. Bu ortiiler sadece cilt bitiinligii iyi olan
hastalarda sizdirmazlik maddeleri ile birlikte kullanilmalidir.

V- Aljinatlar ve Hidrofiberler

Aljinatlar, kahverengi deniz yosundan ekstrakte edilen ve kalsiyum / sodyum
tuzlarina dontistiiriilen aljinik asit tuzlarindan yapilir. Nemli bir yara ortami saglamak i¢in
hidrofilik bir jel olusturmak {izere serum ve yara eksiidalar1 ile reaksiyona girerler.
Olduke¢a gegirgendir ve bu sebeple ikincil bir pansuman gerektirir. Hidrofiber yara
ortiileri aljinatlarla doniistimlii olarak kullanilir. Aljinatlar ve hidrofiber yara ortiileri
agirliginin 20 katina kadar eksiida emebilir, bu da onlar orta ila yiiksek drenajli yaralar
icin ideal yara ortiileri haline getirmektedir. ileri diizeyde olmamakla birlikte drenaj
yaralarinda ve enfekte yaralarda kullanilabilirler.

VI- Biyolojik Yara Ortiileri

Biyolojik veya biyosentetik sargilar, cilt veya amniyon gibi dogal dokulardan
tiiretilmektedir. Sentetik malzeme, ksenograft veya allogreft igerebilir. Biyolojik sargilar
performanslarina gore ve uygulandiklart yere gore farklilik gostermektedir. Genel olarak
biyolojik sargilar, fibroblastlarin ve epitel hiicrelerinin yenilenmesine ve yer
degistirmesine elverigli olan ve yaray1 enfeksiyon ve sivi kaybindan korumak igin bir
bariyer gorevi géren nemli bir yara ortami saglama amaci tasir. Biyolojik yara Ortiileri
ayrica iyilesme iizerinde yararli bir etkiye sahip oldugu bildirilen hafif bir inflamatuar
yanita neden olmaktadir. Ek olarak, biyolojik sargilarin dogasi geregi tikayici ve yapiskan
ozellik gdstermesi nedeniyle acik yaralarla agriyr 6nemli 6l¢lide azalttigi bildirilmektedir.
Baz1 biyolojik yara ortiileri yaraya vaskiiler baglantilarla sikica yapisabilirken, biyolojik
olmayan yara Ortiileri yaraya sadece yapisindaki kivrimlar dolayist ile
baglanabilmektedir. Gegen yiizyilin ortalarindan bu yana, allogreftler insanlar lizerinde
gecici olarak biiyiik yaralari 6rtmek igin biyolojik pansumanlar olarak kullanilmaktadir.
Birgok olumlu 6zelligine ragmen biyolojik yara ortiilerinin az miktarda ve zor elde
edilmesi nedeniyle diger sargi malzemeleri daha yaygin olarak kullanilmaktadir.

Genellikle deriden, ince bagirsak submukozundan, amniyondan, plasentadan veya
birden fazla tiiriin fasyasindan ekstrakte edilen islenmis kollajen veya hyaluronik asit,
yara sargist icin temsili ksenojenik biyolojik pansumanlar olarak kullanilmaktadir.
Yapilan ¢aligmalarda kollajen, hyaluronik asit veya bunlarin kombinasyonlarinin yara
yiizeyinde kullanildig1 zaman fibroblast ve keratinositlerin yapismasini ve migrasyonunu
tesvik ederek bir yara iyilesmesini kisalttig1 saptanmistir. Hyaluronik asit, bag, epitel ve
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noral dokular boyunca insan viicudunda dogal olarak olusan bir polisakkarittir (Han
2016).

V1I- Hidrojel yapilar

Hidrojeller, sudaki kuru agirliklarinin binlerce katina kadar sivi emebilen
hidrofilik 6zellikte polimer aglardan olusmaktadir. Polimerik agin yapisina ve bulundugu
ortamin Ozelliklerine gore; kimyasallara karsi stabil olabilmekte, bozulabilmekte,
parcalanabilmekte veya coziilebilmektedir. Bu polimerik aglar molekiillerin fiziksel
olarak i¢ ice girmesiyle veya kimyasal baglar ile olusturulmustur, polimerik yapi,
molekiiler dolasikliklar, iyonik etkilesimler, H-baglar1 ve/veya hidrofobik kuvvetler vb.
tarafindan bir arada tutulmaktadir. Hidrojeller gaz ve suya karsi gecirgenlik
sergilemektedir. Cogu hidrojelin yapiskan olmamasi sebebiyle tedavide ikincil bir
pansuman kullanilmaktadir. Hidrojeller, minimum veya orta drenaja sahip herhangi bir
kalinlikta yara i¢in kullanilmaktadir. Agir enfeksiyonlu yaralarda hidrojellerin kullanimi
uygun degildir. (Hoffman 2002). ilerleyen boliimde hidrojeller ile ilgili ayrintil bilgiler
verilmigtir.

VI11- Kompozit Yara Ortiileri ve Yardime1 Maddeler

Kompozit veya kombinasyon yara ortiileri, yukarida belirtilen yara ortiilerinin bir
birlesimdenden olusan ¢ok katmanli pansumanlardir. Birincil veya ikincil pansumanlar
olarak kullanilabilirler. Cogu kompozit pansumanin {i¢ katmani vardir. I¢ temas tabakasi
yapismaz ve yara yatagindaki travmay1 onler. Orta tabaka fazla nemi emer ve yaranin
iyilesmesi i¢in gerekli olan optimum nem miktarini saglar. Bu tabaka genellikle bir
hidrojel, yar1 gecirgen bir kopiik, bir hidrokolloid veya bir aljinattan olusur. Dis tabaka
ise yar1 gecirgen bir 6zellige sahiptir, mikroorganizmalar i¢in bariyer gorevi goriirken gaz
gecisini saglar. Kompozit pansumanlar cildin bozulmasini 6nlemek i¢in cilt lizerinde
koruyucu bir tabaka veya kaplama olustururlar. Yapisindaki sizdirmazlik maddeleri
ayrica daha iyi yapisma saglamak igin cildi de yapigkan hale getirmektedir. Yapisinda
nem bariyerleri saglamak amaciyla vazelin, dimetikon ve / veya ¢inko oksit igeren
merhemler veya kremler kullanilmaktadir (Han 2016).
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2.2. Hidrojeller

Hidrojeller, viicut dokusuna benzer yiiksek oranda su igerebilmesi (sekil 2.9)
sebebiyle biyouyumlu bir malzeme olarak kabul edilen ii¢ boyutlu bir agdan olusan,
hidrofilik makromolekiiler aglardir ve molekiillerin kimyasal veya fiziksel capraz
baglamasi sonucu elde edilmektedir (Tomatsu 2011).

olimer molekiilleri &

o " \/

Su molekiilleri @

Sekil 2.9. Su molekiillerinin hidrojel yap1 icerisinde hapsedilmesi

Hidrojeller, 1960’11 yillarda Wichterle ve Lim'in ¢apraz bagli HEMA hidrojelleri
tizerindeki calismalari sonucunda biiyiik ilgi gormis, essiz fiziksel Ozellikleri ve
biyouyumlu yapilart nedeniyle biyomalzeme alaninda yaygin olarak kullanilmaya
baglanmistir (Wichterle 1960, Hoffman 1972). Bu yap1 biyomedikal alanda kontrollii ilag
salinim1 alaninda, doku mithendisligi i¢in iskele yapiminda, yara ortiilerinde vb. ¢esitli
potansiyel uygulamalara sahiptir. 1980'de Lim ve Sun, hiicrelerin mikroenkapsiilasyonu
icin kalsiyum aljinat kullanarak hidrojel yapilar elde etmislerdir. 1980'lerin sonlarina
dogru, Yannas ve arkadaslari, yapay yanik sargilari olarak kullanilmak {izere kollajen ve
kopekbaligi kikirdag: gibi dogal polimerleri sentetik hidrojellere dahil etmislerdir. Dogal
ve sentetik hidrojellerin birlikte kullanimi farkli fiziksel 6zelliklere sahip hidrojellerin
eldesini miimkiin kilmigtir. Gliniimiizde 'doku mithendisligi' alanda ve ¢ok ¢esitli doku ve
organlarin onarimi ve rejenerasyonu amaciyla ¢ok cesitli hidrojeller tercih edilmektedir
(Hoffman 2002).

2.2.1. Hidrojellerin simiflandirilmasi

Literatiirde hidrojellerin siniflandirilmasinda bazi1 farkliliklar bulunmasina
ragmen sekil 2.10°da hidrojellerin genel siniflandirilmasi belirtilmistir. Hidrojeller
hazirlanig yontemlerine, iyonik yiiklerine, dogal ve/veya sentetik olmak iizere kullanilan
kaynaklara, dis uyaranlara kars1 verdikleri cevap sekillerine, ¢agraz baglanma tiirlerine,
fiziksel yapilarina ve su igeriklerine gore ayrilmaktadir. Hazirlanis yontemine gore;
homopolimerik (ayni1 tip monomerlerin kovalent baglarla baglanmasi sonucunda
olusturduklart polimerik yap1), kopolimerik (farkli yapidaki monomerlerin birbirlerine
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kovalent bag yapmasiyla olusturduklari polimerik yapi) ya da IPN (kovalent bag
yapmadan farkl1 polimer zincirlerinin i¢ i¢e ge¢mesiyle olusan yapi) seklindedir. Iyonik
yiiklerine gore katyonik, anyonik, noniyonik ya da amfoterik olabilir (Varaprasad 2017).
Hidrojeller kaynaklarina gore dogal, sentetik veya hibrit (dogal+sentetik) yapida olabilir.
Dogal polimerlere kollajen, fibrinojen, elastin, sentetik polimerlere ise poliglikatik asit,
polilaktik asit, polidioksanon, poli-g-kaprolakton, polivinilpirolidon, polivinil alkol,
polietilen glikol 6rnek olarak verilebilir. Dogal makromolekiiller sentetik polimerlere
kiyasla nispeten diisiik bir mekanik mukavemet gostermektedir (Zahedi 2010). Farkli
polimer sistemleri ile bu oranlar optimize edilerek sentetik, dogal veya hibrit hidrojel
sistemleri elde edilebilmektedir (Slaughter 2009). Hidrojellerin ii¢ boyutlu yapis1 temel
olarak molekiillerin birbiri ile ¢apraz baglanmalari sonucu insa edildiginden dolayz,
hidrojeller dncelikle gapraz bag durumuna gore incelenmektedir (Cizelge 2.1). Hidrojel
yapisindaki ¢apraz baglanmalar fiziksel ve/veya kimyasal olabilir.

Hidrojeller
Hazirlanma B e Cevap/Bozunma Capraz o S
Yéntemi lyonik Yiik Kaynak sekli Baglanma Fiziksel Yapi Su Igerikleri
Katvonik i .
Homopolimerik atyont Dogal Kimyasal Fiziksel Amorf Du;u(l;:;;r_r;zg:;eceh
. ) ) ) . ) o Orta sisme dereceli
Kopolimerik Anyonik Sentetik Biyokimyasal Kimyasal Yari-kristalin (%50-90 su)
Yiiksek sisme dereceli
Noniyonik Hibrit Fiziksel (%90-99,5)
IPN
(interpenetrating
networks) Amfoterik Siiper-absorbant
hidrojeller (>%99,5) hidrojeller

Sekil 2.10. Hidrojellerin genel siniflandirilmasi
Fiziksel olarak capraz bagh hidrojeller

Fiziksel olarak c¢apraz bagli hidrojeller veya geri donilisiimli jeller, tlretim
kolayliklar1 ve sentez protokolleri sirasinda c¢apraz baglama ajanlari kullanmama
avantajlar1 nedeniyle 6nem kazanmistir. Fiziksel olarak ¢apraz bagl jellerin ¢ézlinmesi,
farkli polimer zincirleri arasinda bulunan fiziksel etkilesimlerle 6nlenmektedir (Slaughter
2009). Hidrokolloid tipinin se¢imi konsantrasyona ve pH'a baghdir, ¢ok ¢esitli jel
dokularinin olusumuna yol agabilir ve su anda gida, farmasotik ve biyomedikal
uygulamalarda onemli Olgiide dikkat c¢eken bir alandir, c¢ilinkii c¢apraz baglama
maddelerinin kullanimi genellikle 6nlenir (Chung 2009). Fiziksel olarak capraz bagli
hidrojeller elde etmek igin literatiirde donma-¢oziilme, stereocomplex olusumu, iyonik
etkilesim, H-baglar1 ile etkilesim, olgunlastirma vb. yoOntemler bulunmaktadir
(Varaprasad 2017).

22



KAYNAK TARAMASI

G. M. GENCER

|. Donma ¢o6ziilme

Fiziksel capraz baglama tekrarlayan dondurma-¢dzdiirme dongiileri kullanilarak
gergeklestirilebilir. Bu mekanizma, donma ve ¢6ziilme nedeniyle yapida mikrokristallerin
olusumunu igermektedir. Donma-¢oziilme ile hazirlanan poli (vinil alkol) (PVA)
hidrojelleri popiiler bir 6rnektir. Bu hidrojeller hidrojen bagi ile birbirine baglanir, diger
yontemlerle iiretilen PVA hidrojellerinden daha gdozenekli, stingerimsi, lastik ve daha
yiiksek elastik 6zellikler sergiler. Giiniimiizde, bu jel matriksler biyoteknoloji alanlarinda,
ozellikle bilesiklerde (protein, peptitler) ve tiim hiicre immobilizasyonunda yaygin olarak
uygulanmaktadir.

Cizelge 2.1.

Cesitli kimyasal ve fiziksel capraz bagli yapida olan hidrojellere ve

uygulandigi yerlere 6rnekler (Varaprasad 2017)

g:gl; ilzma Yontem Polimer Uygulandig: Yer
Polivinil alkol (PVA) Terapotik
Dondurma Kurutma PV A/kitosan, PV A/nisasta, | uygulamalar,
PVA/jelatin Doku mithendisligi
L sl
Stereo kompleks polilaktik asit (PLA), " koloiik
Polietilen glikol armaxoroj!
alanlarda
feonik etkiidfimlcr E_eliiloz mikrofibriller, Hagfahnlml,
Fiziksel |F05:ﬁp - Antljen salinimi
Hiyaliironik asit, Ilag salimimu,
H-Bag1 Siklodekstrin, Biomedikal
polipseudorotaksan uygulamalar
Kikirdak dokusu,
Yumusak doku
Aljinat kapstlleri, miithendisligi,
Olgunlastirma HinaliironIiJk asit hicr iskelos,
rejeneratif tip ve
kikirdak onarimi
. . Peynir alt1 suyu proteini, -
Kimyasal capraz baglama polietilen glikol (PEG) Biyomedikal
Kimyasal Kitosan-seliiloz, Tarim
Poli (e-kaprolakton), uygulamalari
Polietilen glikol Doku mithendisligi
Asilama Karboksimetil seliiloz,
Radyasyon stiren, siilfonat,
(1sinlandirma) N-Vinilkaprolaktam, Su saflagtirma
Kitosan
: Kolliphor,
Kimyasal Radikal polimerizasyon Polietilen glikol metakrilat | Ilag salinimi
(PEGMA)
Yogusma reaksiyonu Sc;filiil)zdr?:r?:)rflirl]o'er Kontrollii salinim
Poli (etilen glikol) Bio kataliz ve
Enzimatik reaksiyon metakrilat, doku miihendisligi,
Kitosan Yara ortiileri
Yiiksek enerjili radyasyon POIIOIIgO(prOpIIen glikol) Biomedikal
(1sinlandirma) met.akr.l Ia}t . uygulamalar
Poli (vinil metil eter)
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I1. Stereo kompleks olusumu

Son yillarda stereo kompleks olusumuna dayanan ila¢ tasiyici sistemler igin
hidrojeller tiretilmistir. Bu sistemin en biiyiik avantaji, her iirliniin su i¢inde ¢oziilmesi ve
¢ozeltinin karistirilmasi yoluyla bir hidrojelin kolaylikla olusturulabilmesidir. Iyi stereo
kompleks oOzellikleri gosteren en iyi Orneklerden biri PLA'dir. PLA'nin stereo
kompleksler olusturma kabiliyeti ilk olarak Tsuji ve ark. (Tsuji 1995, Tsuji 2005).
Bununla birlikte, stereo komplekslesmenin 6nemli bir sinirlamasi, kullanilabilecek
nispeten sinirlt polimer bilesimleridir.

I11. Tyonik etkilesim

Kars1 iyonlarin etkisiyle capraz baglanan iyonik polimerler hidrojel sistemi
olusturur. Bu yontem, c¢ok degerli karsit yiik iyonlar1 ile bir polielektrolit ¢ozeltisinin
jellestirilmesi ilkesinin temelini olusturmaktadir. Bu kategoriye ait hidrojellere 6rnek
olarak; kitosan-gliserol fosfat tuzu ve poli- [di (karboksilatofenoksi) fosfazen] kalsiyum
tuzu verilebilir.

IV. H-bag

Molekiiller arasi hidrojen baglarinin olusmasi ile yapir sekillenir. Bu tiir
hidrojellere en iyi 6rnek, CMC'yi 0.1 M HCI iginde dagitarak hidrojen bagli CMC
(karboksimetil seliiloz) aginin olugturulmasidir.

V. Olgunlastirma (maserasyon)

Olgunlasma, hassas bir sekilde yapilandirilmis molekiiler boyutlara sahip hidrojel
olusumu ile sonuglanan 1s1 kaynakli bir toplama islemidir. Bu hidrojel sistemine en 1yi
ornek, arap zamkinin 1s1 kaynakli jelasyonudur. Bu durum, arap zamki i¢inde mevcut olan
ve 1s1l islemle indiiklenen proteinli bilesenlerin birikmesi nedeniyle gozlenir. Olusan
agregasyon nedeniyle, daha sonra mekanik o6zellikleri ve su baglama kapasitesi ile bir
hidrojel olusturan molekiiler agirlikta bir artis meydana gelir (Varaprasad 2017).

Kimyasal olarak ¢apraz bagh hidrojeller

Kimyasal olarak ¢apraz bagli hidrojellerde, farkli polimer zincirleri arasinda
kovalent baglarin bulunasi sebebiyle oldukca kararhidirlar. Bu yapidaki hidrojellerde
kovalent gapraz baglanti noktalar1 ayrilmadig siirece higbir ¢6ziicii iginde ¢oziilemezler
(Chung 2009). Capraz bagl bir hidrojelin 6zellikleri; jelasyon siiresine, jelin gozenek
boyutuna, molekiillerin yapisina, zincir uzunluguna, fonksiyonel gruplarina vb. baglidir
(Slaughter 2009). Fiziksel olarak baglanmaya kiyasla kimyasal ¢apraz baglama, yapinin
icinde yiiksek mekanik mukavemete sahip bir ag olusturmaktadir ve yap1 taslarindaki
kimyasal baglarin tiiriine ve ¢apraz baglantilarin yogunluguna bagli olarak, nispeten daha
uzun Omiirliidiir. Literatiirde kimyasal olarak ¢apraz bagli hidrojeller elde etmek i¢in
bildirilen ¢esitli yontemler asagida belirtilmistir.
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|. Kimyasal ¢capraz baglama

Kimyasal ¢apraz bagli hidrojellerde, glutaraldehit, epiklorohidrin, adipik asit
dihidrazid ve ¢esitli polialdehitler ¢apraz baglayici olarak, ¢esitli sentetik ve dogal
polimerlerin ¢apraz bagli hidrojel aglarini elde etmek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir.
Polimer zincirleri arasindaki kovalent baglantilar, amin gruplu bilesikler ile karboksilik
asitlerin, izosiyanatlar ile hidroksil (OH), amin grubu (NH>) veya Schiff bazi (R.C=NR'
(R" # H) genel vyapisina sahiptir) bulunduran bilesiklerin reaksiyonu ile
olusturulabilmektedir (Hennink 2002). Ornek bir ¢alismadada ksantan ve PVA bazli
hidrojel kompozitler epiklorohidrin ile ¢apraz baglanmistir (Alupei 2002).

1. Asillama

Asilamaya dayali hidrojellerin  hazirlanmasi, bir monomerin Onceden
olusturulmus bir polimerin omurgasi {izerinde polimerizasyonunu i¢ermektedir.
Aktivasyon baglatici tipine baglh olarak asilama, kimyasal asilama veya radyasyon
asilama olarak ikiye ayrilmaktadir. Kimyasal asilamada, makromolekiiler omurgalar
kimyasal bir reaktifin reaksiyonu ile aktive edilmektedir. Radyasyon asilamada ise Gama
ve elektron demeti gibi yliksek enerjili radyasyon kullanilarak reaksiyon baglatilmaktadir.
Sulu ¢ozeltide karboksimetilseliilozun (CMC) akrilik asitle asilanmasi, sulu ¢ozelti iginde
radyasyon asilama i¢in bir 6rnektir. Elektron 1s1n1, CMC'nin omurgasinda akrilik asidin
serbest radikal polimerizasyonunu baglatmak i¢in kullanilmaktadir.

I11. Radikal polimerizasyon

Kimyasal olarak ¢apraz bagl jeller ayrica, radikal polimerizasyon yoluyla bir
capraz baglama maddesi varliginda diisiik molekiiler agirlikli monomerlerden de elde
edilebilir. Bu, hidrojellerin hazirlanmasi i¢in en yaygin kullanilan yontemlerden biridir.
Bu yontem olduk¢a verimli ve hizlidir. Radikal polimerizasyonu baglatan serbest
radikallere; amonyum persiilfat (APS) veya potasyum persiilfat (KPS) 6rnek verilebilir.

IV. Yogusma reaksiyonu

Genel olarak, karboksilik asit grubu ile hidroksil veya amin gruplarimi veya
bunlarin tiirevlerini igeren yapilar bu hidrojellerin eldesinde kullanilmaktadir. Bu
yogunlagma reaksiyonlarinin en iyi Ornegi De Nooy ve c¢alisma arkadaslarinin
yogunlagsma reaksiyonlar1 (Passerini ve ugi yogunlagsmasi isimli) yoluyla elde ettigi
hidrojellerdir (Nooy 1999, Nooy 1920). Gelistirdikleri Passerini yontem ile g¢apraz
baglarinda ester baglar1 olan hidrojeller olusturulmustur. Bu tipik islemde, bir karboksilik
asit ve karbonil bilesigi (aldehid veya keton), a- (akriloksi) amit verecek sekilde bir
izosiyanit ile yogunlastirilir. Ugi yogunlastirma prosediiriinde ise bu reaksiyon karigimina
amin eklenir ve sonucunda a- (akrilamino) amid elde edilir. Bu tip hidrojel, genellikle
capraz baglarinda amid baglar igerir.

V. Enzimatik reaksiyon

Enzimatik reaksiyona dayanan yeni bir hidrojel konsepti hidrojeller olusturabilir.
[k kez Sperinde ve ¢alisma arkadaslar1, PEG bazl1 hidrojelleri sentezlemek igin bir enzim
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kullanmiglardir. Calismalarinda bir tetrahidroksi PEG, glutaminil gruplari (PEG-Qa) ile
islevsellestirilmistir. Sonrasinda PEG aglar1 ve poli (lizin-fenilalanin) sulu ¢6zeltilerine
transglutaminaz ilave edilerek PEG aglar1 olusturulmustur (Sperinde 1997).

V1. Yiiksek enerjili radyasyon (1sinlandirma)

Doymamis bilesikler, gama (y) veya elektron 111 radyasyonlar1 gibi yliksek
enerjili radyasyon kullanilarak polimerize edilebilir. Suda ¢6ziiniir polimerler, gama veya
elektron 1511 radyasyonuna maruz kaldiginda, vinil gruplari tarafindan tiirevlenerek
polimer zincirleri tizerinde radikaller olusturmaktadir. Ayrica, yiiksek enerjili radyasyon
su molekiillerinin polimerik zincirlere saldirabilecek hidroksil gruplari olusturmasini
kolaylastirir, bu da mikroradikal olusumuna neden olur. Bu mikroradikallerin farkli
zincirler iizerinde rekombinasyonu, ¢apraz bagli bir yapi ile sonuglanan kovalent baglarin
olusumuna yol agar. Bu yontemin avantaji, islemin su altinda yapilabilmesidir (Zhao

2003).

Hidrojellerin fiziksel yapisina bakildiginda ise amorf veya yari-kristalin yapida
oldugu goriilmektedir (sekil 2.11). Amorf hidrojellerde molekiiler diizeyde herhangi bir
diizen bulunmamaktadir. Sentetik hidrojeller genellikle amorf yapidadir. Yari-kristalin
hidrojeller ise yapilarinda molekiiler dlgekte diizenli kisimlar igermektedir. ilk olarak
1994 yilinda gelistirilmistir ve orta derecede suda sisen yapidadirlar (Okay 2018).

Sekil 2.11. a) amorf hidrojel; b) yari-kristal hidrojel

Bir hidrojelin en 6nemli 6zelligi, kuru agirliginin yiizlerce katina ulasabilen bityiik
miktarlarda sulu ¢ozeltileri absorblama yetenegidir. Bu durum hidrojellerin sisme
davranigi olarak bilinir. Hidrojeli olusturan polimer sistemin fonksiyonel gruplarinin
yapisina gore; ozmotik basingtan, konsantrasyon farkindan, iyon tiiriinden, ¢dziiciiniin
pH'indan vb. etkilenerek hidrojelin yapisina absorbe edilen su miktar1 degisebilir
(Kamoun 2017). Cogunlukla, hidrojellerin sisme 6zelligi; suyu absorbe etmis hidrojel
agirlig ile kuru hidrojel agirliklart arasindaki bir oran olan su tutma kapasitesiyle ifade
edilmektedir. Su tutma kapasitesini etkileyen dinamikler temel olarak kimyasal yapiya ek
olarak ¢apraz baglama oranini, ¢oziicii konsantrasyonunu ve ¢oziicliniin yapisini
igerirmektedir (EI-Sayed 2011). Diisiik sisme dereceli hidrojeller %20-50, orta sisme
dereceli hidrojeller %50-90, yiiksek sisme dereceli hidrojeller %90-99,5, siiper absorbant
hidrojeller ise %99,5 ve listii su absorbe edebilen hidrojellerdir.
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2.3. Fotodinamik Tedavi

Fotodinamik tedavi (FDT), uzun zamandir dermatoloji, kanseroloji, kulak burun
bogaz, jinekoloji, gastroenteroloji, tiroloji dahil olmak iizere bir ¢ok tip alaninda tercih
edilmektedir (Parekh 1999). Fotosensitizor boyar maddede bulunan kromofor gruplar
spesifik dalga boyundaki 1s1ga maruz kalmasiyla hiicreleri 6ldiirme yetenegine sahip olan
reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve reaktif azot tiirleri (RNS) gibi yapilar iiretmektedir
(Baltazar 2015). Sekil 2.12’de bu durum sembolize edilmistir.

FS
o

2
ISIK

Tip| \Tip n

Serbest Ra‘% Singlet Oksijen
4

Sekil 2.12. Fotosensitizor boyar maddenin (FS) 151k ile uyarilmasi (FS* = uyarilmis hal)

Fosforesans
ve
Floresans

Isik ile uyarilma sonucunda gergeklesen enerji gegislerinden bahsedecek olursak;
uygun dalga boyundaki 15181 absorbe eden fotosensitizor boyar madde (FS) uyarilarak
enerji seviyesi yiikselir (FS*). Ardindan molekiiler elektron seviyelerindeki gegisler
sonucunda uyarilmis olan tekil FS*, FS*-Triplet haline geger (T1). T1 halinden ya direk
(Tip I elektron/hidrojen transferi) siiper oksit, hidrojen peroksit ve/veya hidroksi radikali
olusturarak serbest radikalleri olusturur ya da enerjisini oksijen molekiiliine aktarilarak
(Tip II elektronik gecis) singlet oksijen olusturur (sekil 2.13).

: TiP e
Sistemler Arasi Gegis \
A

.

Fs Uyarilmis Hal N ENERIJi

Fs Triplet Hal ~V’
ISIK / "
TiP 1
Floresans p—
A
Fosforesans : = y
Fs

Fs Temel Hal

Sekil 2.13. Belirli dalga boyunda 151k ile uyarilan FS’nin mekanizmasi1 (Maisch 2007)
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Tip | mekanizmasinda, fotosensitizor Ozellikteki molekiilden ve substrat
molekiiliinden elektron/hidrojen transferleri, redoks reaksiyonlari olusarak serbest
radikaller aciga c¢ikar. Bu radikaller ortamda bulunan oksijen ile reaksiyona girerek
stiperoksit, hidroksil radikalleri ve hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen tiirleri olusur. Tip
Il mekanizmasinda ise T1 enerjisini molekiiler oksijene aktararak singlet oksijen tiiriinii
olusturmaktadir (Parekh 1999, Land 2003). Sekil 2.14’te uyarilmalar sonucu olusan
yapilarin molekiiler orbitaleri gosterilmistir.

*

e+ - — 4 44
> 4 A
O " 4 +

0, 10,* 0," 0,2

Temel halde oksijen Singlet oksijen Siiperoksit radikal anyonu Peroksit iyonu

Sekil 2.14. Temel haldeki oksijenin uyarilmasi sonucu olusan yapilar

Tip Il mekanizmasinin hiicresel mekanizmalar1 etkileyerek fotooksidatif
mikrobiyal hasara yol agtigi bilinmektedir (Redmond 1999). Cogu durumda, FDT
agirlikli olarak tip II mekanizmasiyla ilerlemektedir. Bu siire¢ sonucu olusan singlet
oksijenin kisa yarilanma 6mrii nedeniyle gevredeki diger dokularin hasara ugramasi
zordur. FDT sonucunda hiicreler ya programli hiicre 6limii (apoptozis) ya da istenmeyen
hiicre oliimii (nekroz) mekanizmalar1 ile tahribata ugrar. Hiicre i¢i organelleri olan
mitokondri, lizozom, sitoplazmik membran ve DNA FDT i¢in olas1 hedeflerdendir.
Mitokondri tarafindan absorbe edilen FS’lerin apoptozis yolu (bir seri enzim
aktivasyonlar1 sonucunda) ile, sitoplazmik membran tarafindan absorbe edilen FS’lerin
ise nekroz yolu ile hiicrenin 6lmesine neden oldugu diisiiniilmektedir (Konopka 2007,
Wainwright 1998).

Hedef hiicrenin yapisina gére FDT nin tahribat mekanizmasi ve verecegi hasar
degismektedir. Ornegin bakterilerde FDT’nin etkisi, hiicrenin gram neganif ve gram
pozitif olmalarina gore (FS’lerin hiicre tarafindan absorbe edilme sekli ve miktar
farklidir) degisiklik gdstermektedir. gram-pozitif bakterin hiicre duvarinda kalin fakat
gozenekli peptidoglikan tabakasi bulunmaktadir. Bu yap1 anyonik ve nétr FS’lere karsi
oldukca duyarlidir. Gram-negatif bakteriler ise ¢ok ince bir peptidoglikan tabakasinin
olusu ve lipopolisakkarit ad1 verilen ekstra bir dis zara sahip oluslar1 nedeniyle FS’leri
cok daha az bir oranda absorbe ederler. Fakat absorbsiyon miktarinda FS’nin yapist da
onemlidir. Katyonik fenotiyazinyum, ftalosiyanin ve porfirin tiirevlerinin hem gram-
pozitif hem de gram-negatif tiirlerde 6nemli 6l¢iide fototoksit oldugu bilinmektedir. Bazi
durumlarda, yiiksek konsantrasyonda negatif yiiklii veya notr FS'lerin katyonik FS'lerden
daha etkili oldugu goriilmiistiir. Bakteriler tarafindan bol miktarda absorbe edilmesine
ragmen, ¢ogu FS maddenin hiicre zarina ve zar bilesenlerine yakin olarak hiicre disi
olarak biriktigi bilinmektedir.
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FS’nin uyarilmasi sonucu es zamanlt olusan tip I veya tip II mekanizmalarinin
antimikrobiyal etkisi karsilastirildiginda; gram-negatif tiirlerin -OH radikaline, *O'den
daha duyarli oldugunu saptanmistir. Genel olarak gram-negatif tiirler tip I mekanizmasi
sonucu olusan radikallere karsi olduk¢a hassastir. FDT yeni kesfedildiginde dogal
formlardaki bir¢ok FS’nin sadece gram-positif bakterilere kars1 yiiksek antimikrobiyal
aktivite gdstermesine ragmen ilerleyen ¢alismalarda FS yapilarina fonksiyonel gruplarin
eklenmesi ile (6rnegin katyonik fonksiyonel gruplarin eklenmesi) gram-negatif bakteri
tiirlerine kars1 etkinligi arttirilmastir (Liu 2015).

2.3.1. Fotosensitizor maddeler

Fotodinamik terapinin fotosensitizor, 151k ve oksijen olmak {izere ti¢ 6nemli
bileseni vardir. Fotosensitizor boyalar, 15181 belirli bir dalga boyunda absorbe edebilen,
fotokimyasal veya fotofiziksel reaksiyonlar1 tetikleyebilen maddeler olarak
tanimlanmaktadir (Agostinis 2011). Fotosensitizor bir maddenin sahip olmasi gereken bir
dizi 6zellik ve kosul asagidaki sekildedir;

Yiiksek saflik derecesine sahip olmali,

Oda sicakliginda stabil olmali,

Sadece belirli dalga boylarinda absorbsiyon yapmali,

Yiiksek fotokimyasal reaktiviteye sahip olmali (1s1¢1n maksimum absorbsiyonu

600 nm ila 800 nm dalga boylarinda (kirmizi bolge) olmalidir (gmaks ~ 50.000-

100.000 Mt cm™). 800 nm'nin iizerindeki bir dalga boyundaki 1518m absorbe

edilmesi, tekli durumunda oksijeni uyarmak ve diger reaktif oksijen tiirlerinin

tiretilmesi i¢in yeterli enerji saglamaz.)

e Minimum absorbsiyon 400-600 nm araliginda olmali (bu 6zellik giines 1s181indan
kaynaklanan olasi1 1g13a hassasiyeti 6nlemektedir.

e Absorbsiyon bantlari, viicuttaki diger fotoaktif pigmentler olan melatonin,

hemoglobin veya oksihemoglobin vb. maddelerin absorbsiyon bandiyla

ortiismemeli,

Yiiksek singlet oksijen kuantum verimine sahip olmali (®a),

Karanlikta minimal sitotoksisite gostermeli,

Viicut dokularinda kolay ¢oziilmeli,

Neoplastik dokular i¢in yiiksek segicilik: Fotosensitizor, orada en az birkag saat

kalan etkilenen bolgelerden yavasca ¢ikarilmali, ancak saglikli dokulardan hizla

uzaklastirilmali, boylece tedavinin fototoksik yan etkileri en aza indirilmeli,

e Ucuz ve basit sentez ve kolay bulunabilirlik 6zelliklerine sahip olmali

(Kwiatkowski 2018).

2.3.1.1. Birinci nesil fotosensitizorler

Oscar Raab isimli Miinih'ten bir tip 6grencisi akridin boyalari ile yapilan deneyler
sirasinda boyalarla tedavi edilen ve daha sonra ismlanan protozoalarda floresan
olustugunu fark etti. Gozlemleri sirasinda bu olgunun oksijen tiiketiminin arttirdigini ve
protozoanin 6liimiine yol agan toksik etkiyi tetikledigini saptadi. Raab gozlemlerini 1904
yilinda bu durumu "fotodinamik etki" olarak tanimlayan ve tanimlayan Profesor Von
Tappeiner'a sundu (Allison 2010). 1905 yilinda %5 eozin ¢dzeltisi kullanilarak cilt
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kanseri tedavisinin ilk etkili denemesi gergeklestirildi. Ancak bu tedavi sekli daha genis
bir kitleye ulasamdan onlarca yil unutulmustur (Taub 2004). Fotosensitizorler tedaviye
1970'lerde ilk kez Dr. Thomas Dougherty ve meslektaslar tarafindan ticari dlgekte
tanitilmisir (Gold 2011). Bu ekip "Hematoporfirin tiirevi" (HpD) adi verilen suda ¢6ziiniir
bir porfirin karigimini test etmistir (sekil 2.15). Bunun igin FS-hematoporfirin (Hp) olarak
kullanilan ilk porfirini saflastirarak, HpD eldesi i¢in yapiya fonksiyonel gruplar
eklemistir. HpD, Hp ile karsilastirildiginda, timdrli dokular i¢in daha segici ve daha az
151k yogunlugunda

yiiksek potansiyel gosterdigi belirlenmistir. Daha sonra, HpD'den izole edilen porfirin
dimerleri ve oligomerlerin bir karisimi, "Photofrin" ticari ismi altinda tretilmistir.
Gilinlimiizde sodyum porfimer olarak da bilinen Photofrin, en sik kullanilan FS maddeler
arasindadir (Abrahamse 2016). Sodyum porfimerin genis uygulamalara ragmen, diisiik
kimyasal saflikta olmasi, nispeten kisa dalga boyunda maksimum absorbans yapmasi
(630nm), zayif doku penetrasyonu, dokulardaki birikimi, uzun ¢ok yarilanma Omri
nedenleriyle yeni FS maddelerinin arayisi devam etmistir (Kwiatkowski 2018).

2. Nesil fotosensitizérler
1. Nesil fotosensitizérler
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Sekil 2.15. 1. ve 2. nesil fotosensitizorler yapilaria 6rnekler
2.3.1.2. ikinci nesil fotosensitizorler

Ikinci nesil fotosensitizorler {izerine 1980'li yillarda ¢alismaya baglanmistir. ikinci
kusak fotosensitizorler grubu igerisinde; porfirin, hemaporfirin, benzoporfirin ve
tiyopiirin tiirevleri, 5S-aminolevulinik asit, texaphyrinler, klorin ve ayrica bakteriyoklorin
analoglar1 ve ftalosiyaninler vb. bulunmaktadir (Yoon 2013). Sekil 2.15’te 2. Nesil
fotosensitizorlere ait bazi 6rnekler verilmistir.
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Ikinci nesil fotosensitizorler, 650-800 nm dalga boyu araliginda maksimum
absorbans yapmalari, daha yiiksek bir kimyasal safliga sahip olabilmeleri, daha yiiksek
quanum verimli singlet oksijen olusturmalar1 ve dokulara daha iyi niifuz edebilmeleri
nedeniyle birgok alanda kullanilmaktadir. EK olarak, dokular i¢in daha yiiksek bir
secicilik gosterirken, fotosensitizoriin yarilanma dmriiniin kisa olmasi nedeniyle toksik
etkileri daha azdir (Kwiatkowski 2018).

A. Porfirin Tirevleri

Porfirin yapisina gesitli gruplar eklenerek, meta-tetra (hidroksifenil) porfirin (m-
THPP), 5,10,15,20-tetra (hidroksifenil) porfirin ve 5,10,15,20-tetrakis(4-siilfanatofenil'in
meta izomeri)-21H,23H-porfirin (TPPS4) adinda ikinci nesil fotosensetizorler elde
edilmistir (sekil 2.16). Elde edilen m-THPP, 648 nm'de isinlandiginda tiimor
fotonekrozunda HpD'den 25 ila 30 kat daha giiglii oldugu kesvedilmistir (Bonnett 1995).
TPPS4, daha az siilfonat grubu iceren mezo-ikameli porfirinlere gore daha diisiik
fotokimyasal etkinlik gostermisti. TPPS4'in 645 nm'de bir argon lambasi ile
1sinlandirilarak bazal hiicreli karsinomu tedavi etmek i¢in kullanilmistir (Santoro 1990).

SO;Na

m-THPP TPPS,

Sekil 2.16. Porfin tiirevi olan ikinci nesil m-THPP ve TPPS4 yapist
Klorinler

Klorinler, porfirinlerden tiliretilmis, ancak bir pirol halkasinda azaltilmis bir ¢ift
baga sahip tetrapirol bilesikleridir. Cift bagdaki bu azalma (hidrojen sayisindaki artis),
absorbsiyon bandini kirmiziya (650-690 nm) kaydirir ve fotosensitizorii daha giiglii hale
getirmektedir (emas ~ 40,000 M?* cm?). Sekil 2.17°de klorin yapisina sahip
fotosensetizorlere ait ornekler yer almaktadir (N-aspartil klorin e6 (NPe6), klorofil a
pigmentinden tiiretilen bir fotosensitizér maddedir).
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Sekil 2.17. a) Benzoporfirin tiirevi monoasit halka A (BPD-MA, Verteporfin,
Visudyne®); b) 5,10,15,20-Tetrakis(m-hidroksifenil)klorin (m-THPC,
Temoporfin); c) kalay etil etiopurpurin (SnET2, Rostaporfin, Purlytin ™);
d) N-aspartil klorin e6 (NPe6, Talaporfin, Ls11); e) klorofil a

Feoforbitler

Feoforbitler bir pirol biriminde iki ekstra hidrojene sahiptir ve bu bilesikler
klorofilden tiiretilebilmektedir. Feoforbit sinifindan olan 2-(1-heksiloksietil)-2-devinil
pirofeoforbit (HPPH, Photochlor®) ve 665 nm'de emaks ~ 47.000 Mt cm? ile absorbasyon
yapmaktadir. HPPH (sekil 2.18) klinik ¢aligmalarda kullanim i¢in onaylanmistir ve bazi
kanser tiirlerinin tedavisinde kullanilabilmektedir (Ormond 2013).

HPPH

Sekil 2.18. 2-(1-heksiloksietil)-2-devinil pirofeoforbit (HPPH) yapisi
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5-aminolevulinik asit (ALA)

ALA kendisi dogrudan 1518a duyarli olmayan bir maddedir. Deriden emilerek
kanda hemoglobin biyosentez yoluna girerek asil 1s1ga duyarlandirici etkiyi gosteren
Protoporfirin IX (PPIX)’a donlismektedir. Bu nedenle, ALA veya esterleri bir¢ok klinik
uygulamada topikal veya oral olarak kullanilmaktadir (Yoon 2013, Moriwaki 2018).

Bakteriyofeoforbitler

Bakteriyofeoforbitler,  bakteriyoklorinlere = benzer, ancak yapilarindaki
porfirinlerde dort tane daha fazla hidrojen vardir. Genel olarak, bu fotosensitizorlerin
Amax'1 40max ~ 50.000 M cm™‘dir ve absorbans1 740-800 nm kirmiziya kaymistir.
Bakteriyofeoforbit smifinda olan WST09 (padoporfin, Tookad®), bakterilerden izole
edilen bakteriyoklorfil a'dan tiiretilmektedir. WST09 763 nm'de aktive olmaktadir ve cilt
yilizeyinde diisiik birikim yapar, hizli metobolize olur. Bu boya duyarlilagtiric1 prostat
kanserinin tedavisi i¢in degerlendirilmistir. Cilt ylizeyinde Photofrin®'den daha derin
dokuya penetre olmasi Ve cildin 1s18a duyarliligini minimuma indirmesi bu ilaci bugiine
kadar klinik olarak kullanilan diger 1s18a duyarlilastiricilardan daha {istiin kilmaktadir.
Suda ¢oziiniir bir WST09 tiirevi WST11'dir (Stakel®) ve Steba Biotech tarafindan
retilmektedir (Brun 2004). Bakteriyofeoforbit grubuna ait baz1 fotosensetizorler sekil
2.19°da gosterilmistir.

Me Me

Me Et Me

Meli: Me Melt+ Me

N
PhytylO,C HO,C MeO,C

Bakteriyofeoforbit a WSTO09

2.19. Bakteriyofeoforbit grubuna ait fotosensetizorlerden bazilari

Ftalosiyaninler

Ftalosiyaninlerin yapilarinda fotosensetizor 6zellik gostermeleri i¢in koordineli
bir merkezi metal atomu bulunmaktadir. Gegis metalleri sistemler arasi elektronik
gecislerin  gerceklesmesine izin verirerek tekli oksijen tretim verimini ve 1s18a
duyarlilagtiricinin dmriinii etkiler (Tynga ve digerleri, 2013). Maksimum absorbans
degerleri 670700 nm'de, emaks ~ 200.000 M * cm™ “dir. Bu sentetik boyalar {izerindeki
dort ilave fenil grubu nedeniyle genellikle suda az ¢oziinmektedir. Sudaki ¢ozintrligi
arttirmak igin periferal bagl siilfonik asit gruplariyla veya Kkatyonik gruplarla
ftalosiyaninlerin sentezlenmesi yollarina gidilmistir (Fingar ve digerleri, 1993).
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Ftalosiyaninler, dokulara derinlemesine penetre olabilir, bu sebeple c¢esitli
hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Spesifik bir ftalosiyanin tiirevi olan
aliminyum ftalosiyanin tetrasiilfonat (AIPcSs4) 676 nm'de Amax'a degerine sahiptir (sekil
2.19). Fotosensetizor olarak AlIPcS4, Rusya'da mide, cilt, dudak, agiz ve meme kanserini
tedavi etmek i¢in kullanilmistir. Yine ftalosiyanin grubundan metal atomu olarak silikon
barindiran silikon ftalosiyanin 4 (Pc4) ise, 675 nm'de absorbans yapan bir bilesiktir ve
Bowen hastaligi, cilt kanseri gibi hastaliklarin tedavisinde denenmistir (sekil 2.20)
(Ormond 2013).

HO;S

NS
Si N
N AN 4
N| N )
|
N\ N
HO.S
OH
AlPcS4 Pc4

Sekil 2.20. Ftalosiyanin grubundaki fotosensetizorlere 6rnek
B. Porfirin yapisi icermeyen fotosensetizorler

Fotosensitizorlerin ¢ogunlugu porfirin yapisinda olmasina ragmen, porfirin
yapida olmayan ve fotodinamik aktivite gosteren bir¢ok bilesik bulunmaktadir.
Antrakinon, fenotiyazin, ksanten, siyanin ve kurcuminoid yapilart bu ozellikteki
gruplardir.

Antrakinonlar

Antrakinon C14HgO> formiiliine sahip aromatik yapida bir bilesiktir (Sekil 2.20).
Antrakinon bilesigi bir¢ok boyanin temel yapi tasini olusturmaktadir. Dogada birgok
bitkide, mantarlarda, likenlerde ve bazi boceklerde antrakinonun tiirevi pigmentler
bulunmaktadir. Fotosensetizor 6zellige sahip olan ve antrakinonlar grubunda yer alan
hiperisin, kanser hiicrelerini hedefleyen ROS iiretmesiyle bilinmektedir. Hiperisin 590
nm'de emaks ~ 44,000 M cm™ absorbans yapmaktadir. Sekil 2.21°de hiperisin bilesigi
gosterilmistir (Sanovic 2009).
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Sekil 2.21. Antrakinon ve bir antrakinon tiirevi olan hiperisin yapisi
Fenotiyazinler

Fenotiazin, bir sulfiir atomu ile bir azot atomunun iki benzen halkasim
baglamasiyla olusan organik bir trisiklik aromatik bilesiktir. Metilen mavisi (MB),
toluidin mavisi (TBO) fenotiyazinyum ailesine ait katyonik yapida bilesiklerdir (sekil
2.22). MB ve TBO diger fotosensetizorler gibi patojenlere karsi etkilidir hatta ilk
caligmalarda viriislere ve bakteriler karsi olduk¢a etkili oldugu belirtilmistir (Schultz
1928, Clifton 1930). Sonraki g¢alismalarda cesitli kanser tiirlerinin tedavisinde de
kullanilmistir. Ayrica MB ve TBO iizerine 6zellikle antifungal aktiviteleri agisindan umut
verici sonuclari bulunmaktadir. iki fotosensetizdr de klinik uygulamalar aginsindan
onayli olup (Calzavara-Pinton 2005) cerrahi alanda oldukga yiiksek konsantrasyonda dahi
insanda toksik etkiye neden olmadan kullanilabilmektedir (Mashberg 1983).

Metilen mavisi katyonik yapida bir bilesik olup, emaks ~ 82.000 M cm? ile 666
nm'de absorbans yapmaktadir (Chen 2008). MB absorbsiyon spektrumu, dimerizasyon
nedeniyle konsantrasyona bagimlidir (MB’nin sudaki denge sabiti 3.8 x 10° MY).
Dimerizasyon iyonik mukavemetteki artigla artar. MB monomerleri ¢ozelti
icerisindeyken cogunlukla kiimeleserek dimerleri ve dimer kiimelerinin de birlesmesi ile
yiiksek mertebede kiimeleri olusturmaktadir. MB’nin hem monomerleri hem de dimerleri
666 nm (monomer piki) ve 600 nm (dimer piki, daha siddetli) dalga boyunda maksimum
absorbans yapan iki bagimli pik olusturmaktadir. Metilen mavisinin yliksek mertebe
kiimeleri ise 550 nm’de yayvan bir pik vermektedir. MB’nin konsantrasyonu arttik¢a
dimerlesme orani da artmaktadir (Jockusch 1995). MB’nin floresan kuantum verimi suda
distiktiir (yaklasik 0.04) ve ¢oziiciiniin bir fonksiyonu olarak degiskenlik gostermektedir.
Cozilinen - ¢oziinen etkilesimleri arttik¢a (iyon ¢ifti olusumu ve dimerizasyonu) floresan
kuantum verimini daha da azaltmaktadir.

Cl_ Cl_
+ +
Me:N S NMe: Me_j_N S NH2
N N Me
MB TBO

Sekil 2.22. Fenotiyazin grubunda yer alan metilen mavisinin (MB) ve toluidin mavisinin
(TBO) yapis1
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Fenotiyazinyum boyasi olan Toluidin mavisi (TBO) katyonik yapida olup, 596
nm ve 630 nm'de emaks (630 nm) ~ 51.000 M cm™* absorbans yapmaktadir. TBO’nun
sulu ¢ozeltisi de MB gibi ¢ozelti-¢oziinen etkilesimlerinden ve olusan kiimelenmelerden
dolay1 konsantrasyona ve kiimelenme sekline bagli olarak farkli dalga boylarinda
maksimum absorbans 6zelligi gostermektedir. Lucio D’Ilario ve Andrea Martinelli’nin
yapmis oldugu ¢alismada TBO’nun bu 6zelligi ayrintili sekilde incelenmistir. Monomer
yapidaki bir TBO 610 nm’de maksimum absorbans verirken, dimer yapida kiimelenmis
TBO 580 nm ve 640 nm’de, trimer yapida kiimelenmis TBO 550 nm’de, tetramer seklinde
kiimelenmis TBO 520nm, 580nm, 610nm ve 670nm’de maksimum absorbans verdigi
saptanmistir. Daha yiliksek mertebeden kiimelenen TBO’lar 460-670nm’ye kadar
maksimum absorbans degerleri verebilmektedir (D’Ilario 2006).

Siyaninler

Siyanin, polimetin grubuna ait sentetik bir boyadir ve geleneksel olarak mavi-yesil
bir ton anlamina gelen Ingilizce "mavi" kelimesinden gelmistir. Siyaninler grubunda yer
alan merosiyanin (sekil 2.23) 540 556 nm'de emas ~ 110,000 M cm™ ile absorbans
yapmaktadir ve 16semi, lenfoma tedavisi {izerine galismalart mevcuttur (Tsujino 2006).

SO;Na

Merosiyanin

Sekil 2.23. Siyanin grubunda yer alan merosiyanin yapisi
Kurkuminoitler

Kurkumin Curcuma longa L.'nin rizomlarindan elde edilen polifenol yapida dogal
bir renklendiricidir (sekil 2.24). Zerdegal baharatinin bilesenlerinden biridir. Kurkumin
420 nm'de emax ~ 55,000 M cm™ absorbans yapar. Oral cerrahide fotodinamik etki ile
dezenfektan amaciyla kullanildigi ¢aligmalar bulunmaktadir. Kurkumin yaygin olarak
FDT yoluyla bakterileri yok etmek i¢in bir kullanilabilecek bir ajan olarak onerilmektedir
(Araujo 2012).

0 OH
e O A ZNZF O O e
HO OH
Kurkumin

Sekil 2.24. Kurkumin yapis1
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Ksantenler

Ksanten boyalari, tiim sentetik boyalarin en eskisi ve en yaygin kullanilanlar
arasinda yer almaktadir. Rodamin ¢esitleri, floresein, eosin, eritrosin ve rose bengal (RB)
bu sinifta yer almaktadir. Rose Bengal, 549 nm'de emaks ~ 100.000 M cm™ ile absorbans
yapan suda ¢oziilen ve anyonik yapida olan bir bilesiktir. Tip I mekanizmasi ile triplet
oksijenden singlet oksijene yiizeysel fotokatalitik doniisiim sergiler. Rose bengal nispeten
ylksek kuantum verimine sahiptir ve sudaki kuantum verimi 1.05 (+ 0.06), metanoldeki
kuantum verimi ise 0.90 (= 0.08) degerindedir (Neckers 2007). Baska bir ksanten tiirevi
olan 4,5-Dibromorodamin metil ester (TH 9409) fotosensetizorii 514 nm'de emax ~
100,000 M? cm ile 15131 absorbe etmektedir. Ksanten boyalarda halojen atomlarmin
varligi, sistemler arasi Ugliiye gecis etkinligini arttirir ve daha c¢ok singlet oksijen
tiretimini saglar. Ksanten tlirevi fotosensetizorler ile yapilan bir¢ok tedavide olumlu
sonuglar alinmistir (Ormond 2013).

Rose bengal TH9402

Sekil 2. 25. Rose bengal ve dibromo metil ester (TH9402) yapisi
2.3.1.3. Uciincii nesil fotosensitizorler

Ugiincii nesil fotosensitizérlerin eldesinde daha gok tiimér dokusuna daha yakin afiniteye
sahip maddeler sentezlenmistir. Ayni zamanda c¢evredeki saglikli dokulara verilen zarari
azaltmak amacglanmistir. Fotodinamik yontemin biyoyararlanimini etkin bir sekilde
arttirmak admna FS maddelere ¢esitli fonksiyonel gruplar baglanmis spesifik tedavi
yontemleri elde edimeye calisilmistir. Ugiincii nesil FS maddelerinin eldesinde asagidaki
yontemler kullanilmaktadir.

e Ikinci nesil fotosensitizérlerin, hedef reseptére odaklanan molekiiller ile
kombinasyonu,

e Nano yapilar ile ikinci nesil fotosensitizorlerin kombinasyonu,

e (ogalan tiimor hiicrelerinin (hiicre zarmin sentezi icin daha fazla kolesterol
gerekmektedir) c¢ogalmasi baskilamak amaciyla LDL lipoprotein ile
fotosensitizorlerin kombinasyonlari,

e Bir fotosensitizoriin kanser hiicresinin spesifik antijenine yonelik bir
monoklonal antikorla konjlige edilmesi,

e Biiyiime faktorii reseptorleri, transferrin reseptorleri veya hormonlar gibi
timor yiizey belirteglerinin kullanimi (6rn. insiilin) (Josefsenb 2008).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Yara tedavisinde kullanilacak fotosensitizer ajan yiiklenmis hidrojel eldesinde
oncelikle matriks sistemlerin yapisinin belirlenmesi lizerine ¢aligmalar yapilmistir.

2.1.1. Kullamlan kimyasallar:

Kimyasal Adi

Kimyasal Formiilii

Uretici Firma

PVA Mw~15.000

PVA Mw~60.000 (Mowiol 10-
98)

PVA Mw~125.000 (Mowiol 20- M Sigma-Aldrich
98)
PVA Mw~130.000 (Mowiol 18- HO n
88)
PVP 10.000 &
N S Sigma-Aldrich
PVP 15.000 /P\/],
PVP 40.000 "
PEG 200 H \IZ OH
0 /\9/
PEG 300 Al Sigma-Aldrich
PEG 600
PEG 3350
coo- H T
= —\.
H o——/ OH
Sodyum Aljinat (NaAlg) |\C|,H c|)7/|7 | | ]
) ) COONa
i
Formaldehit (%37) s abcr
H H
O O
Gluteraldehit (%25) I~ N Merck
H H
O._OH
Salisilik asit OH Sigma-Aldrich
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o}
Okzalik asit HOJH(OH Sigma-Aldrich
@)
NaO_ O\
_ _ 5o Bso - 10H,0
Disodyum tetraborat dekahidrat O/B\o \ Merck
\B\
ONa
Gliserin HO OH Sigma-Aldrich
OH
Cl ‘
H;N ST
Toluidin Mavisi (TBO) ;@f Kj/ ™~ Sigma-Aldrich
N
N
C|H3 cr (‘3"'3
Metilen Mavisi (MB) H3C/N\©S\I>/N\CH3 Merck
Rose Bengal (RB) Sigma-Aldrich
Agar-agar Merck
- o -
RO og["
TR OR R=H
Karboksimetil seliiloz sodyum S or Sigma-Aldrich
tuzu on 0 L 0
F[O’_ OR 1 ONa
Kitosan Sigma-Aldrich
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Hidroklorik asit HCI Sigma-Aldrich
. L . HO OH
tris(hidroksimetil)aminometan HO ><NH Merck
2
0
. . |/
Asetik asit H— —C\ Merck
4 O—H
O
Sodyum asetat )J\ Merck
=
Hy e NO° N&2
CHg
,S[\g\
MTT (4,5-dimetiltiyazol-2-yl)- NN Ney Sy CHe s
2,5-difenil tetrasodyum bromid) H Sigma-Aldrich

2.1.2. Kullanilan cihazlar

Cihazin Adi Cihazin Markasi / Caligmalardaki Kullanim Alan1
Ozellikleri

Hassas Terazi Precisa Tartim islemlerinde

Isiticili Magnetik IKA Cozelti hazirlama islemlerinde

Karistirici

Ayarlanabilir LED
Cihaz1

520 adet LED, 130W,
12V Dc, maksimum
151k glicti=9720 liimen

Fotosensitizorleri aktive etmede

Etliv Thermo Heraeus Kurutma islemlerinde

Otoklav Hirayana Ha-240M (ozeltileri hazirlama ve in-vitro
analizlerde sterilizasyon
islemlerinde

Calkalayict Inkiibator Edmund Biihler Bakterilerin inkiibe edilmesinde

GmbH TH15

UV-Vis Varian Carry 5000 (Cozeltilerin absorbanslarinin

Spektrofotometresi 6l¢timiinde ve bakteri analizinde
kullanilan mikroorganizmalarin
optik yogunluklarimin
belirlenmesinde

FTIR Bruker Tensor 27 Yap1 analizlerinde

Cekme-Basma /
(Cekme-Kopma Test
Cihaz1

SHIMADZU AGS-X

Fiziksel testlerde

pH metre

Cozelti hazirlamada ve maddenin
asitlik bazlik degerini saptamada
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2.2. Metot

PVA kimyasal olarak bir¢ok organik ¢oziiciiye karst inerttir ve UV Visible
boélgesinde optik olarak saydam bir polimerdir. Calismada polivinil alkoliin 61K ve 125K
%20’lik (w/w), 125K ve 130K %15’lik (w/w) olacak sekilde sulu ¢ozeltileri
hazirlanmistir. PVA bilesikleri kullanilarak ilk olarak formaldehit ve gluteraltehit (GA)
cozeltileri ile capraz baglarin olusumu ve hidrojel eldesi iizerine denemeler yapilmaistir.
Yapilan literatiir arastirmalarinda iki fonksiyonlu bir reaktif olan GA’in olusturdugu
PVA-GA polimer yapisinin termal ve depolanabilirlik bakimindan fiziksel dayaniklilig1
oldugu ile ilgili bilgilere rastlanmistir (Katia 2008). GA’in dez avantaji ise canli yapilar
i¢in kismen toksik etki gostermesidir (Takigawa 2006). Yapilan arastirmalarda polimer
sistemlerinde GA %1 in altindaki derisimlerde kullanildiginda toksik etkinin minimuma
indirildiginden bahsedilmektedir (Migneault 2004). Sekil 3.1’de PVA-GA reaksiyonu
icin Onerilen mekanizma yer almaktadir. Polimerin ¢apraz baglanmasinda tepkime
maddeleri arasinda optimum bir oran oldugunu bilinmektedir. Aldehitin fazla miktarda
kullanilmas: Sekil 3.I'de gosterildigi gibi PVA'nin dallanmasina (a) yol agabilmektedir.
Tez ¢alismasinda GA/PV A’nin kiitlece oran1 0.005, 0.010, 0.05, 0.10, 0.50 ve 1.00 olacak
sekilde 6 farkli oran tizerinde ¢alisma yapilmis pH=2 olacak sekilde sitrik asit kullanilarak
tepkime katalizlenmistir. Hazirlanan sistemler agz1 agik kaplarda oda sicakliginda 24 saat
bekletilmis, gorsel olarak jel olusup olusmadigi, sertligi ve yapisi incelenmistir. Benzer
denemeler formaldehit (FA) ¢ozeltisi ile de yapilmis (sekil 3.2), sonuglar gorsel olarak
karsilastirilmistir.

o)
Vi
m + CH- CH, — CH, — CH, — CH

0.° Y\r/

(a) (b)

Sekil 3.1. PVA ile GA arasindaki tepkime mekanizmasi, a) optimum oranda aldehit
kullanimi sonucu olusan yapi; b) aldehitin fazla miktarda kullanilmas1 sonucu
olusan dallanma

24 saat gectikten sonra ollusan jeller incelendiginde; jel olusumunun en iyi oldugu
sistemlerin; GA/PVA ve FA/PVA i¢in 0.10, 0.50 ve 1.00 oldugu yaklasik %45 oraninda

41



MATERYAL VE METOT G. M. GENCER

suyu tutabilmelerinden dolayr diisiik sisme dereceli (%20-50) hidrojeller sinifinda bir
yap1 olusturduklar1 saptanmustir. Bir hafta siiresince oda kosullarinda agzi1 kapali kaplarda
bekletilen sistemlerin zamanla yapidaki suyunu salarak sert ve daha kirilgan oldugu
gozlemlenmistir.

OH OH OH OH OH OH OH OH

OH OH OH OH OH OH OH OH

CH,0, H*

Sekil 3.2. PVA ile FA arasindaki tepkime

Matriks sisteminin esnekligini arttirmak amaciyla yapiya farkli molekiil
agirliklarma sahip polietilen glikol ve polivinil pirolidon ¢ozeltileri eklenmis gerekli
seffaflikta bir matriks sistemi elde edilememistir. Saglik acisindan GA ve FA’in
dezavantaj olusturmasi ve sonuglarin nispeten olumsuz olmasindan dolay: farkli ¢apraz
baglayicilarin denenmesine karar verilmistir.

Bir kahverengi yosun 6ziitii olan sodyum aljinat (NaAlg) ile PVA/ NaAlg hidrojel
matris tabanli yara oOrtiisii sistemlerinin {izerine ¢alismalar yapilmistir (sekil 3.3).
Literatiirdeki ¢alismalar dikkate alinarak (Jong Oh 2008 ve Elbadawy 2015) PVA/ NaAlg
agirlik¢a oranlar1 10/1, 10/2, 10/3, 10/4 ve 10/5 olacak sekilde sulu ¢ozeltileri hazirlanmig
donma-¢6zme metodu kullanilarak (18 saat siireyle buzdolabinda -20° C'de dondurulup
ve 6 saat boyunca oda sicakliginda eritilerek ti¢ ardigik dongii yapilmustir.) hidrojeller
elde edilmistir. PVA olarak PVA Mw~61,000, PVA Mw~125,000 molekiil agirligina
sahip yapilar kullanilmigtir.

Donma-¢6zme metodu ile ¢oziinmeyen hidrojeller elde edilmesine ragmen NaAlg
miktariin artis1 ile matriksin daha ¢ok su tuttugu fakat sistemlerinin daha kirilgan hale
geldigi tespit edilmistir. Yontemin istenilen esneklikte hidrojel teminini saglamayisi,
mesakkatli, maliyetli ve uzun olusu paralelinde denenen diger capraz baglayicili
sistemlere odaklanmamiza sebep olmustur.
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Sekil 3.3. PVA-NaAlg yapisi

Bir mineral ve borik asit tuzu olan disodyum tetraborat (boraks) deterjanlarda,
kozmetik sektoriinde, tarim ilaglarinda, anti-fungal formiilasyonlarda, biyomedikal
uygulamalarda vb. birgok alanda kullanilmaktadir. Boraks, sik bilinen, toksik olmayan
gida katki maddesidir (Han 2013). PVA hidrojelleri, 10: 1 oraninda disodyum tetraborat
dekahidrat, c¢ozeltisi ile basitce karistirilarak hazirlanabilir (Kumar 2017). Tez
calismasinda 6n deneme olarak agirlikga %20 PVA 125K igeren sulu ¢ozelti ile
PVA:Boraks oranini literatiir ile uyumlu sekilde 10:1 oraninda hazirlanarak yapiya
esneklik kazandirmak amaciyla hangi molekiil agirligina sahip PEG’in sistemlerde
kullanilacagina karar verilmistir (Sekil 3.4).

+ /{\/"\9\
HO n oOH

PEG

n
PVA  OH

J
ol

Sekil 3.4. PEG-PVA Yapisi

Boraks miktar1 denenirken, paralelinde farkli molekiil agirligina sahip PVA
bilesikleri ile de PEG yapilar1 kombine edilerek gorsel degerlendirme yapildi (Cizelge
3.1). PEG 1450 sistemlere yar1 yariya saf suda ¢oziilerek eklendi. Degerlendirme
sonucuna gore segilen PVA 125K ve PEG 600 ile PVA:Boraks:PEG oranlarin
belirlemek amaciyla fiziksel testler gergeklestirildi. Bu testler i¢in 6ncelikle %20°lik PVA
125K agirlikca %4’ liik boraks igeren sulu ¢ozelti ile PVA:Boraks oran1 10:0.5, 10:1 ve
10:1.5 olacak sekilde karistirildi. Bu sistemlere ayrica PEG katkilanarak, sistemler yapida
PVA:PEG oranmi 10:1, 10:2.5 ve 10:5 olacak sekilde hazirland1. Matriks sistemlerin kati
orani agirlikga %12-16 araliginda sabit tutuldu. Elde edilen matriks sistemlerinin jellesme
ylizdesi tayini, sisme davranis tayini (farkli zaman, sicaklik ve pH parametreleri denendi),
fiziksel dayanimini saptamak icin de gorsel olarak ¢cekme kopma testleri yapildi.
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Sekil 3.5’te verilen sekilde agirlikca farkli oranlara sahip PVA:B hidrojelleri hazirlandu.
PVA:B orani1 10:1.5 olan sistemlerde PEG kullanildiginda, ¢apraz bag olusumu sirasinda
homojen karisim saglanamadi.

PVA:B =10:0.5 PVA:B=10:1 PVA:B=10:1.5

PVA:B:PEG =10:0.5:1 PVA:B:PEG =10:0.5:2.5 PVA:B:PEG =10:0.5:5

PVA:B:PEG =10:1:1 PVA:B:PEG =10:1:2.5 PVA:B:PEG =10:1:5

Sekil 3.5. Farkli PVA:B:PEG oranlarina sahip hidrojel sistemlerin goriiniimii

44



MATERYAL VE METOT G. M. GENCER

3.2.1. Hidrojellerin jellesme ve ¢oziiniirliik yiizdelerinin incelenmesi

Farkli polimer oranlarina sahip hidrojellerden belirli bir miktar tartilarak (wo) etiivde
80°C’de sabit tartima gelinceye dek kurutuldu (wi) (Sekil 3.6). Ardindan hidrojeller,
ortam kosullarinda (ortam sicakligi: 23 £ 2°C, bagil nem degeri: % 45 + 10) ve kapali
bir kapta bulunan saf su igerisinde (saf su belirli araliklar ile tazelendi) 48 saat siiresince
bekletildi. Siire sonunda hidrojeller etiiv igerisinde tekrar kurutularak sabit tartima
getirildi (wijel). Jellesme ve ¢oziiniirlik yiizdeleri sirasiyla (3.1) ve (3.2)’de belirtilen
esitlikler kullanilarak hesaplandi. Deneyler {igerli sekilde tekrarlanip, verilerin ortalamasi
alindu.

Jellesme Yuzdesi: wiet/ W1 X 100 (3.1)
Coziiniirlik Yiizdesi: _WrWil %100 (3.2)
W1

Sekil 3.6. Hidrojellerin etiivde kurutulmasi

3.2.2. Hidrojellerin su tutma kapasitelerinin incelenmesi

Sabit tartima gelinceye dek etiivde kurutulan hidrojeller (w1) 48 saat siiresince
ortam kosullarinda saf su igerisinde bekletildi. Siire sonunda suyu emmis olan hidrojeller
bir filtre kagidi tizerine hafifce tutularak yiizeydeki asiri su tahliye edildi, hassas terazide
tartildi (w2). 3.3’te belirtilen esitlik kullanilarak su tutma kapasiteleri belirlendi.
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Su Tutma Kapasitesi:  (W2-ws) / wy x 100 (3.3)

Hidrojellerin su tutma kapasitelerinin belirlenmesi elde edilen hidrojelin ¢esidi
hakkinda bilgi sahibi olmamiz agisindan 6nemlidir. Daha dncede belirtildigi gibi diisiik
sisme dereceli hidrojeller %20-50, orta sisme dereceli hidrojeller %50-90, yiiksek sisme
dereceli hidrojeller %90-99,5, siiper absorbant hidrojeller ise %99,5 ve {istii su absorbe
edebilen hidrojellerdir.

3.2.3. Hidrojellerinin sisme davranislarinin incelenmesi

Hidrojellerin sisme davranislart zamana, sicakliga ve pH degerlerine karsi
incelenmistir.

3.2.3.1. Hidrojellerin sisme degerlerinin zamanla degisimi

Elde edilen hidrojellerin zamanla sisme degerlerinin degisimi pH degeri 7.4’e
ayarlanmig simiile viicut sivisi (SBF) igerisinde bekletilerek incelendi. Etlivde
kurutularak sabit tartima getirilmis hidrojeller (w1), 100ml SBF igeren kaplara alinarak
agizlar1 kapali sekilde 37°C’de bekletildi. Belirli zaman araliklariyla hidrojeller kaplardan
alinarak matriks sisteme zarar vermeyecek sekilde yiizeyleri kagitla kurutularak tartildi
ardindan kaplara geri konuldu. Olgiimler denge degere ulasincaya kadar bu islemler tekrar
edildi. Hidrojeller denge sisme degerlerine ulastiginda (Wwsis), 3.4’te belirtilen esitlik
kullanilarak hidrojellerin yiizde sisme degerleri hesaplandi.

Yiizde Sisme Degeri:  (Wgs-W1) / Wy X 100 (3.4)
3.2.3.2. Hidrojellerin farkh sicakhiktaki sisme degerlerinin incelenmesi
Hidrojellerin sisme degerleri; pH=7.4’e ayarlanmis fosfat tamponu igerisinde 4°C,

25°C ve 37°C sicakliklarda 48 saat siireyle incelendi. Etiivde kurutularak sabit tartima
getirilmis hidrojeller (w1), 100ml fosfat tamponu iceren kaplara alinarak agizlari kapali
sekilde 4 °C (buzdolabi), 23 °C + 2°C (oda kosullar1) ve 37°C (etiiv)’de bekletildi.
Belirtilen sicakliklarda, 48 saat bekletilen hidrojel numuneler bulunduklari ortamdan
alinarak yiizeyleri hafifce kurutuldu ve tartildi (Wsicakuk). Sisme degerleri 3.5°te belirtilen
esitlik kullanilarak hesaplandi.

Yiizde Sisme Degeri: (W51cak11k-W1) /wi x 100 (3.5

3.2.3.3.Farkh pH degerlerinde hidrojellerin sisme degerlerinin incelenmesi

Etiivde kurutularak sabit tartima getirilmis hidrojeller (w1) farkli pH degerlerine
sahip, pH=1, pH=5.5 ve pH=7.4"¢ olacak sekilde ayarlanmis ¢ozeltiler igerisinde 37°C
sicakliklarda 48 saat siireyle bekletilerek incelendi.

+ pH = 1.0 olan 0,1M HCI ¢o6zeltisinde (simiile gastirik sivisi)
< pH=15,510 mM Asetad tamponunda (simiile cilt pH degeri)
% pH =7.4 SBF / igerigi Cizelge 3.1’de belirtilmistir.
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Cizelge 3.1. SBF (simiile viicut sivis1) igerigi (Kokubo 1990)

NaCl 7.99 g
NaHCOs 0.350 g
KCI 0.224 g

K;HPO.. 3H,O0 | 0.228 g
MgClz. 6H,0 0.305 g

1 mol/L HCI 40 mL
CaCl, 0.278 ¢
NaxSO4 0.071¢
iCHzOH)sCNHz 6.057 g

pH’17.4’e ayarlamak
1 mol/L HCI icin

* tris(hidroksimetil)aminometan

Siire sonunda hidrojeller ¢ozelti ortamindan ¢ikartilarak, matriks sistem zarar
gormeyecek sekilde hafifce kurulandi ve tartildi (wpn). Hidrojellerin sisme degerleri
3.6’da belirtilen esitlik kullanilarak hesaplandi.

Yiizde Sisme Degeri:  (Wpn-Wi) / Wi X 100 (3.6)

Veriler incelendiginde sentetik polimer yapilardan olusan S-4, S-5 ve S-6
sistemlerinin FDA i¢in optik agidan ve fiziksel dayanim bakimindan uygun olacagi
goriildi. Fakat sentetik polimerlerden olusan hidrojel sistemlerin yiiksek mekanik
mukavemete sahip olmasi, iyi biyobozunur ve tersinir 6zellikler gostermesinin yani sira
hiicre proliferasyonunu destekleme agisindan dogal polimerlerin daha olumlu sonuglar
vermesi (Leberfinger 2017), hibrit sistem denemelerinin de yapilmasini gerektirdi.

3.2.3.4. Hibrit sistem denemeleri

Matriks sistemi hibrit olan sistem denemelerinde; polivinil prolidon (PVP),
karboksimetil seliiloz (CMC), agar-agar, polietilen glikol (PEG) ve gliserin farkh
oranlarda kullanilarak hibrit sistem hazirlanmistir. ~ Polivinilpirolidon  (PVP)
biyouyumluluga sahip 1y1 bilinen bir polimerdir; bu nedenle PVP gecici cilt ortiileri veya
yara sargilar1 i¢in psddo hidrojel preparasyonunun ana bilesenlerinden biri olarak
kullanilmaktadir. PVP hidrojelinin kendisi iyi bir sisme 0Ozelligi gostermez, ancak
karboksimetilselilloz (CMC), karboksimetilkitosan veya agar veya aljinat gibi
polisakkaritler yapilar ile karistirildiginda, sisme 6zellikleri gelisir. Agar hidrojel, insan
cildinin s1v1 ve iyon akisini simiile eden benzer hidrasyon / dehidrasyon 6zelliklerine
sahip olan poroelastik bir model olarak kullanilmaktadir. Agar, dogal bir ¢apraz baglama
maddesi olarak hareket eder ve jellesme Ozellikleri hidrojellerde mekanik takviye
saglamaktadir (Roy 2010).

Sistem igerisinde agar-agar jellestirici ajan olarak, CMC ve PVP matriks sistemin
fiziksel dayanimini ve su tutma kapasitesini arttirmak amaciyla, PEG iyilesmeyi
destekleyici olarak gliserin ise nemlendirici etki saglamasi amaciyla kulanilmistir.
Yapilan literatiir aragtirmalar1 dikkate alinarak kullanilacak kimyasallarin oran araliklar
belirlenmistir (Roy 2010, Roy 2012). Calismada Sigma-Aldrich firmasindan temin
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edilen; 40.000 molekiil agirlikli PVP40, 3.350 molekiil agirlikli PEG 3350, agar-agar ve
gliserin, ACROS firmasindan temin edilen 250.000 molekiil agirligina sahip
karboksimetil seliiloz sodyum tuzu kullanilmigtir. CMC’un %5°1ik, agar-agar’in %5°lik,
PVP40’m %20’lik, PEG 3350’nin %10’luk sulu c¢o6zeltileri otoklav igerisinde
hazirlanmistir. Bilesenler belirtilen sirayla eklenmis, siire¢ boyunca c¢ozelti ve
kimyasallarin sicakliklart 60°C’de tutularak ve petri kaplarina dokiilmiis ve
jellestirilmistir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. Hibrit sistemlerde kullanilan maddelerin oranlar1 ve 6rneklerin goriiniimleri

Sistem Adi | ooy F?égﬁglaar?enserin Goriniim
H-1 08:02:1:2:1
H-2 05:05:1:2:1
H-3 04:08:1:2:1
H-4 02:08:1:2:1

Denemeler sirasinda H-1 ve H-2 sistemlerinin oldukca kolay pargalandig:
gozlemlendi. Yapidaki CMC oraninin arttirilmasinin hem mukavemeti hem de 6rneklerin
su tutma miktarimi arttirdigi tespit edildi. Test sonuglari ve gorsel sonuglar dikkate
alindiginda ileriki testlerde H-3 ve H-4 sistemlerinde kullanilan oranlar {izerinden
denemelerin yapilmasina karar verildi.
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3.2.3.5. Cekme-kopma testleri

Cekme-Kopma test cihazlari; zamanin bir fonksiyonu olarak malzemeye bir
¢ekme kuvveti uygulandiginda deformasyon miktarinin belirlenmesini, sabit kuvvet
altinda malzenin kopmasi i¢in gerekli kuvveti ve kopma siiresini saptamaktadir.
SHIMADZU marka AGS-X serisi ¢ekme-basma test cihazi ile 6rneklerin maksimum
gerilme, kopma gerilmesi ve % kopma gerinimi degerlerine bakildi. Bunun i¢in 6rnekler
yaklasik 20mm en, 100mm boy ve 5mm kalinlik olacak sekilde hazirlandi ve cihaz gekme
hiz1 20mm/min olacak sekilde ayarlandi.

3.2.4. Fotosensitizor Ajanlarin Matriks Sisteme Yiiklenmesi

Fiziksel denemeler sonucunda olumlu sonug alinan sentetik polimerlerden olusan
S-5 ve dogal-sentetik polimerlerden olusan hibrit H-4 sistemlerine fotosensitizorlerin
sabitlenmesi ¢alismalar1 yapildi. Toluidin mavisi (TBO), metilen mavisi (MB) ve rose
bengal (RB)’in deiyonize su ile ayr1 ayr1 %0.2°lik (w/w) ¢ozeltileri hazirlandi. Sentetik
polimerlerden olusan sistem i¢in PVA:B:PEG oraninin 10:0.5:2.5 olan matriks sisteme
(S-5) Cizelge 3.3’de belirtilen miktarlar kullanilarak fotosensitizor ajanlar yiiklendi.
Bunun i¢in 6ncelikle %20°lik PVA 125K ¢ozeltisine eklenecek PEG 600 miktar su ile
seyreltildi. Karisir haldeyken PVA’nin iizerine seyreltilmis PEG yavas yavas eklendi.
Ardindan boyar maddeler sistemlere eklenerek seyreltik disodyum tetraborat ¢ozeltisi ile
capraz baglanmalar saglandi. Hidrojeldeki polimer oran1 yaklasik %15-16 olacak sekilde
hesaplamalar yapildi. Dogal-sentetik polimerlerden olusan sistem
icin PVP:CMC:PEG:Agar:Gliserin oraninin 0.2 : 0.8 : 1: 2 : 1 olan matriks sisteme (H-
4) Cizelge 3.3’de belirtilen miktarlar kullanilarak fotosensitizor ajanlar yiiklendi. Bunun
icin oncelikle %20’lik PVP, %5’lik CMC, %10’luk PEG 3350, %5’lik Agar-Agar ayri
ayr1 hazirlanarak otoklavda ¢oziildii. Sonra Cizelge 3.4’de belirtilen miktarlarda sirasiyla
PVP, saf su, fotosensitor, CMC, PEG, Agar-Agar ve gliserin eklenerek karistirildi.
Karisim sicakken hazirlandi ve 60°C’de petri kaplarina dokiildii. Her 6rnek 1saat
stiresince UV 15181 altinda steril edildi.

Cizelge 3.3. Bakteri testi igin hazirlanan sentetik sistemlerin formiilasyonlari

Yiiklenen | , %4 Disodyum
Boyar 7620 PVA Saf Su PEG %0.2 PS* tetraborat
125K 600 :
Madde @) (9) @ (9) dekahidrat
Miktarlar: g g 9)
0 ppm 30.000 11.000 1.500 0.000 7.500
5 ppm 30.000 10.875 1.500 0.125 7.500
10 ppm 30.000 10.750 1.500 0.250 7.500
20 ppm 30.000 10.500 1.500 0.500 7.500
40 ppm 30.000 10.000 1.500 1.000 7.500
80 ppm 30.000 9.000 1.500 2.000 7.500

*Her bir fotosensitizor madde (TBO, MB veya RB) ile tek tek farkh
konsantrasyonlarda calisildi, birbirleri ile karigtirilmadi.
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Cizelge. 3.4. Bakteri testi i¢in hazirlanan hibrit sistemlerin formiilasyonlari

Yiiklenen %20 o o %10 o
Boyar PVP Saf /0.2 /05 PEG /05 Gliserin
Su PS* CMC Agar
Madde 40 @ @) (@) 3350 (@) (9)
Miktarlar: (9) g g g (9) g
0 ppm 1 3 0 16 10 40 1
5 ppm 1 2.823 | 0.177 16 10 40 1
10 ppm 1 2.665 0.335 16 10 40 1
20 ppm 1 2.290 0.710 16 10 40 1
40 ppm 1 1.580 1.420 16 10 40 1
80 ppm 1 0.160 2.840 16 10 40 1

* Her bir fotosensitizor madde (TBO, MB veya RB) ile tek tek farkl
konsantrasyonlarda c¢alisildi, birbirleri ile karistirilmadi.

3.2.5. Antibakteriyel aktivite testleri

Hidrojellerin anti-bakteriyel aktivite testleri yapilmadan Once bakteri aktivitesi
belirlenecek iki farkli bakterinin, Laktoz Broth (LB) ortaminda bakteriyel populasyon
artis egrileri olusturuldu. insanlarda hastalik yapan patojen sinifinda bulunan mezofil
bakterilerin ¢ogunun inkiibasyon sicakligi +20 °C ile +40 °C arasinda degismektedir.
Tezde calisilan bakteri tiirleri de bu smnifta oldugundan dolay1 analiz siirecinde
bakterilerin tireme ve gelisimleri igin optimum sicaklik 37 °C olarak sabit tutuldu. Tezde
calisilacak Escherichia coli (ATCC 11775) ve Staphylococcus aureus (ATCC 25923)
bakteri tlirlerinin se¢ilen inokulumlardaki tireme hizlar1 ve mililitredeki ortalama koloni
sayist (CFU/ml) calisildi. Bu yontemde belirli bir bakteri tiirline ait olan kati
besiyerindeki kolonilerden tek bir koloni, 6ze ile 5 mI’lik besi ortamina ekildi ve 24 saat
37 °C’de inkiibe edildi (gece ekimi). Bu kiiltiirden, 100 ul alinarak 50 ml siv1 besiyeri
iceren erlene aktarildi (giindiiz ekimi). 37 °C’de orbital ¢alkalayicili inkiibatdrde 200 rpm
donme hizinda inkiibe edildi ve optik yogunluklari dlgiilerek bakteriyel populasyon artis
egrileri olusturuldu. Ayrica denemeler yapilirken seyreltme islemi de yapilarak 5.
diliisyon tiipiindeki ortalama bakteri sayisi saptanip, bakteri yogunluklar1 kontrolli
sekilde calisildi. Bakteriyel kiiltlir ortaminin hazirlanis1 Sekil 3.7’de sematize edilmistir.
Elde edilen bakteriyel popiilasyon artis egrileri ise Sekil 3.8’de ve Sekil 3.9°de verilmistir.
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Sekil 3.8. E. Coli bakteriyel popiilasyon artig1 egrisi
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Staphylococcus aureus - Bakteriyel popiilasyon artisi egrisi
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Sekil 3.9. S. aureus bakteriyel popiilasyon artis1 egrisi

Bakteriyel popiilasyon artis egrisi c¢alismasinda her bir egri ¢ikarilirken
tekrarlanabilirligi saglamak amaciyla en az li¢ defa farkli kiiltiir ortaminda hazirlanmis ve
Varian Cary 5000 Bio UV-Vis spektrofotometre cihazinda ayr1 ayr1 optik yogunluklarina
bakilmistir. Bu egrilerden de anlasilabilecegi gibi bakterilerin sivi kiiltiir i¢indeki tireme
donemleri dort donemden olusmaktadir. Baslangi¢ doneminde bakteri c¢ogalma
hazirliklar1 yapar, metabolizmalari hizlanir ve bakterilerin liremesinde yavas bir artis olur.
Logaritmik tireme donemi ise bakterilerin sayisinin hizla arttig1 bir sathadir. Bakteri
testlerinde inokulumlar logaritmik donemden alinmaktadir. Durma doneminde iireyen
bakteri ile 6len bakteri sayisi neredeyse esit oldugundan belirli bir artis gozlenmez bundan
sonraki donemde besin yetersizliginden ve ortamdaki metabolitlerin artmasi ile canli
bakteri sayisi sifira yaklasir. Fakat sekillerde gosterilen egrilerde optik yogunluk baz
alindigindan dolayr bunu gozlemleyemeyiz. Bu nedenle minimum 8 saatten sonra
inokulasyonlarin optik yogunluklaria bakilmamastir.

Bu egriler kullanilarak calisilan kosullarda bakterilerin populasyon artiginin
maksimum oldugu siire belirlenmistir. Bu siireler E. coli i¢in 5.30 saat, S. aureus igin 6
saat olarak belirlenmis olup, analizde bu zaman dilimine tekabiil eden logaritmik
donemden alinan bakteri inokulumlar1 kullanilmastir.

Her bakteri tiirii i¢in popiilasyon artisinin maksimum oldugu inkiibasyon siiresi
saptandiktan sonra caligilacak bakteri tiirlerinin gece ve takiben giindiiz ekimleri yapildi.
Giindiiz ekiminden (50 mI’lik erlende bulunan kiiltiir) 1 ml alinarak icerisinde 9 ml s1v1
besiyeri bulunan 1. diliisyon tiipiine alindi. Seyreltmeden sonra 1. diliisyon tiipii vorteks
ile karigtirarak icerisinden 1 ml alindi ve yine 9 ml sivi besiyeri bulunan 2. diliisyon
tiipline eklendi. Boylelikle her seferinde bakteri popiilasyonu 10-1 kat seyreltilmis oldu.
Bu isleme 10-5 seyrelme faktoriine (5. diliisyon) varincaya kadar devam edildi. 5.
diliisyon tiipiinden 100 pl alinarak kati besiyerine ekim yapildi ve 1 gece 37 °C’de
inkiibasyona birakildi. Bir gece sonra kat1 besiyerinde olusan koloni miktar1 sayildu.

3.2.5.1. Fotosensetizor yiiklenmis hidrojellerin antimikrobiyal analizleri

Toluidin mavisi (TBO), metilen mavisi (MB) ve rose bengal (RB)’in maksimum
absorpsiyon degerleri sirastyla 630nm (turuncu), 666nm (kirmizi) ve 550nm (sar1)’dir.
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Bakteri analizinde her boyar madde igin belirtilen dalga boylarina tekabiil eden renk
araligina yakin 1s1k kullanilarak kapali kabin icerisindeki LED cihazina (520 adet LED,
130W, 12V Dc, maksimum 1s1k giicii=9720 liimen) sekil 3.10°daki gibi yerlestirildi.
Ornekler belirli dalga boyu araligindaki 1s1k altinda 6 saat siiresince 1sinlandirildiktan
sonra 24 saat 37°C’de inkiibe edildi. Kontrol amaciyla ayni formiilasyona sahip farkli
ornekler karanlikta 6 saat siliresince bekletilerek, 151k géormeden direk 24 saat 37°C’de
inkiibasyona alindi.

Sekil 3.10. Bakteri analizinde kullanilan LED cihazi

Elde edilen 6rneklerin bakteri analizleri gram negatif Escherichia coli (ATCC
11775) ve gram pozitif Staphylococcus aureus (ATCC 25923) kiiltiirleri kullanilarak, JIS
Z 2801 standard1 modifiye edilerek gerceklestirildi. Yiizde azalmalar koloni sayilari
sayilarak hesaplandi. Log degerleri ise 3.7 esitliginde belirtilen formiil ile hesapland.
Burada P degeri ylizde azalmayi, L ise logoritmik azalma degerini belirtmektedir.

L = -[log1e(-P/100 +1)] @3.7)
3.2.6. Hiicre Kiiltiirii testleri

. Endotel hiicre kiiltiiri testleri

Hiicrelerin pasajlanmasinda, normal hiicre hatt1 olarak insan gobek ven
damarindan tiiremis olan endotel hiicre (Human Umbilical Vein Endothelial Cells;
HUVEC) dizileri kullanildi. Bu hiicre hatlar1 American Type Culture Collection’dan
(ATCC) alind1. Hiicreler hazirlanan uygun steril besiyerinde, 37°C’de, %5 CO2 ve %95
nemlendirilmis hava iceren karbondioksit inkiibatoriinde kiiltiir edilerek cogaltildi.
Hiicreler ¢ok yogunlastiklar1 zaman, yapistiklar1 flasktan kaldirilarak yeni flasklara
pasajlandi. Calismamizda yeterli yogunluga ulagmis flasklardan hiicreler pasajlandi.
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Tripsin-EDTA enzimi ile kaldirma yapilmadan once ilk olarak medyum flasktan
uzaklastirildi ve atildi. PBS ile yikama islemin ardindan atild1 ve 25 cm?’lik flask yiizeyi
icin 1 ml tripsin-EDTA eklendi. Tripsin-EDTA eklenmesi sonrasinda hiicreler 5-15
dakika inkiibatorde bekletildi. Hiicrelerin yapistiklar1 flasktan ayrildiklart mikroskop ile
gozlenir gozlenmez 6-8 ml taze medyum eklenerek pipetaj yapildi. Flasklardan toplanan
hiicreler 15 ml’lik steril santrifiij tiiplerine aktarild1 ve 125xg’de 5-7 dakika santrifiij
edildi. Santrifiij sonunda silipernatan atildi ve kalan pelletde olan hiicreler yeni flasklara
dagitilacak sekilde 25 cm?’lik flask yiizeyi icin 6-8 ml taze medyum eklenerek flasklara
paylastirildi. Hiicreler, 37°C’de, %5 CO2 ve %95 nemlendirilmis hava iceren CO2
inkiibatoriinde, 6-8 ml medyum i¢inde inkiibe edilerek iiretildi. Alt kiiltiirleme islemi 1
flaska 3 veya 6 flask seklinde gerceklestirildi. Bu sekilde pasajlanan hiicrelerin tam
anlamiyla yogunlagsmasi 2-5 giin arasinda gergeklesti. Hiicre sayis1 tim flasklar yeterli
yogunluga ulastiktan sonra deneylere alindi. Tiim g¢aligmalar en az 3 tekrarli olacak
sekilde yapildi.

Hiicre Canlig1 Belirleme Protokoliinde, hiicre biiyiimesinin kantitatif 6l¢limii,
MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-difenil tetrasodyum bromid) testi ile belirlendi.
MTT, canl1 hiicreler tarafindan pargalanarak koyu mavi renkte formazan {iriinii veren acik
sar1 renkli bir maddedir ve olusan mavi rengin yogunlugu hiicre canliliginin bir dl¢iitiidiir
(Sekil 3.11).

MTT Formazan

ff/ Q/L"“r\%

Sekil 3.11. MTT Protokolii

Cizelge 3.12°de belirtilen farkli fotoaktif bilesenler i¢eren sistemlerinin, hiicreler
ile olan etkisinin gozlemlenebilmesi i¢in 3 giin siiren bir deney protokolii siirdiiriildii.
Deneyin birinci giinii hiicreler 6 kuyucuklu plakalara ekildi. Bunun i¢in hiicreler tripsin
ile flasklardan kaldirildi. Tripsini inhibe etmek i¢in medyum eklendi, hiicreler toplanarak
120xg’de 5 dakika santrifiij edilerek pellet 1 ml PBS ile resiispanse edildi. Seyreltilen
hiicre siispansiyonundan 10 pl bir ependorfa alind1 Tripan Mavisinden de 10 pl alinarak
hiicreler ile resiispanse edilerek hiicreler sayildi. Daha sonra PBS’1i hiicre karisimi1 yine
santrifiij edildi. Siipernatan atilarak, kalan pellet ise 500 pl’de kuyu basina kag hiicre
isteniyorsa medyum ile seyreltildi. 100.000-500.000 hiicre/kuyu olacak sekilde
ayarlanarak hiicreler kuyulara 500 pl (ortalama 200000 hiicre) ekildi.

Hiicrelerin yapismasi i¢in bir gece bekletildi. Daha sonra medyum atildi, 6rnekler
ozel bir filtre yardimiyla asagidaki sekildeki gibi kuyulara uygulandi (Sekil 3.12).
Hiicreler, belirlenen dozlardaki H2O; ile ayr1 96 kuyucuklu Plate’lerde 6 saat siiresince
37°C’de, %5 CO2 ve %95 nemlendirilmis hava iceren karbondioksit inkiibatoriinde
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inkiibe edildi. Daha sonra bu hiicrelerde hassasiyeti, MTT sitotoksisite kiti ¢aligilarak
saptandi. Sekil 3.13’te Orneklerin bulundugu ve hiicre ekimi yapilan 6 kuyucuklu
plakalarin 24 saat sonraki goriiniimii verilmistir.

Deney Oncesi Deney Sonrasi 24 saat
Rose

Bengal (RB)

Methylene
Blue (MB)

Toluidine
blue (TB)

Sekil 3.12. Jellerin hiicrelere uygulanmasi

Rose
Bengal (RB)
Toluidine
blue (TB)
Methylene
Blue (MB)

Sekil 3.13. Orneklerin bulundugu ve hiicre ekimi yapilan 6 kuyucuklu plakalarin 24 saat
sonraki goriiniimii
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Hiicre ekiminin takiben ornekler grubuna uygun olarak 1 saat LED 15181 altinda
tutuldu. Buna gore RB Yesil 1s1k altinda, MB ve TB Kirmiz1 151k altinda inkiibasyona
birakildi (Sekil 3.14).

Sekil 3.14. Orneklere fotodinamik terapi uygulanmasi

Calisilacak her kuyucuga 500 pl taze medyum ve 50 pl (MTT+PBS)
soliisyonundan eklendi. 4 saat 37°C’de, %5 CO2 ve %95 nemlendirilmis hava igeren
karbondioksit inkiibatdriinde inkiibe edildi. Inkiibasyon siirecinin sonunda, canli hiicre
iceren kuyularda MTT den olusan formazan, kuyunun dibinde siyah, ince kristaller olarak
goriildii. 500 pl izopropanol’den her kuyuya eklendi ve pipetaj yapilarak karistirildi
(izopropanol, formazani ¢dzerek absorbans Ol¢iimii i¢in uygun homojen mavi bir
soliisyon meydana gelmesini saglamaktadir.). Izopropanol eklendikten sonra 1 saat
icinde, dalga boyu olarak 570 nm ve referans dalga boyu olarak da 630 nm’de, plaka
okuyucusunda plagin okumasi yapildi. Yasayan hiicre yiizdesi; kontrol grubunun
absorbans degerlerinin hidrojellerle inkiibe edilen hiicrelerin absorbans degerleri ile
karsilastirilmasiyla hesaplandi. Sonuglar % canlilik olarak ifade edildi. Deneyler {i¢ kere
tekrarland1 ve her gruptan 6 6rnek caligildi.

Bu calismada normal insan hiicresi olan HUVEC’lere ait inverted mikroskop
goriintiileri inkiibasyonlardan 24 saat sonra olup hiicreler PBS icerisindeyken 4X
biiyilitmeyle alind1 ve kontrol grubu ile morfolojik olarak karsilagtirildi.

I1. Fibroblast hiicre kiiltiirii testleri

Calismada, L929 fibroblast hiicre hatt1 kullanildi. Oncelikle, -80°C dondurucuda
saklanan hiicreler ¢oziilerek 5 mL steril PBS igerisinde 5 dk santrifiij edilmis sonra
slipernatant atilarak pellet {izerine 5 mL %10’luk fetal sigir serumu (FBS) ¢ozeltisi ile
%1°lik gentamisin bulunduran L-glutaminli DMEM (Dulbecco Modified Eagle’s
Medium) (Sigma) besi ortami ilave edildi. Pellet pipetaj yapilarak kaldirildi ve hiicreler
homojenize edildi. Bu hiicreler serolojik pipet yardimi ile T-25 hiicre kiiltiirii kabina
(flask) (Corning) alind1. Bir hafta siiresince 37 °C, %5C0O>’li atmosferde ve %95 nemli
ortam saglayan inkiibatorde (ESCO) c¢ogalmalari saglandi. Cogalan hiicreleri
pasajlayabilmek ve deney setini olusturabilmek i¢in mevcut besi ortami atildiktan sonra
steril fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS) ile yikandi. Kiiltiir kabindaki hiicreler iizerine %0,25
Tripsin / etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) c¢ozeltisi ilave edilerek hiicrelerin
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tutundugu yiizeyden kaldirilmalart i¢in 5 dk inkiibatérde beklendi. Siispanse hiicreler
pipetaj ile homojenize edilerek Thoma laminda sayildi. Sayilan hiicreler 10.000
hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96-kuyucuklu kiiltiir kaplarina ekildi ve son hacim 100 uL.
olacak sekilde besi ortami ilave edildi ve geceboyu inkiibatérde bekletilerek kiiltiir kab1
ylizeyine tutunmasi saglandi. Ertesi giin 1ppm, 5ppm, 10ppm, 50ppm, 100ppm, 500ppm
ve 1000ppm fotosensetizor igeren ornekler ilave edildi. PBS igeren ve herhangi bir
fotosensitizor 6rnek igermeyen grup kontrol olarak degerlendirildi. Her bir konsantrasyon
6 tekrarli olacak sekilde uygulandi. Inkiibasyon ortami LED ile aydinlatilmis
(fotosensetizorlere uygun dalga boyunda) ve aydinlatilmamis olmak iizere ve inkiibasyon
siireleri 6, 12, 24 ve 48 saat olarak calisilmistir. Materyallerin sitotoksisitelerinin
belirlenmesi igin, endotel hiicre kiiltiirii testlerinde de kullanilan ‘direkt temas test
metodu’ uygulandi. Hiicre Canlig1 Belirleme Protokoliinde, hiicre biiyiimesinin kantitatif
olgimi, MTT (3- (4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-difenil tetrasodyum bromid) testi ile
belirlendi. MTT, canli hiicreler tarafindan pargalanarak koyu mavi renkte formazan triinii
veren agik sar1 renkli bir maddedir ve olusan mavi rengin yogunlugu fibroblastlarda hticre
canlilik oraninin bir 6l¢iitiidiir. Endotel hiicre kiiltiirii testlerinde de yapildig: gibi yasayan
hiicre yiizdesi; kontrol grubunun absorbans degerlerinin hidrojellerle inkiibe edilen
hiicrelerin absorbans degerleri ile karsilastirilmasiyla hesaplandi. Sonuglar % canlilik
olarak ifade edildi. Farkli fotosensitizor madde igeren sentetik hidrojel sistemlerin genis
bir konsantrasyon araligindaki (1ppm, Sppm, 10ppm, 50ppm, 100ppm, 500ppm ve
1000ppm) MTT test sonuglari analiz edildi.

Yara iyilesmesi (hiicre migrasyon) deneyleri ise, fibroblast hiicreleri ile yapilan
MTT testi sonuglarina gore yiizde canliliklar1 kiyaslandiginda RB igin 5ppm, MB igin
1ppm ve TBO i¢in 1ppm optimum konsantrasyonlar olarak belirlendi. L929 fibroblast
hiicreleri 6-kuyucuklu kiiltiir kaplarina tam konfluent olacak sekilde ekildi ve DMEM
besiyerinde geceboyu kiiltiire edildi. Ertesi giin, hiicrelerin bulundugu kuyucuklarda yara
veya migrasyon alanini olusturmak amaciyla 100ul’lik otomatik pipet ucu yardimiyla
cizildi. 1xPBS ile yikama yapildiktan sonra hiicreler RB 5ppm, MB 1ppm ve TBO 1ppm
konsatrasyonlarinda fotosensitizor iceren hidrojel 6rnekleri ile DMEM besiyerinde 24
saat boyunca kiiltiire edildi. Kontrol olarak hticreler mevcut besiyeri ile beslenmistir. Siire
sonunda hiicreler 10X objektifte fotograflari alinmustir.

3.2.7. Ortam Kaynakh Mikrobiyal Gelisim

Petri kab1 igerisinde bekletilen 20ppm fotosensitizor madde igeren Ornekler
petrilerin kapaklar1 agik bir sekilde hava gilines 15181 alan bir ortamda ve karanlik bir
ortamda ayr1 ayr1 1 giin boyunca bekletildi sonrasinda kapaklar1 kapatilarak inkiibasyon
firinina alindi. Siire¢ sonunda petri kaplarindaki mikrobiyal gelisim gozlemlendi. Cizelge
3.14’te de gorildiigii gibi 151k almayan ortamda bekletilen hidrojellerde c¢esitli
mikroorganizmalarin olustugu gézlemlendi.

3.2.8. Hidrojellerin pH=5.5 olan simiile cilt s1visi icindeki salimm miktarlarinin
tespiti

Cizelge 3.3°de belirtilen sekilde 20ppm fotosensetizor madde igeren hidrojel
ornekler cizelge 3.1°deki formiilasyon kullanilarak elde edilen SBF (simiile viicut s1visi)
icerisinde 6 saat siiresince bekletildi. Bu siire zarfinda her yarim saatte bir Varian Cary
5000 Bio UV-Vis spektrofotometre cihazi ile absorbans oOlglimleri alindi. Salinim

57



MATERYAL VE METOT G. M. GENCER

miktarlarini hesaplayabilmek icin ayrica TBO, MB ve RB fotosensetizorlerinin 5 farkli
konsrantrasyonda ¢ozeltileri hazirlanarak konsantrasyona karsi absorbans miktarlarina
bakildu.

3.2.9. FTIR spektroskopisi ile yap1 analizleri

Elde edilen hidrojel yapida olusan baglar1 yorumlayabilmek adina Bruker Tensor 27
FTIR cihazinda infrared spektrum analizleri yapildi.
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4. BULGULAR

4.1. Sentetik Hidrojellerin Hazirlanmasinda Farkh Oranlarda ve Molekil
Agirhiklarina Sahip PEG-PVA Yapilarinin Incelenmesi

Hidrojel sistemlerin hazirlanmasi i¢in uygun boraks miktar1 denenirken es
zamanli olarak da farkli molekiil agirligina sahip PVA ve PEG yapilar galisilarak fiziksel
ozellikleri gorsel olarak incelendi. Cizelge 4.1°de elde edilen sonuglar belirtilmistir.

Cizelge 4.1. Farkli Molekiil Agirliklarina sahip PVA-PEG kombinasyonlarinin gorsel

yorumlanmasi
%20’lik PVA Caozeltileri Polietilen Glikol Gorsel Yorum*
PEG 200 Fazla Akiskan
PEG 300 Fazla Akiskan
Mw~15,000 PEG 400 Fazla Akiskan
PEG 600 Fazla Akigkan
PEG 1450 (%50 suda) | Fazla Akiskan, Opak
PEG 200 Fazla Akiskan
PEG 300 Fazla Akigkan
Mw~61,000 (Mowiol 10-98) PEG 400 Fazla Akiskan
PEG 600 Fazla Akiskan
PEG 1450 (%50 suda) | Fazla Akiskan, Opak
Verilen sekli koruyor,
o 200 fazla esnek degil
Verilen sekli koruyor,
PEG 300 fazla esnek degil
Verilen sekli koruyor,
Mw~125,000 (Mowiol 20-98) PEG 400 fazla esnek degil
Verilen sekli uzun
PEG 600 stire koruyabiliyor,
esnek
PEG 1450 (%50 suda) Fazla esnek degil,
Opak
PEG 200 Fazla esnek degil
PEG 300 Fazla esnek degil
. PEG 400 Fazla esnek degil
Mw~130,000 (Mowiol 18-88
W (Mowi ) PEG 600 Fazla esnek degil
PEG 1450 (%50 suda) | 222 esnek degil,
Opak
*9620’lik PVA cozeltileri igerisine PEG yapilart 500 rpm hizda karistirilarak damla
damla eklendi. Gorsel degerlendirmeler olusan kdpiiklenmenin gitmesi amaciyla
yaklagik 1 saat sonra yapildi.

59



BULGULAR G. M. GENCER

4.2. Sentetik Hidrojellerin jellesme ve ¢oziiniirliik yiizdelerinin incelenmesi

S-2, S-3 ve S-7 sistemleri 48 saat saf su icerisinde bekletildiginde sistemler
tamamen ¢oziindii. Diger sistemlerin jellesme ve ¢oziiniirliik ylizdeleri metot kisminda
belirtilen sekilde hesaplandi. Deneyler iigerli sekilde tekrarlanip, verilerin ortalamasi
alindi. Cizelge 4.2°de elde edilen sonuglar verilmistir.

Cizelge 4.2. Hidrojellerin jellesme ve ¢Oziiniirliik yiizdeleri

o. VYO . Vyl . | Wjel degeri Jellesme Coziiniirliik
PVAB:PECT degeri | degeri ©) Yiizdesi (%) | Yiizdesi (%)
(9) (9)
10:0.5: S-1 6.061 0.712 - - -

10:1: S-2 6.069 0.677 - - -
10:1.5: S-3 6.007 0.759 - - -
10:0.5: S-4 6.067 0.767 0.626 81.617 18.383

10:0.5: S-5 6.057 0.876 0.672 76.712 23.288
10:0.5: S-6 6.048 1.029 0,668 64.917 35.083

10:1: S-7 6.032 0.762 - - -

10:1: S-8 6.014 0.848 0.422 49.764 50.236

10:1: S-9 6.000 0.991 0,447 45.106 54.894
10:15: 5-10 Capraz bag olusumu sirasinda homojen karisim saglanamadigi

10:1.5: S-11 | igin testler yapilamadi. Ayrica olusan polimer diger sistemlere
10:1.5 g.12 | kiyasla bulanik goriinimdeydi.

*PVA= Mw~125,000 (Mowiol 20-98), B= Disodyum tetraborat dekahidrat
(Na2B40O7-10H20), PEG= Polietilen glikol 600

4.3. Sentetik Hidrojellerin Su Tutma Kapasitelerinin Incelenmesi

Sabit tartima gelinceye dek etlivde kurutulan hidrojeller 48 saat siiresince ortam
kosullarinda saf su icerisinde bekletildi. Siire sonunda suyu emmis olan hidrojeller bir
filtre kagid1 tlizerine hafif¢e tutularak yiizeydeki asir1 su tahliye edildi, hassas terazide
tartildi, su tutma kapasiteleri belirlendi. Cizelge 4.3’te sentetik hidrojellerin su tutma
kapasiteleri verilmistir.
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Cizelge 4.3. Sentetik hidrojellerin su tutma kapasiteleri

PVAB: * Wo degeri w1 degeri w2 degeri Su Tutma
(9) (9) (9) Kapasitesi (%)
10:0.5: S-1 6.061 0.712 - -

10:1: S-2 6.069 0.677 - -
10:1.5: S-3 6.007 0.759 - -
10:0.5: S-4 6.067 0.767 5.012 553.455

10:0.5: S-5 6.057 0.876 4.128 371.233
10:0.5: S-6 6.048 1.029 4.431 330.612

10:1: S-7 6.032 0.762 - -

10:1: S-8 6.014 0.848 14.135 1566.863

10:1: S-9 6.000 0.991 14.369 1349.949

*PVA= Mw~125,000 (Mowiol 20-98), B= Disodyum tetraborat dekahidrat
(Na2B40O7-10H20), PEG= Polietilen glikol 600

4.4. Sentetik hidrojellerinin Sisme Davramislarinin incelenmesi

Hidrojellerin sisme davranislari zamana, sicakliga ve pH degerlerine karsi
incelenmistir.

4.4.1. Sentetik hidrojellerin sisme degerlerinin zamanla degisimi

Elde edilen hidrojellerin zamanla sisme degerlerinin degisimi pH degeri 7.4°e
ayarlanmig simiile viicut sivist (SBF) igerisinde bekletilerek incelenmistir. Sentetik
hidrojellerin yiizde sisme degerleri ¢izelge 4.4 te verilmistir.
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Cizelge 4.4. Sentetik hidrojellerin sisme degerlerinin zamanla degisimi

3saat 6 saat 21 saat
48 saat
Wo w1 sonra sonra sonra sonra
PVA:B: * | degeri | degeri Wiis3 Wisis6 Wisis21
(9) (9) degeri | degeri degeri de\g:l?;s(g)
(9) (9) (9)
10:0.5: S-1| 6.048 0.714 3.118 3.271 3.454 -
10:1: S-2| 6.021 0.695 3.784 4.715 5.900 -
10:1.5: S-3| 6.037 0.741 2514 5.122 - -
10:0.5: S-4 | 6.025 0.776 2.991 3.110 3.432 3.403
10:0.5: S-5| 6.025 0.850 3.289 3.373 3.620 3.650
10:0.5: S-6 | 6.026 1.013 3.610 3.704 3.798 3.832
10:1: S-7| 6.015 0.768 4.960 5.214 5.681 5121
10:1: S-8 | 6.021 0.849 4.654 5.047 5.801 5.512
10:1: S-9| 6.011 1.013 4.286 4.59 4.992 4.859
*PVA= Mw~125,000 (Mowiol 20-98), B= Disodyum tetraborat dekahidrat
(Na2B407-10H20), PEG= Polietilen glikol 600

4.4.2. Sentetik hidrojellerin farkh sicakliktaki sisme degerlerinin incelenmesi

Hidrojellerin sisme degerleri; pH=7.4’e ayarlanmis fosfat tamponu igerisinde 4°C,
25°C ve 37°C sicakliklarda 48 saat siireyle incelendi. Cizelge 4.5’te 4°C’de, Cizelge
4.6’da 25°C’de ve Cizelge 4.7°de 37°C sicakliklarda 48 saat siireyle beklettilen hidrojel
orneklerinin verileri yer almaktadir.
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Cizelge 4.5. Sentetik hidrojellerin 4°C sicakliktaki sisme degerleri

(Na2B407-10H20), PEG= Polietilen glikol 600

PVA:B: - Wo ((i;)gerl W1 ((ig)gerl W4 C((gi;egerl Slsm(eo/lo))egerl
10:0.5: S-1 6.022 0.711 - -

10:1: S-2 6.056 0.699 - -
10:1.5: S-3 6.021 0.739 - -
10:0.5: S-4 6.001 0.769 1.381 79.584

10:0.5: S-5 6.040 0.852 1.502 76.291
10:0.5: S-6 6.002 1.009 1.557 56.293

10:1: S-7 6.001 0.764 2.072 171.204
10:1: S-8 6.061 0.855 2.209 158.362

10:1: S-9 6.023 1.015 1.948 91.921

*PVA= Mw~125,000 (Mowiol 20-98), B= Disodyum tetraborat dekahidrat

Cizelge 4.6. Sentetik hidrojellerin 25°C sicakliktaki sisme degerleri

w1l degeri
Sentetik
hidrojeller
PVA:B: - w0 degeri in 25°C | w25°C degeri | Sisme Degeri
T (9) sicakliktak (9) (%)
1 sisme
degerleri
()
10:0.5: S-1 6.099 0.728 - -

10:1: S-2 6.031 0.696 - -
10:1.5: S-3 6.015 0.738 - -
10:0.5: S-4 6.053 0.779 2.831 263.415

10:0.5: S-5 6.001 0.842 3.040 261.045
10:0.5: S-6 6.020 1.012 3.202 216.403

10:1: S-7 6.015 0.768 4.267 455.599
10:1: S-8 6.056 0.854 4.589 437.354

10:1: S-9 6.000 1.009 4.051 301.487

*PVA= Mw~125,000 (Mowiol 20-98), B= Disodyum tetraborat dekahidrat
(Na2B407-10H20), PEG= Polietilen glikol 600
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Cizelge 4.7. Sentetik hidrojellerin 37°C sicakliktaki sisme degerleri
PVA:B: - w0 degeri | wl degeri | w37°C degeri | Sisme Degeri
(9) (9) (9) (%)
10:0.5: S-1 6.003 0.709 - -

10:1: S-2 6.061 0.699 - -
10:1.5: S-3 6.005 0.737 - -
10:0.5: S-4 6.091 0.784 3.511 347.832

10:0.5: S-5 6.000 0.842 3.684 337.530
10:0.5: S-6 6.069 1.021 3.951 286.974

10:1: S-7 6.099 0.781 5.128 556.594
10:1: S-8 6.051 0.853 5.524 547.597

10:1: S-9 6.004 1.011 4.868 381.503

*PVA= Mw-~125,000 (Mowiol 20-98), B= Disodyum tetraborat dekahidrat
(Na2B407-10H20), PEG= Polietilen glikol 600

4.4.3. Farkh pH degerlerinde sentetik hidrojellerin sisme degerlerinin incelenmesi

Etlivde kurutularak sabit tartima getirilmis hidrojeller (w1) farkli pH degerlerine
sahip, pH=1, pH=5.5 ve pH=7.4"¢ olacak sekilde ayarlanmis ¢ozeltiler i¢erisinde 37°C
sicakliklarda 48 saat siireyle bekletilerek incelendi. Cizelge 4.8°de pH=1 olan, ¢izelge
4.9’da pH 5.5 olan ve Cizelge 4.10°’da pH=7 olan simiile sivilardaki sentetik hidrojellerin
sisme degerleri verilmistir.

Farkli pH degerlerinin eldesinde;
pH =1.0/0,1 M HCI ¢ozeltisi

pH = 55/10 mM Asetad tamponu
pH = 7.4 /50 mM trishidroksimetil aminometan ve 45 mM hidroklorik asit
kullanilda.
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Cizelge 4.8. Sentetik hidrojellerin pH=1 olan simiile gastrik sivisi i¢indeki sigme

degerleri
Wo degeri w1 degeri WpH=1 isme Degeri
PYABEEET © O | dcgai | )
10:0.5: S-1 6.051 0.710 2.460 246.479
10:1: S-2 6.032 0.722 2.340 224.100
10:1.5: S-3 6.016 0.716 2.421 238.128
10:0.5: S-4 6.018 0.764 2.522 230.105
10:0.5: S-5 6.015 0.851 2.734 221.269
10:0.5: S-6 6.005 1.002 3.213 220.659
10:1: S-7 6.020 0.754 2.422 221.220
10:1: S-8 6.033 0.844 2.709 220.971
10:1: S-9 6.009 1.010 2.837 180.891
*PVA= Mw~125,000 (Mowiol 20-98), B= Disodyum tetraborat dekahidrat
(Na2B40O7-10H20), PEG= Polietilen glikol 600

Cizelge 4.9. Sentetik hidrojellerin pH=5.5 olan simiile cilt sivis1 igindeki sisme degerleri

PVA:B: - Wo degeri w1 degeri WpH=55 Sisme Degeri
(9) (9) degeri (g) (%)
10:0.5: S-1 6.032 0.714 2.477 246.919
10:1: S-2 6.034 0.715 2.878 302.517
10:1.5: S-3 6.089 0.731 3.495 378.112
10:0.5: S-4 6.023 0.785 2.729 247.643
10:0.5: S-5 6.023 0.849 2.920 243.934
10:0.5: S-6 6.042 1.010 3.333 230.000
10:1: S-7 6.016 0.751 3.368 348.469
10:1: S-8 6.020 0.847 3.094 265.289
10:1: S-9 6.006 0.989 3.601 264.105
*PVA= Mw-~125,000 (Mowiol 20-98), B= Disodyum tetraborat dekahidrat
(Na2B407-10H20), PEG= Polietilen glikol 600
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Cizelge 4.10. Sentetik hidrojellerin pH=7.4 olan simiile viicut sivist igindeki sisme

degerleri
PVA:B:PEG* wo ?f"” wi ?ge)geri (‘;‘;%':;7(5 Sisme Degeri (%)
10:0.5: S-1 6.048 0.714 3.410 377.591
10:1: S-2 6.021 0.695 - -
10:1.5: S-3 6.037 0.741 - -
10:0.5: S-4 6.025 0.776 3.403 338.531
10:0.5: S-5 6.025 0.850 3.650 329.418
10:0.5: S-6 6.026 1.013 3.832 278.282
10:1: S-7 6.015 0.768 5.121 566.797
10:1: S-8 6.021 0.849 5.512 549.234
10:1: S-9 6.011 1.013 4.859 379.664
*PVA= Mw~125,000 (Mowiol 20-98), B= Disodyum tetraborat dekahidrat
(Na2B407-10H20), PEG= Polietilen glikol 600

4.5. Hibrit Sistem Denemeleri

Matriks sistemi hibrit olan sistem denemelerinde; polivinil prolidon (PVP),
karboksimetil seliiloz (CMC), agar-agar, polietilen glikol (PEG) ve gliserin farkh
oranlarda kullanilarak hibrit sistem hazirlanmistir. Cizelge 4.11°de hazirlanan hibrit
hidrojel sistemlerin goriintimleri yer almaktadir.
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Cizelge 4.11. Hibrit sistemlerde kullanilan maddelerin oranlar1 ve 6rneklerin goriiniimleri

Sistem Adi | o0 o eriy | Goriiniim
H-1 08:02:1:2:1
H-2 05:05:1:2:1
H-3 04:08:1:2:1
H-4 02:08:1:2:1

4.5.1. Hibrit hidrojellerin su tutma kapasiteleri

Hibrit hidrojellerin su tutma kapasiteleri sentetik hidrojeller ile ayn1 yontemde test
edilmistir. Elde edilen hibrit hidrojellerin su tutma kapasitesi Cizelge 4.12’de, pH=1 olan
simiile gastrik sivisi i¢indeki sisme degerleri Cizelge 4.13’te, pH=5.5 olan simiile cilt
stvist i¢indeki sisme degerleri Cizelge 3.14’te ve pH=7.4 olan simiile viicut sivisi1 igindeki
sisme degerleri Cizelge 3.15’te verilmistir.

Cizelge 4.12. Hibrit hidrojellerin su tutma kapasiteleri

Sistem Ad1 Wo degeri | widegeri | w2 degeri }S(u Tu'Fma_
apasitesi
(9) (9) (9) (%)
H-1 3.991 0.287 0.661 130.314
H-2 4.383 0.288 1.197 315.625
H-3 6.084 0.284 3.386 1092.252
H-4 7.436 0.3269 4.035 1134.322
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Cizelge 4.13. Hibrit hidrojellerin pH=1 olan simiile gastrik sivis1 i¢indeki sisme

degerleri
. Wo degeri | w1 degeri WpH=1 Sisme Degeri
Sistem Ad <.

‘ ‘ ) (@) | degeri(g) (%)
H-1 5.464 0.418 0.647 54.785
H-2 3.436 0.283 2.747 870.671
H-3 5.224 0.249 0.984 295.181
H-4 4.494 0.205 0.764 272.683

Cizelge 4.14. Hibrit hidrojellerin pH=5.5 olan simiile cilt s1vis1 i¢cindeki sisme degerleri

. Wo degeri | wi degeri WpH=55 Sisme Degeri
Sistem Adi a—
(9) (9) degeri (g) (%)
H-1 3.864 0.295 0.511 72.220
H-2 3.908 0.345 3.475 907.246
H-3 5.027 0.243 2.790 1048.148
H-4 3.205 0.159 2.005 1161.006

Cizelge 4.15. Hibrit hidrojellerin pH=7.4 olan simiile viicut s1vis1 i¢indeki sisme degerleri

. Wodegeri | wi degeri WpH=7.4 Sisme Degeri
Sistem Ad o .
' ' 9) (@) | degeri(g) (%)
H-1 5.108 0.375 1.942 417.867
H-2 6.984 0.474 1.808 218.435
H-3 7.256 0.335 1.150 243.283
H-4 7.247 0.320 0.815 154.687

4.6. Cekme-Kopma Testleri

SHIMADZU marka AGS-X serisi c¢ekme-basma test cihazi ile Orneklerin
maksimum gerilme, kopma gerilmesi ve % kopma gerinim degerlerine bakilmistir.
Ornekler yaklasik 20mm en, 100mm boy ve Smm kalinlik olacak sekilde hazirlanmis ve
cihaz ¢ekme hiz1 20mm/min olacak sekilde ayarlanmistir. Cizelge 4.16’da elde ¢ekme-
kopma verileri yer almaktadir. Sentetik hidrojel sistemler arasinda S-5, hibrit hirdrojel
sistemler arasindan ise H-4 sistemi kendi gruplarn igerisinde en yiiksek % kopma
gerilimini vermistir.
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Cizelge 4.16. Hidrojellerin ¢ekme-kopma test sonuglari

Maksimum | Kopma Kopma
. Adi Gerilme | Gerilmesi | Gerinimi
PVA:B: N/mm? N/mm? %
10:0.5: S-1 370.198 367.574 37.9569
10:1: S-2 448.930 438.477 58.2003
10:1.5: S-3 683.405 683.405 1.71387
10:0.5: S-4 300.446 268.536 59.1237
10:0.5: S-5 276.627 258.041 100.364
10:0.5: S-6 302.812 299.415 51.4036
10:1: S-7 302.073 302.073 33.5670
10:1: S-8 302.429 302.429 37.3303
10:1: S-9 257.285 236.620 41.3836
PVP:CMC:PEG: :Gliserin
04:08:1:7:1 H-3 12.5365 - -
02:08:1:7:1 H-4 62.3345 61.0026 31.0436

4.7. Antimikrobiyal Analiz Sonuclar

Elde edilen 6rneklerin bakteri analizleri gram negatif Escherichia coli (ATCC 11775) ve
gram pozitif Staphylococcus aureus (ATCC 25923) kiiltiirleri kullanilarak, JIS Z 2801
standard1 modifiye edilerek gerceklestirildi.

Bakteri analizi sonucunda (¢izelge 4.17) matriks sistemleri i¢in; MB ve TBO 40ppm, RB
icin 20 ppm konsantrasyon degerlerinin bakteri yiikiindeki log 3 ‘liikk azalmay1 sagladigi
saptand1. Hibrit sistemlerde diisiik aktivite goriindiigii i¢in in-vitro ¢aligmalarda sadece
sentetik hidrojel sistemleri ile devam edilmesine karar verildi.
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Cizelge 4.17. Antimikrobiyal analiz sonuglart

Bakteriyel yiikte %

Logaritmik azalma

Sistemler
azalma* lar1
Sentetik sistem - TBO E. coli S. aureus E. coli S. aureus
0 ppm 0 0 - -
5 ppm 0 0 - -
10 ppm 30.82 25.53 0.16 0.13
20 ppm 90.00 90.00 1 1
40 ppm 99.90 99.90 3 3
Sentetik sistem - MB E. coli S. aureus E. coli S. aureus
5 ppm 0 0 - -
10 ppm 35.43 35.10 0.19 0.19
20 ppm 98.71 90.00 1.89 1
40 ppm 99.90 99.90 3 3
Sentetik sistem - RB E. coli S. aureus E. coli S. aureus
5 ppm 76.01 66.25 0.62 0.47
10 ppm 99.26 99.00 2.13 2
20 ppm 99.90 99.90 3 3
Hibrit Sistem - RB E. coli S. aureus E. coli S. aureus
5 ppm 0 0 - -
10 ppm 0 0 - -
20 ppm 20.57 20.20 0.10 0.10
40 ppm 64.52 55.08 0.45 0.35
80 ppm 74.30 60.47 0.59 0.40
*Petri kabina uygulanan bakteri yiikii yaklasik = 10%- 2x10°

4.8. Hiicre Kiltiirii Testleri
4.8.1. Endotel hiicre kiiltiira testleri

Hiicrelerin pasajlanmasinda, normal hiicre hatti olarak insan gobek ven
damarindan tiiremis olan endotel hiicre (Human Umbilical Vein Endothelial Cells;
HUVEC) dizileri kullanilmigtir. Testler sonucunda elde edilen HUVEC’lere ait inverted
mikroskop goriintiileri inkiibasyonlardan 24 saat sonra olup hiicreler PBS icerisindeyken
4X biiyiitmeyle alinmis ve kontrol grubu ile morfolojik olarak karsilagtirilmistir. Sekil
4.1°de hiicre ekimi yapilan cozeltideki Orneklerin 24 saat sonraki goriniimii yer
almaktadir. Sekil 4.2, 4.3 ve 4.4’te fotosensitizorlerin HUVEC ile MTT sonuglar1
grafiksel olarak belirtilmistir. Cizelge 4.18’de HUVEC ile MTT denemelerinin standart
sapmalar1 belirtilmistir.
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Sekil 4.1. HUVEC hiicrelerinin kontrol grubunun sadece jel olan ve fotosensitif madde
iceren jeller ile inkiibasyon sonucundaki morfolojisi.

MB %canlilik
100,0
75,0
=
=
8 50,0
X
25,0
0,0
KONTROL JEL MB

Sekil 4.2. MB ve HUVEC ile MTT sonuglari

71



BULGULAR G. M. GENCER

TB %canlilik
100,0
75,0
x
<
8§ 500
X
25,0
0,0
KONTROL JEL 8

Sekil 4.3. TBO ve HUVEC ile MTT sonuglari

RB %canlilik
100,0
75,0
]
<
& 50,0
X
25,0
0,0
KONTROL JEL RB

Sekil 4.4. RB ve HUVEC ile MTT sonuglar1

Cizelge 4.18. HUVEC ile MTT denemelerinin standart sapmalari

%  Canhilik % Standart Sapma
Kontrol 100 1.63
Hidrojel sistem 74.76 5.57
Hidrojel sistem + RB 32.01 7.89
Kontrol 100 0.77
Hidrojel sistem 71.49 4.17
Hidrojel sistem + MB 74.44 8.29
Kontrol 100 2.36
Hidrojel sistem 82.85 5.72
Hidrojel sistem + TBO 68.93 16.17

4.8.2. Fibroblast hiicre kiiltiirii testleri

Calismada, L929 insan fibroblast hiicreleri kullanilmistir. Sekil 4.5, 4.6 ve 4.7°de
farkli sistemlerin genis bir konsantrasyon araligindaki (1ppm, Sppm, 10ppm, 50ppm,
100ppm, 500ppm ve 1000ppm) MTT test sonuglar1 verilmistir.

72



G. M. GENCER

BULGULAR

yst

Yvrim

yzim
yom

noNuos 159} [ LN WISI uIdouIQ udIddr gy °s

(wdd) uoAsenjuesuoy

00T 0s [*14 < T THLINA

R4 EN

+81 =g +M81 =S +81 5] +M81 - s + M5 =81 +81 - Mg

| —= |
l | :
L = — = — L

L

Aessy 11N 6261 - 94

Aipue) %

73



G. M. GENCER

BULGULAR

nonuos 1s93 I LA U1d1 urdauiQ uaiddl g "9y IS

(wdd) uoAsenuesuoy

0001 00s 00T 0s o1 < T THLNMN

+M81 1] +M81 -s + M8 - + N8I 1] +M81 -s 7 + M8 - +81 =S + 81 -

- .. - - - -
Y L | |

yswy o

Yyrzm 1

yzim i | "

yom _ .

08

Aessy 111N 6261 - 9IN

Aue) %

74



G. M. GENCER

BULGULAR

(wdd) uoAsenuesuoy
[ ot

- M8 +M151 -8

nonuos 193 I LA U1d1 urdourQ ud1ddt QgL L'y IPRS

+1%1 R H] + 151 -aé

o

Aessy L1IN 6261 - 091

Aued %

75



G. M. GENCER

CLET] ¢8TC €01 6F6 0 | ST El 08¢T 60E 11 [108°C orL < LST'E 2066 £I89 orc 6 OLG6 LI C1091 +90 L adrsysr
6SS°L | S86'T | FL6T | 0£L9 | +LFT | Ss6'8 | 898°L | €86'T | €r1'L | 09st | L10°S | 9059 | 98Tt | 6L0'6 | LTT9 | +I1T9 |ALSUPT
CHR'T | S18°¢ | £89°F | 660°T | 8907 | 08t'L | S8E'6T | S8I1°0 | €568 | €6S°91 | €6£6 | THOTI | 9LLS | SPEO | 9L€¢ | 668 |ALSUTT
C89°C | PL8'P | S8O'TT |SIH' 11| 1809 | SI¥'11 | TSET | 6v9°0 | 019t | 64T | $06'6 | 66T1 | v€9°1 | +€9°'1 | $86°L | si€L | ALSY9
+MIST | - MISI| +MIST |- MISI | +MISI | - MIST | +MISI | - MISI | +MIST | - MISI | +MISI | -MISI | +MISI | -MISI | + MISI | - MISI d
ewdeg
Mepue)s
wdd goo1 widd s wdd gg1 wdd g wdd g1 wdd g wdd | [enuoy
6¥L T E8¢ ¢ €01 07290 | 9¢9¢<9 98¢ F1 CE909L | 608 | 198 <t | 08t 96 | FI0O9CST | L6016 | RS OLET | 6896 001 001 q8r
98Tt | 0000 | 06T | 066 T | 000°0£ | 69T | S06'19 | 090°88 | FIL'STI [$66°00T| 161°9€T | 0L6'SOT [ F1L°S01 | €86°T01 | 001 001 qrz
0 660°T | SLO'T | L6TE | 8099 | S6L'TL | TTOOR | STH'TS | 061°€6 | SOS'H6 | LPT1TT | 6LT°LS | F9SITI | 8ST°60T| 001 001 q
S6H1T | S19°81| 9TL°LT |LFTES| 98S°TL | LFTES | 108°€8 |6+9°001 | 0L9°S8 |6F9°001| SEL°+S | 10L°86 | 816'S6 | 81686 | 001 001 49
+MIST |- MISI| +MIST |- MISI | +MISI | - MIST | +MISI | - MISI | +MISI | - MISI | +MISI | -MISI | +MISI | -MISI | +MISI | - MISI
uewez
wdd gpo1 wdd gos wdd o1 wdd gg wdd o1 wdd ¢ wdd | [ouoy|

BULGULAR

Lre[ewdes 1epue)s oA LIB[ONUOS 159} [ 1A UISoulQ [ofoipry uaiodt gy "¢ 98921

76



G. M. GENCER

e | RIET e | vZS0 6570 66¢C [LT9 | +9¢7% L69't orT9 6F'L 65t 61 | 8LOCI €209 | 0T8I 6099 (LIS YSt
£0TT | 60L°1 100 | TOO'E 10¥°0 650V IT8'8 | S6v' < | 6VTET | VLG L9909 169°¢ 90v'C L6SL VLV T S006 (AISUFT
OFT'T | OT80 [ 9TI€T | €LV0 | T6VT | OT80 | 0659 | 90T9 | 9L£€ | 9SL°€ | O8V9 | VOST | OPEOT | 6LSS 6989 | 6L£0T |ALSUTI
1261 | $9¢7°1 PoOr'c | 898°0 | THe'T 9€6'C 9799 | TEl's | LI¥Y | TTS9 | 1960 [€€°L re0'6 568 S yail LTTYO [ AISY9
+MISI | - MISI | + MISI |- MISI| +MISI | - MISI | +MISI |- MISI | + MIST |- MISI| +MISI | - MISI | + MISI | -MISI | + MISI | - MISI 3
ewdeg
Jepuels
wdd goo1 wdd gos widd go1 wdd g¢ widd o1 wdd ¢ wdd 1 [onuoy|
9860 | rLTO | t6L0 0 16570 0 688°L | 0SE°L | L8LE WK |9L8°0T| 0ST'6E | 8S9°IS | 9€¥°L6 | 091796 001 001 4 8y
68¢°1 0 9F0 | 6E1°T | 0T9'1 6V8°C | TPE9Et [9T6'ST| L9999 |STTIL| LESVL | PLOWL | TTIT98 | €SVI6 001 001 L 4
8590 0 8590 | €LT0 | 18T 0 OEF'0S |068°6E | 1SLFL |OLL'SL)| LVO'SL | LO¥'EL | s0€'S6 | THI'SL 001 001 qzI
LELL | 006°6 | S88VT [VE6EL| VISST | VLLG | 96TL9 |€6E°LS| LSSE] | I8V T6| 6VSvo | PSLTOT | 996 | VYL L6 001 001 99
+MIST | - MISI | + MISI |- MISI| +MISI | - MISI | +MISI |- MISI | +MIST |- MISI| +MISI | - MISI | +MISI | -MISI | + MISI | - MISI
uewe7
wdd goo1 wdd gos wdd o1 wdd gg widd o1 wdd g wdd [o.nuoy

BULGULAR

1e[ewdes 1epue)s oA LIR[dNUOS 1591 I A uI3ouiQ [ofoipry uaiddt giN 07 9919Z1))

77



G. M. GENCER

0CR'1 rot | 0CR 1 [€80 SCro 0001 9880 teLC 66011 [t e ool crr 1 6L6'T CLLT 88¢9 |ALSYSr
OLFT | 166 | L91°T | €I1°€ | 160°€ | 8SE€T | +I16t | €689 | $9L0 [bSEST| 2Lt | T16€s | LISL | €689 | 0ZT6 | $TT9 |ALSUPL
T6T'0 | 660°1 | THO'T | 69T°1 | 9¢€°T | €061 | SL80 | €9L'T| T8L'O | €90°L | T8L°T | 1096 | 60801 | +T6'L | 90901 | ss6't |ALSUTI
[€LF | 9080 | 626'F | €P€T | LSTT | #81°1 | 9¢v's | SLL°0 | 981°T | #€0°t | 190°€ | L£6°T | +00T | 0s6'1 | 9¢L'8 | 101t | ALSU9
+MISI | - MISI | +MISI |- MISI| +MISI | -MISI | +MISI |- MISI | + MISI |- MISI | +MIST | -MISI | +MISI | - MISI | + MISI | - MISI q
ewdeg
yepue)s
widd ggo1 wdd ggs wdd go1 wdd ¢s wdd o1 wdd g wdd [onuoy
£C6'1 09<°1 C8C'1 £ee 9200t [S8°0 3 e 60L0 L8Y T | PTOTE| T0E €1 OISt | PO6 6L | OLT 9L 001 001 q8sr
168°T | 6T8°€ | 1681 | 6T8°€ | +96'F | 06t'S | +96'F |T98°9T | 8S8'61 [TTO'EH| 0£0°69 | T88'SH | 910°16 | LET'E€S | 001 001 q+7
OFE T | 660°T | THS0 | €£99°C | SLSL | €659 | TITTI | €99°€ | 8LI'TS [TO6'SL| +08°€9 | ++9°88 | 8¢8°¢8 | 01068 | 001 001 qz1
OLS'L |SSSS'S| 6v6'61 |6689°6| TET6T | 11T+ | S1S9T [LLOOT| STOOT [91+°L6| LOL'S6 | TO0'86 | +THT6 | 88888 | 001 001 q9
+MISI | - MIST | +MISI |- MISI| +MISI | -MIST | +MISI |- MISI| + MISI |- MISI | +MIST | -MISI | + MISI | - MISI | +MISI | - MISI
uewez
wdd ggo1 wdd gos wdd go1 wdd gg wdd o1 wdd ¢ wdd | [onucy

BULGULAR

1efewdes Jepue)s oA LIR[ONUOS 1593 I A uIdaui [ofoipry uaiddt Og.L 17 ¥ 2819Z1)

78



BULGULAR G. M. GENCER

Fibroblast hiicreler i¢in hiicre migrasyon deneyi icin, fibroblast hiicreleri ile
yapilan MTT testi sonuglarina gore ylizde canliliklar1 dikkate alinarak RB i¢in Sppm, MB
icin Ippm ve TBO i¢in Ippm optimum konsantrasyonlar olarak belirlenmistir.
Uygulanan prosediirler sonucunda hiicrelerin 10X objektifte ¢ekilen fotograflar sekil
4.8’de yer almaktadir.

Kontrol RB (5 ppm) MB (1 ppm) TBO (1 ppm)

0. saat

24. saat

10X Objektif

Sekil 4.8. Hiicre migrasyon deney sonucu

4.9. Ortam Kaynakh Mikrobiyal Gelisim

Petri kabi igerisinde bekletilen 20ppm fotosensitizor madde iceren ornekler
petrilerin kapaklar1 agik bir sekilde hava giines 15181 alan bir ortamda ve karanlik bir
ortamda ayr1 ayr1 1 giin boyunca bekletilmis sonrasinda kapaklar1 kapatilarak inkiibasyon
firnia alinmistir. Cizelge 4.19°da siire¢ sonrasinda petri kaplarinda olusan mikrobiyal
gelisim goriilmektedir.

Cizelge 4.22. Ortam analizi

TBO 20 ppm

Karanhk
Ortamda

Giines Isig1
Alan Ortamda
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4.10.Hidrojellerin pH=5.5 olan simiile cilt sivisi icindeki salinim miktarlari

Simiile viicut sivisi (SBF) igerisinde 6 saat siiresince bekletilen 20ppm
fotosensetizor madde igeren hidrojel 6rnekler her yarim saatte bir Varian Cary 5000 Bio
UV-Vis spektrofotometre cihazi ile absorbans oOlgiimleri alindi. Sekil 4.9’da TBO,
4.10’da MB ve 4.11’de RB igeren hidrojellerin zamana bagimli olarak SBF ¢ozeltisi
icerisindeki salinimini1 ve bu ¢ozeltideki absorbans degisimi gosterilmektedir. Cizelge
4.20’de 6 saat siiresince fotosensetizorlerin SBF ¢ozeltisi igerisine salinim miktarlari
verilmigtir. Salinim  miktarlarin1  hesaplayabilmek i¢in TBO, MB ve RB
fotosensetizorlerinin 5 farkli konsrantrasyonda ¢ozeltileri hazirlanarak konsantrasyona
kars1 absorbans grafikleri ¢izilmistir. Sekil 4.12 TBO, sekil 4.13 MB ve sekil 4.14 RB
iceren hidrojellerin zamanla yaptiklar1 salinim miktarlarinin grafige aktarilmis halidir.

3.5 7 — 05hTBO
1 ——1hTBO
3,0 1 ——15hTBO
1 ————2hTBO
25 A 2.5h TBO
|7 3h TBO
w 204 3.5h TBO
§ ——4hTBO
5 154 ———45hTBO
§ ——55hTBO
fo- 6 h TBO
0,5
0,0 = —
-0,5

T T T T T T T T T T T T T
200 300 400 500 600 700 800
Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.9. Icerisinde TBO fotosensetizorii bulunan hidrojelin salimm yaptigi SBF
¢ozeltisinin absorbans degerleri

80



BULGULAR G. M. GENCER

——05hMB

——1hMB

307 ——15hMB

——2hMB

25- — 25hMB

——3hMB

—35hMB

o 207 — 4hMB

3 ——45hMB

5 151 — 55h MB

2 —— 6hMB
1,0
0,5
0,0 H

T T T T T T T T T T T T T
200 300 400 500 600 700 800
Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.10. igerisinde MB fotosensetizorii bulunan hidrojelin salimm yaptigi SBF
¢ozeltisinin absorbans degerleri

3,0 4
] — 05hRB
——1hRB
2.5 A — 15hRB
1 — 2hRB
2.0 - ——25hRB
» —3hRB
§ ———35hRB
5 0 ——4hRB
3 ——45hRB
< 0 ——55hRB
——6hRB
0,5 1
0,0 1

T T T T T T T T T T T T T
200 300 400 500 600 700 800
Dalga boyu (nm)

Sekil 4.11. igerisinde RB fotosensetizorii bulunan salmim yaptigi SBF ¢ozeltisinin
absorbans degerleri
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Cizelge 4.23. Fotosensetizor iceren hidrojellerin SBF c¢ozeltisi igerisindeki salinim

miktari

TBO igeren hidrojelin SBF icerisindeki konsantrasyon degerleri

05h | 1h [ 15h | 2h 25h 3h | 35h | 4h 45h | 55h | 6h
016 [ 029 | 044 | 064 | 071 | 080 | 0.83 | 0.94 1.03 1.11 | 1.31
MB iceren hidrojelin SBF icerisindeki konsantrasyon degerleri
05h | 1h [ 15h | 2h 25h 3h | 35h | 4h 45h | 55h | 6h
0,13 (0,34 | 048 |065| 0,72 | 0,82 | 0,86 | 1,04 1,14 1,23 | 1,49
RB iceren hidrojelin SBF icerisindeki konsantrasyon degerleri
05h | 1h [ 15h | 2h 25h 3h | 35h | 4h 45h | 55h | 6h
0.16 | 019 | 023 | 033 | 058 | 0.62| 0.70 | 0.82 0.87 1.13 | 1.14
14 Konsantrasyon (ppm)
1,2
1
0,8 y=0,1919x + 0,1578
0,6
0,4
0,2
0 Saat
0 1 2 3 4 5 7

Sekil 4.12. TBO igeren hidrojelin SBF igerisindeki salinim grafigi
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1,6 Konsantrasyon (ppm)

14

1,2

y=0,221x+ 0,128

0,8
0,6
0,4
0,2

0 Saat

Sekil 4.13. MB iceren hidrojelin SBF igerisindeki salinim grafigi

1.4 Konsantrasyon (ppm)

1,2

0,8

0,6 y =0,1964x + 0,009

0,4
0,2

0 Saat

Sekil 4.14. RB igeren hidrojelin SBF igerisindeki salinim grafigi
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4.11.FTIR spektroskopisi ile yapr analizleri

FTIR ile yap1 analizleri fiziksel, biyolojik testler vb. olumlu sonug aldigimiz S-4, S-
5 ve S-6 sentetik hidrojel sistemleri dikkate alinarak incelenmistir. Sekil 4.15°te nihai
olarak fotosensetizor boyar maddelerinin yiiklenmesine karar verilen S-4 sisteminin yap1
karakterizasyonu i¢in bakilan FTIR analiz sonucu gosterilmistir. Sekil 4.16’te belirtilen
S-4, S-5 ve S-6 sistemlerinin kargilastirilmasi ise formiilasyon oranlarindaki degisiklikler

sonucunda yapida olusan ¢apraz baglarin yorumlanmasi amaciyla verilmistir.

TRANSMITANS (%)

2950

0,8

30100 ' 29I00 ' 28'00 '
DALGA SAYISI (em”)

t

T e T %
3200 3100

-
=N
|

—
o
| 1

o
©
A l

o
oo
A l

o
»
l A

TRANSMITANS (%)
9
1

o
()}
AL l A

T
2700

| 1o
1879 |
1 1272 1082
1425

%20 PVA
0,4 + ——PEG 600
E 5 %4 Borax
0.5 3300 —55
1 1 1 1 1 1 - 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

DALGA SAYISI (cm™)

Sekil 4.15. S-5 sisteminin FTIR spektrumu
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o o o
(o)) ~l [o]
| L | |

o
(8]
| L

TRANSMITANS (%)

o
=Y
| L

0,3 - 3300

0,2 T T T T T |
4000 3500 3000 2500
DALGA SAYISI (cm™)

Sekil 4.16. S-4, S-5 ve S-6 sistemlerinin FTIR spektrumlarinin karsilastiriimasi
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5. TARTISMA

Yara iyilesmesi karmagik biyokimyasal ve hiicresel olaylar1 igermektedir. Bir
yaranin iyilesmesi derinligine, sekline, enfeksiyon durumuna, tedavi yontemine, ¢evresel
sartlara, hastanin yasina, tibbi gegmisine vb. birgok faktore bagli olarak aylar ve hatta
yillar alabilmektedir. Yaralarin zor iyilesmesi yasam kalitesini azaltan, enfeksiyon ve
hatta 6liim riskini arttiran bir durumdur. Yara tedavisinde kullanilan yara ortiileri yara
iyilesmesindeki rollerine bagli olarak pasif veya aktif yara Oortiileri olarak
siniflandirilabilir. Pasif yara ortiileri, temel seviyede sadece yaralanan bdlgenin
kapatilmasin1 saglayan, c¢evresel etkenlere karst kismi bir bariyer gorevi goren
pansumanlar iken, aktif yara ortiileri ise yara tedavisini kolaylastiran, antimikrobiyal etki
gosterebilen ve yara iyilesmesini hizlandiran pansumanlari ifade etmektedir.

Hasarli cilt bolgesinde enfeksiyona kars1 koymak i¢in satilan aktif yara ortiilerinin
cogunda yaygin olarak antibiyotikler tercih edilmektedir. Kullanilan antibiyotikler genis
bir yelpazedeki bakterileri hedef almaktan ¢ok spesifik mikroorganizma tiirlerine karsi
etki etmektedir. Antibiyotiklere alternatif olarak kullanilan, giiglii antimikrobiyal etki
gosterdigi bilinen yapisinda giimiis, bakir gibi metalleri barindiran {iriinler ise dogal
diren¢ mekanizmalarimiz1 olusturan viicut florasini yiiksek oranda bozmaktadir. Tez
calismasi sonucunda elde edilen igerisine fotosensetizor maddeler yiiklenmis hidrojel
yara Ortiilerinde kullanilan maddeler viicut florasini bozmadan, kontrollii bir sekilde etki
etmektedir. Isikla aktive olan fotodinamik terapi (PDT), uzun zamandan beri dermatoloji,
kanseroloji, kulak burun bogaz, jinekoloji, gastroenteroloji, tiroloji vb. Cesitli hastaliklar
icin onaylanmis bir tedavi tiiriidiir. PDT'de kullanilan PS, uygun dalga boyunda 15181
absorblayarak reaktif oksijen tiirlerini (ROS) olusturabilen bir maddedir. ROS, hedef
hiicrelerde mutajenik veya genotoksik etki olmadan sitotoksik etkiler {iireterek
antimikrobiyal aktivite gostermektedir. Fotodinamik tedavi imkani sunan bu ortii cilt
ylizeyinin belirli bir katmanina kadar penetre olabilme, kontollii salinim yapabilme,
bakteri, virlis ve mantar gibi bircok mikroorganizma {izerinde antimikrobiyal etki
gosteme gibi birgok 6zellige sahiptir. Tez ¢alismasinda kullanilan RB’in derin dermal
tabakalara (Maha-Fadel 2011), MB’nin dermis tabakasina (Genina 2004), TBO’nun
epidermis tabakasina (Garcia 2017) kadar penetre olabildigi ile ilgili caligmalar vardir.
Bu fotosensetizor maddelerin kontrollii salinim1 sayesinde uygun dalga boyunda 151k
verildigi zaman hasarli dokunun zararli mikroorganizmalardan arindirilmasi
saglanabilecektir. Fotosensetizorlerin yiiklendigi hidrojel yap1 ise yiiksek oranda sudan
olusmaktadir. Bu durum yara iyilesmesi i¢in onemli goreve sahip olan Ekstraseliiler
matriks (ECM) yapisin1 desteklemekte ve yara iyilesmesini hizlandirmaktadir. Ayrica
hidrojel yapisinin yiiksek oranda sudan olugsmasi nedeniyle yara Ortiisiiniin 6z 1s1sin1
diisiik olacagindan, ortiiniin yaray1 sogutarak aciy1 azaltacagi diisliniilmektedir.

Tez ¢alismasinda Oncelikli olarak fotosensetizor maddelerin depolanacagi uygun
fiziksel ozelliklere sahip polimer sistemin eldesi {izerine ¢alismalar yapilmistir. Birgcok
polimer sistemi ilizerinde 6n denemeler yapilmasina ragmen sentetik sistem i¢in 125,000
molekiil agirligma sahip PVA ve PEG 600’iin uygun oldugu saptanmistir. Oncelikli
olarak hibrit sistemlerin jellesme ve ¢6ziiniirliik yiizdeleri incelenmis saf su i¢erisinde 48
saat bekletilen 6rneklerden S-4 ve S-5 %75 ve iistii jellesme 6zelligi sergilemistir. Yapiya
PEG katilmasinin jellesmeye olumlu yonde etki ettigi fakat PEG miktarindaki fazla
artisin  jellesmeyi azalttigr goriismiistiir. Sekil 5.1°de bu durum grafik {izerinde
anlatilmistir. Aym1 zamanda ¢apraz bag olusturma amaciyla kullanilan disodyum
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tetraborat dekahidrat’in yapilan denemeler sonucunda PVA ile agirlik¢a oraninin 1/20
oldugu sonucuna varilmistir. Bu polimer oranlarindaki degisimin jellesme/¢oziliniirliige
etkisinin; optimum polimer oranlar1 disinda ¢alisildiginda polimer zincirlerinin kiigiik
kiimelenmeler olusmasi ve zincirlerin birbiri arasinda zayif fiziksel baglar yapmasindan
kaynaklandig1 diistiniilmektedir.

JELLESME YUZDESI %
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Sekil 5.1. PEG miktarinin jellesme yiizdesine etkisi (PVA:B:PEG = 10:05:X)

Sentetik hidrojellerin su tutma kapasiteleri incelendiginde (Sekil 5.2) capraz
baglayicinin fazla kullanildigi durumlarda yapida daha cok su tutabildigi gorigmiistiir.
Fakat bu durum polimerin ¢6ziinmesine sebep olmaktadir.
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Sekil 5.2. Sentetik hidrojellerin su tutma kapasiteleri (PVA:B:PEG = 10:05:X)

Hidrojellerin su tutma kapasiteleri, elde edilen ¢oziiniirliik yiizdeleri ile tutarlidir.
S-4 hidrojeli kuru agirliginin 721.58 kati, S-5 hidrojeli kuru agirliginin 423.78 kati ve S-
6 hidrojeli kuru agirliginin 321.294 kati saf su absorbe etmistir. S-6 sisteminde S-4’ten 5
kat, S-5 sisteminde S-4’ten 2.5 kat daha fazla PEG kullanilmistir. PEG daha sonra da
bahsedecegimiz gibi yapiya esneklik kazandirmasinin yani sira polimer zincirleri
arasinda daha fazla fiziksel bag olusumunu sagladigindan dolay1 saf su tutma kapasitesini
azaltmigtir. Nitekim S-8 ve S-9 sistemlerinde de bu durum goriilmektedir. Sentetik
hidrojellerin sisme degerlerinin zamanla degisimi incelendiginde (Sekil 5.3) S-4
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hidrojelinde 48 saatte sisme degerindeki azalma aslinda hidrojelin bir kisminin ¢oziinerek
siviya karistirinin gostergesidir. S-5 ve S-6 hidrojelleri suyu absorblamaya devam
ederken, S-7, S-8 ve S-9 hidrojellerinde ¢6ziinmeler baglamistir.

SiSME DEGERI
4,000
3.832
3.798
3.800
3.704
3.650
3.610 3.620
3.600
3.432
3.403
3.400 3.372
3.289
3.200
3.119 54
5-5
2.991
3.000 5-6
2.800 SAAT
3 6 21 48

Sekil 5.3. Sentetik hidrojellerin sisme degerlerinin zamanla degisimi

Hidrojellerin farkli sicakliklardaki sisme davraniglari incelendiginde (Sekil 5.4),
sicaklik artigi ile polimer zincirlerinin hareketliligi de benzer oranda artacagindan suyu
absorblama miktarlar1 artmistir. Fosfat tamponu igerisinde ve 37°C’de bekletilen S-4, S-
5 ve S-6 orneklerinin sisme degerleri sirasiyla kendi kuru agirliklarinin 443.663, 400.867
ve 281.071 katidir. Farkli pH degerlerinde ise hidrojel 6rneklerden yine S-4, S-5 ve S-6
sistemleri diger sistemlere kiyasla olumlu sonug¢ vermistir.
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Sekil 5.4. Sentetik hidrojellerin farkli sicakliklardaki sisme davranislar

Hibrit sistem denemelerinde; 6n ¢alismasi yapilan birgok sisteme kiyasla PVP,
CMC, PEG, agar-agar, gliserin igeren sistemlerin fotosensetizorleri yiiklemek igin gerek
fiziksel oOzellikleri gerek optik Ozellikleri bakimindan uygun olabilecegi sonucuna
varimstir. H-1, H-2, H-3 ve H-4 Hibrit hidrojellerin % su tutma kapasiteleri sirasiyla
incelendiginde 130.314, 315.625, 1092.252 ve 1134.322 degerleri bulundu. Polimer
karisiminda CMC miktarindaki arttirmanin ve PVP miktarin1 azaltmanin su absorblama
kapasitesini arttirdigi goriilmiistiir. Farklt pH=1 degerlerinde hibrit polimerlerin sisme
degerlerine bakildiginda, H-1 hidrojelinin sisme degerinin az oldugu H-3 ve H-4
hidrojelinin kabul edilebilir sinirlarda oldugu fakat H-2 hidrojelinin bozulmaya
baglamasindan dolay1 sisme degerinin yiiksek ¢iktigi farkedilmektedir. pH=5.5 olan
simiile cilt stvisinda ise H-2, H-3 ve H-4 hidrojelleri yiiksek oranda sisme gdstermis fakat
parcalanmamiglardir. pH=7.4 olan simiile viicut sivis1 ¢ozeltisinde ise PVP polimerini
fazla iceren H-1 sisteminin digerlerine kiyasla daha ¢ok suyu absorbladig1 goriilmektedir.

Cekme-kopma test sonuglart incelendiginde (Sekil 5.5) sentetik sistemlerden
PVA:B:PEG orani sirastyla 10:0.5:2.5 olan S-5 sisteminin, hibrit sistemlerden ise
PVP:CMC:PEG:Agar:Gliserin orani sirastyla 0.2:0.8:1:2:1 olan H-4 sisteminin kendi
gruplart igerisinde en iyi kopma gerilimi degeri verdigi gozlemlenmistir. Sentetik
sistemlerde polimer sisteme PEG esneklik katmasi amaciyla koyulmasina ragmen daha
once de bahsedildigi gibi fazla miktarda PEG ilavesinin sistem igerisinde polimer
kiimelenmelerine neden oldugu ve bu durumun esnekligi azalttigi yoniinde yorum
yapilabilir.
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Sekil 5.5. Sentetik hidrojellerin ¢ekme-kopma test sonuglar1 (PVA:B:PEG = 10:05:X)

Antimikrobiyal test sonuglari incelendiginde sentetik hidrojel sisteminde TBO
kullanildig1 zaman bakteriyel yiikte dikkate deger azalma 20ppm’de log 1, 40 ppm’de log
3’liik bir azalma seklindedir. Bu degerler MB kullanildig1 zaman biraz daha yiiksektir.
RB’de ise bakteriyel yiikte 10 ppm’de log 2°lik, 20ppm’de log 3’liik azalma gozlenmistir.
Hibrit sistemde ise RB fotosensetizorlii 80ppm konsantrasyona sahip Ornekte bile
bakteriyel yiiklerde dikkate deger bir azalma goézlenmemistir. Bu sebeple sonraki
calismalar sentetik hidrojel sistem iizerinden devam etmistir.

Onceki boliimlerde bahsedildigi gibi kullanilan fotosensetizér maddelerden RB
anyonik, MB ve TBO ise katyonik yapida bilesiklerdir. MB 666 nm'de gmaks ~ 82.000 M~
L em?, TBO 630 nm'de emaks (630 nm) ~ 51.000 M cm™ ile, RB 549 nm'de &maks ~
100.000 M* ¢cm™ ile maksimum absorbans yapmaktadir. Antibakteriyel analizde kullani-
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Sekil 5.6. Gram negatif ve gram pozitif bakterilerin hiicre yapisi

lan E. coli gram negatif, S. aureus ise gram pozitif bakteri tiirleri arasindadir (sekil 5.2).
Gram-pozitif ~ bakteriler, ¢ogunlukla  besin  maddelerinin,  glikopeptitlerin,
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polisakkaritlerin ve fotosensetizorlerin gecirgenligine izin veren yapidadir. Dis zarlarinin
gozenekliligi nedeniyle daha kolay fotoaktif hale getirilebilmektedir. Gram-negatif
bakteriler ise, sadece diisiik molekiiler agirlikli molekiillerin porin kanallarindan gegisine
izin vermektedir. Fakat gram negatif bakterilerin hiicre duvarinin yapisindaki
lipopolisakkaritler, giiclii bir negatif yiik olusturdugu i¢in katyonik fotosensetizor
bilesiklerin kendilerine ¢ekerler, diflizyon siirecini kolaylastirirlar. Benzer sekilde gram
pozitif bakterilerin de hiicre duvarlar1 negatif yiikliidiir. Bu negatif yiikiin nedeni,
peptidoglikana veya alttaki plazma membranina bagli teikoik asitlerin varligidir (Spagnul
2015). Tez galismasinda kullanilan TBO ve MB pozitif yiiklii olmalari sebebiyle hem
gram negatif hem de gram pozitif bakterilere karsi etkilidir. Ayrica katyonik
fotosensetizorler yara dokusundaki Okaryotik hiicrelere kiyasla bakteri hiicrelerine,
bakteri hiicrelerinin bu fotosensetizorlere daha hizli baglanmasi nedeniyle ¢evre dokulara
hasar vermeden segicilik saglamaktadir (Vatansever 2013). Fakat TBO ve MB, RB’e
kiyasla diisiik singlet oksijen kuantum verimine sahiptir. Tez ¢aligmasinda da RB diger
fotosensetizorlere kiyasla daha yliksek antimikrobiyal etki gostermistir. RB literatiirde
gram pozitif bakterilere kars1 en ¢ok kullanilan bilesik olmasina ragmen (Spagnul 2015)
yiiksek singlet oksijen kuantum verimine sahip olmasindan dolay1 tez ¢alismasinda iki
tiirde de yliksek antimikrobiyal etki gdsterdigi diistintilmektedir. Ayrica polimer yapinin
gozenekliginin yiiksek olmasiyla radikal oksijen tiirlerinin hedef mikroorganizmalari
oldiirmesi icin erigebilirligini artmaktadir. Bdylelikle antimikrobiyal analiz sonuglari
incelendiginde tez ¢alismasinda kullanilan hidrojel sistem de fotosensetizorlerin hedef
hiicrelere erisebilirligi artmistir.

Hiicre kiiltiirii testleri ilk olarak endotel hiicre kiiltiirleri ile log 3’liik bakteri
analizinde aktivite gosteren TBO ve MB i¢in 40 ppm, RB icin 20 ppm iceren hidrojel
sistemleriyle denendi. Ornekler 6 saat 1sinlandirdiktan sonra MTT sonuglari
incelendiginde bu konsantrasyonlarda TBO %68.9, MB %74.4, RB ise %32,0 canlilik
gosterdi. Hidrojelin kendisi de aynmi prosediir ile farkli serilerde yapilan ¢aligmalarda
%71,5-%82,8 canlilik oranina sahip degerler verdi. Sonuglar yorumlandiginda HUVEC
ile yapilan MTT sonuglari, 40ppm MB, 40ppm TB ve 20ppm RB konsantrasyonlart i¢in
MB ve TBO’lu sistemlerin canlilik degerlerinin %70-%90 arasinda oldugu i¢in bu
konsantrasyonlarin uygulanabilir aralikta oldugu sdylenebilir (Boonkaew 2014).

Fibroblast hiicre kiiltiirii calismalarinda ¢ok daha ayrintili ¢alisiimas,
fotosensetizor konsantrasyonlarinin ve verilen 151k siiresinin hiicrelere olan etkisi
incelenmistir. Bu ¢alismalar sonucunda fibroblast hiicrelerinde en diisiik toksik etkiyi RB
iceren sistem gosterirken, 10-50ppm degerlerinde ise en yiiksek toksik etki TBO igeren
sistemlerde gorlilmistiir. Ayrica tiim sistemler kiyaslandiginda RB igeren sistemin
10ppm degerine kadar 1sinlandirma siirelerinin artmasi ile hiicre ¢ogalmalarinin da arttig1
saptanmistir. Diger sistemlerde ise 1sinlanma siiresinin artigi ile tiim konsantrasyon
degerlerinde toksik etkinin arttig1 goriilmektedir. 5S0ppm degerine kadar RB’nin kullanimi
kabul edilebilir araliktadir (Boonkaew 2014). Fibroblast hiicreler i¢in hiicre migrasyon
deneyi incelendiginde MTT sonuglarina gére MB ve TBO’nun toksisite degerlerinin
RB’e kiyasla yiiksek olmasindan dolay1 sirastyla MB 1ppm, TBO 1ppm ve RB 5ppm
degerlerinde test edilmistir. Deney sonucunda Sppm konsantrasyonundaki RB’nin
migradasyonu desteklemekte etkili oldugu goriilmektedir. Genel olarak fibroblast
hiicreler ile yapilan in vitro ¢alismalar incelendiginde sistemlerde sadece RB’nin 151k
varliginda migradasyonu destekleyici davrandigi, diger fotosensitizOr ajanlarin yara
tyilesmesine olumlu katkisinin RB kadar olmadig1 sonucuna varilmistir.
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Ortam kaynakli mikrobiyal gelisim testlerinde 20 ppm fotosensetizor madde
iceren hidrojel ornekler 1 giin boyunca kapaklar1 agik bir sekilde bekletilmis ve giin
1s1¢m1in mikrobiyal iiremeye etkisi incelenmistir. Sonuglar incelendiginde giin 15181na
maruz kalan tiim 6rneklerde mikrobiyal aktivite bulgularina rastlanmamastir.

Hidrojellerin simiile cilt sivis1 i¢inde fotosensetizor madde salinim miktarlarina
bakildiginda tiim sistemlerde kontrollii bir salinim olustugu goézlenmistir. RB’nin
anyonik, MB ve TBO’nun ise katyonik yapida olusu hidrojel sistemin fotosensetizorleri
salma miktarlarin1 etkilemektedir. RB fotosensetizoriinii iceren hidrojel sistem diger
sistemlere kiyasla daha yavas bir salinim géstemistir.

Son olarak fiziksel ve biyolojik vb. analiz sonuglari olumlu ¢ikan nihai sistem olan
S-5 ve yap1 kararkterizasyonu icin ¢apraz baglarin durumu hakkinda bilgi edinmek
amactyla S-4 ve S-6 sistemlerinin FTIR analizleri incelenmistir.
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Sekil 5.7. S-5 sisteminin FTIR spektrumu
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PVA cozeltisine ve PEG eklendiginde iki farkli polimerin yapisinda bulunan
hidrojen baglar1 sayesinde polimerler arasinda fiziksel gapraz bag olusturmustur.
Disodyum tetraborat dekahidrat ilavesi ile polimer sistemler arasinda jel olusumuna
neden olan capraz baglanmalar meydana gelmistir. Bu capraz baglanmalarin orani
hakkinda ¢6ziiniirliik testleri bir fikir vermesine karsin FTIR spektroskopisi ile daha kesin
bir sonu¢ elde edilebilmistir. FTIR Spektrumunda 3200-3615 cm™ arasinda O-H
gerilmesi goriilmektedir. Sekil 5.7°de belirtilen FTIR analizinde 3300 cm™’de goriilen
karakteristik genis bant O-H gerilmesinden kaynaklanmaktadir. 3300 cm™’deki bandin
yogunlugu disodyum tetraborat dekahidrat ilavesinden sonra olusan ¢apraz baglardan
dolay1 azalmistir (Lim 2015). Spektrumda 2950 cm™’de S-5 6rneginde —CH2 gerilme
titresimlerinin yogunlugu artmistir. 1640 cm™’deki su molekiillerinin makaslanma
denilen egilme titresimlerinden kaynaklanmaktadir. Borlu bilesiklerin belirgin kirmizi
otesi frekanslarinda B-O bag1 1400 cm™ civarinda siddetli pik vermektedir. Sekil 5.7°deki
spektrumlarda S-5 6rneginde 1425 cm™ dalga boyundaki egilme titresim yogunlugunun
artigr gorillmektedir. Ayrica S-5 Ornegi ile PEG 600’tin alifatik C-O-C asimetrik
gerilmesi (1150-1070 cm™ arasinda gozlenir) 1082 cm-1 dalga boyunda siddetli pik
olarak goriilmektedir. PVA ile PEG ¢apraz bag yaptiktan sonra C-O-C etkilesimlerindeki
artistan dolay1 S-5 hidrojelinde bu bolgedeki pik siddetlenmistir.
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Sekil 5.8. S-4, S-5 ve S-6 sistemlerinin FTIR spektrumlarinin karsilastirilmast

Sekil 5.8’de S-4, S-5 ve S-6 sistemlerinin FTIR spektrumlar karsilagtirildiginda
S-5 sisteminde O-H gerilmesinden kaynaklanan 3300 cm-1’deki genis pikin
yogunlugunun en az oldugu goriilmektedir. Bu durum elde edilen hidrojel sistemdeki
capraz baglarin varligindan kaynaklanmaktadir (Lim 2015). S-4 sisteminden S-6
sistemine geciste giderek PEG miktar1 artmaktadir. PEG miktarindaki artis hidrojel
sistemi icerisinde ¢apraz baglanmalardan olusan kiimelesmelerin artisina neden oldugu
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bundan dolay1 nispeten homojen bir jel sistemi elde edilemediginden dolay1 spektrum
sonucuna bu sekilde yansidigi distliniilmektedir. Nitekim S-6 sisteminin gorsel
degerlendirmelerinde yer yer opak kiimelenmeler goriilmektedir.
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6. SONUCLAR

Deri patojenlere karsi ilk savunma hattidir ve mikrobiyal istilaya kars1 fiziksel bir
engel gorevi gormektedir. Bircok nedenden dolay1 derinin yapisal biitlinliigii bozularak
yara olusabilir. Olusan yaralarin iyilesmesinde, yaranin ¢esidine gore farkli agamalar
mevcuttur ve bu asamalarin saglikli bir sekilde siirdiiriilebilmesi i¢in cilt yiizeyinde
patojen olmamasi veya patojenlerin minimum diizeye inmis olmasi, gerekli nem
dengesinin saglanmasi, optimum oksijen iletiminin gerceklestirilebilmesi vb. hususlar
gerekmektedir. Gazli bezler, hidrojeller, kopiikler, hidrokolloidler (karboksimetil-
seliiloz), alginat, kollajen, seliiloz, pamuk / rayon, seffaf filmler (poliliretan), sargilar vb.
pasif sargilar olarak siniflandirilmaktadir. Bu yara ortiileri; yarali cildi korumak, yara
ylizeyinde uygun nemi saglamak, mikrobiyal biyofilmleri 6nlemek veya kontrol altina
almak, yaralanmis dokular1 temizlemek, agriy1 ortadan kaldirmak veya en aza indirmek,
oli alanlar1 ve yasayamayan dokular1 kaldirmak, yara kaynakli kokular1 kontrol etmek
gibi amaglar i¢in kullanilmaktadir. Aktif yara ortiileri ise pasif yara ortiilerinin amaglarina
ek olarak; mikrobiyal biyofilm tabakasinin olusumunu onlemesi, eksiidatlar1 (atiklari)
azaltmasi ve epitelizasyon siiresinin (hiicre olusum siiresi) kisalmasini saglamasi gibi
birgok 6zellige sahiptir.

Tez galismasinda yara tedavilerinde kullanilmak tizere hidrojel yapida yara 6rtiisii
gelistirismis olup, TBO, MB ve RB fotosensetizor maddeleri elde edilen hidrojel
yapilarin igerisine hapsedilmistir. Tez calismasi ile elde edilen sonuglar;

1- Tez galismasinda ¢esitli polimerler organik, hibrit ve sentetik polimer sistemleri
denenmis olup, nihai ¢alismalar igin sentetik polimerlerden olusan sisteme karar
kilindi. Bu sistem i¢in de PVA:B:PEG oraninin agirlikga 10:0.5:2.5 oldugu (S-5
sistemi) ve yaklasik olarak %85 su igeren hidrojel sisteminin uygun oldugu
sonucuna varildi.

2- S-5 sistemi igin jellesme yiizdesinin yaklasik olarak %77 oldugu ve su tutma
kapasitesinin %371 oldugu goriildii.

3- S-5 sisteminin 4 saatteki pH=7.4’e ayarlanmis fosfat tamponu igerisinde 48 saat
bekletildigindeki sisme degerlerinin; 4°C’de %76, 25°C’de %261 ve 37°C’de
%337 oldugu saptanda.

4- S-5sistemi farkli pH degerlerine sahip, pH=1, pH=5.5 ve pH=7.4’¢ olacak sekilde
ayarlanmis ¢0zeltiler igerisinde 37°C sicakliklarda 48 saat siireyle bekletildiginde
ise strastyla; %221, %244 ve %329 sisme gosterdigi bulundu.

5- Cekme-kopma test sonuglarmma bakildiginda etiivde kurutulmus olan S-5
sisteminin maksimum gerilmesinin 276.627 N/mm?, kopma gerilmesinin 258.041
N/mm?, kopma geriliminin %100.364 oldugu 6l¢iildii.

6- JIS Z 2801 standardi modifiye edilerek gerceklestirilen bakteri analizlerinde gram
negatif Escherichia coli (ATCC 11775) ve gram pozitif Staphylococcus aureus
(ATCC 25923) kiiltiirlerine kars1 hedeflenen log 3’liik antibakteriyel etki; TBO
i¢in 40ppm, MB i¢in 40ppm ve RB i¢in 20ppm fotosensetizér madde igeren S-5
hidrojel sistemlerinde elde edildi.

7- 40ppm TBO hapsedilmis S-5, 40ppm MB hapsedilmis S-5 ve 20ppm RB
hapserilmig S-5 hidrojel Orneklerinin endotel hiicre Kkiiltlirline karst 6 saat
1sinlandirma sonucunda hiicrelerin canlilik ylizdeleri sirasiyla %68.93, %74.44 ve
%32.01 olarak bulundu.
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8- Fibroblast hiicreleri iizerine yapilan ¢alismada ise, en diisiik toksik etkiyi gdsteren
hidrojel sistemin RB igeren sistem oldugu bulundu. Ayrica tiim sistemler
kiyaslandiginda RB igeren sistemin 10ppm degerine kadar isinlandirma
stirelerinin artmasinin hiicre ¢ogalmasi iizerine olumlu etki ettigi, biyolojik
sistemlerde kullanimininin giivenli oldugu saptandi.

9- Ortam kaynakli mikrobiyal gelisim testlerinde 20 ppm fotosensetizor madde
iceren hidrojel 6rnekler 1 giin boyunca kapaklari agik bir sekilde bekletildi ve giin
151ginin mikrobiyal iiremeye etkisi incelendi. Giin 1§18ina maruz kalan tim
orneklerde mikrobiyal aktivitenin olusmadig1 goézlendi.

10-Fotosensetizor maddeleri igeren S-5 hidrojellerinin simiile cilt sivisi iginde
fotosensetizor madde salinim miktarlarina bakildiginda tiim sistemlerde kontrollii
bir salinim olustugu saptandi.

11-FTIR spektrumlart incelendiginde PVA ve PEG ile disodyum tetraborat
dekahidratin ¢apraz baglanmalarinin olustugu, S-5 sistemi igin diger sistemlere
kiyasla ¢apraz baglanmalarin optimum diizeyde oldugu sonucuna varildi.
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