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OZET

KiTOSAN VE STANDARDIZE BIiTKiSEL EKSTRE
KOMBINASYONLARIYLA YARA BAKIM FORMULASYONU
GELISTIRILMESINE YONELIK ON CALISMALAR

Cansin TURHAL
ANADOLU UNIVERSITESI LISANUSTU EGITIM ENSTITUSU
FARMAKOGNOZI ANABILIM DALI
Damsman: Prof. Dr. Fatih DEMIRCI
ikinci Damsman: Prof. Dr. Giillay BUYUKKOROGLU

Yaralanma ve yanik gibi durumlarda deri biitiinliigii bozulabilir ve organizma dis
etkenlere agik hale gelebilir, boylece mikrobiyal enfeksiyon kaynakli sepsis ve 6liimle
sonuglanabilecek klinik vakalar olusabilir. Bu tez ¢alismasinda, diisiik, orta ve yiiksek
molekil agirliklh kitosan, Pluronic F-127 ve “Hamamelis virginiana” distilati
kullanilarak yara bakim formiilii gelistirilmesi amaclanmistir. Reolojik ¢aligmalar
sonucunda formiiliin  termoresponsive  Ozellikleri deride istenilen bdlgeye
uygulandiginda, temas siiresini artirarak daha fazla etkin madde salinimi postansiyeli
arastiritlmistir.  Gelistirilen formiilasyonlarin farkli in vitro yontemler kullanilarak,
formiilasyon oncesi sonrasinda mikrobiyolojik agidan da uygunlugu belirlenerek deri
patojenlerine kars1 antimikrobiyal ve antienflamatuvar etkinlikleri test edilmistir. Sonug
olarak, bilgimiz dahilinde mevcut ¢alismada kitosan, Pluronic F-127 ve H. virginiana
hammaddeleri kullanilarak biyofilm sistemleri seklinde yara bakim {iriinii olarak bir sprey
formiilasyonu ilk defa yapilmistir. Sprey olarak uygulanabilir formiilasyon hasta-uyung

performansi bakimindan 6nemli bir katki saglama potansiyeli vardir.

Anahtar Sozciikler: Kitosan, Hamamelis virginiana, Pluronic F-127, Bitkisel ekstre,
Yara iyilesmesi.



ABSTRACT

PRELIMINARY STUDIES ON THE DEVELOPMENT OF A WOUND CARE
FORMULATION WITH CHITOSAN AND STANDARDIZED HERBAL
EXTRACT COMBINATIONS

Cansin TURHAL
ANADOLU UNIVERSITY, GRADUATE SCHOOL
DEPARTMENT OF PHARMACOGNOSY
Supervisor: Prof. Dr. Fatih DEMIRCI

Co-Supervisor: Prof. Dr. Giillay BUYUKKOROGLU

The skin integrity may be disrupted during an injury and burn cases where the person
may consequently be vulnerable to external factors. Clinical cases may lead to death due
to sepsis caused by microbial infections. In this thesis, it was aimed to develop a wound
care formulation using low, medium and high molecular weight chitosan, Pluronic F-127
and “Hamamelis virginiana” distillate, respectively. As a result of rheological studies,
the thermoresponsive properties of the formula were investigated for the potential of
releasing more active substance by increasing the contact time when applied to the desired
area on the skin. The antimicrobial and anti-inflammatory activities of the developed
formulations against skin pathogens were tested using different in vitro methods before
and after microbiological studies.In conclusion, to the best of our knowledge, a spray
formulation was first made as a wound care product in the form of biofilm systems using
chitosan, Pluronic F-127 and H. virginiana raw materials in the current study. The
formulation, which can be applied in a spray form may significantly improve in terms of

patient-compliance performance.

Keywords: Chitosan, Hamamelis virginiana, Pluronic F-127, Herbal Extract, Wound

Healing
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ETIiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu doénem projesinin hazirlik, veri toplama, analiz ve bilgilerin sunumu olmak
lizere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara uygun davrandigimi; bu calisma
kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢cin kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklara
kaynakc¢ada yer verdigimi beyan ederim. Herhangi bir zamanda, calismamla ilgili
yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim ahlaki

ve hukuki sonuglar1 kabul ettigimi bildiririm.
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URETKEN YAPAY ZEKA KULLANIM BEYANI

Bu tezi hazirlarken ChatGPT isimli iiretken yapay zeka programindan destek aldigimi
beyan ederim. Tezin hazirligi asamasindan iiretken yapay zeka programindan ceviri,
bilimsel makale arastirma destegi aldim. Uretken yapay zeka programindan aldigim
bilgilerin dogrulugunu kontrol ettigimi bildiririm.

Herhangi bir zamanda, ¢alismamla ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durum saptanmasi

durumunda, ortaya ¢ikacak tiim ahlaki ve hukuki sonuglar1 kabul ettigimi bildiririm.
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1. GIRIS

Yara bakimi, tarih boyunca insan saglig1 ve refahi i¢in kritik bir 6neme sahip olmustur.
Yaralanmalar, enfeksiyon riski, agr1 ve iyilesme siirecinin karmasikligi nedeniyle dikkatli
ve Ozenli bir bakim gerektiren durumdur. Geleneksel yara tedavi yontemleri genellikle
bitkisel ekstreler, recine, bal ve dogal yaglar gibi malzemeler kullanilarak gelistirilmistir.
Bu yoniiyle, Hamamelis virginiana L. (Cad1 Findig1), yiizyillardir antienflamatuvar,
antimikrobiyal ve analjezik 6zellikleri nedeniyle yara tedavi ve bakiminda yaygin olarak

kullanilmastir.

Modern tip ise bu geleneksel bilgi birikimini bilimsel yontemlerle dogrulayip gelistirerek
daha etkili ve giivenilir tedavi yontemleri sunmugstur. Cadi findiginin igeriginde bulunan
tanenler, flavonoitler ve ucucu yaglar gibi biyoaktif bilesenler, yara iyilesmesini

hizlandirici, enfeksiyon riskini azaltict ve agriy1 hafifletici etkilere sahiptir.

Bu calismanin amaci, diistik, orta ve yliksek molekiil agirlikli kitosan ve Pluronic
polimerini kullanarak H. virginiana ekstresi i¢eren yenilikgi bir yara bakim formiilasyonu
gelistirmektir. Bu ¢ok yonlii formiilasyon, kitosanin gii¢lii antimikrobiyal ve hemostatik
ozellikleri ile H. virginiana ekstresinin bilinen yara iyilestirici ve antienflamatuvar
Ozelliklerini bir araya getirerek kombinasyon preparati olarak sinerjik bir etki olusturmay1
amaclamaktadir.  Ayrica, bu c¢aligmada yara bolgesinde kitosan-Pluronic
kombinasyonunun koruyucu bir biyofilm tabakasi olusturma potansiyeli de detayli bir
sekilde incelenmistir. Etkin dogal ve etkili yara bakim {riinlerinin gelistirilmesi, modern
tibbin 6nemli bir aragtirma alan1 olup bu ¢alisma, bu alandaki mevcut bilgi birikimine
katki saglamay1 hedeflemektedir. Kitosan, dogal olarak olusan bir polisakkarit olup
biyouyumlulugu, biyolojik olarak parcalanabilirligi ve diislik toksisitesi sayesinde yara
bakiminda olduk¢a umut verici bir biyomalzemedir. Pluronic F-127 ise, kitosanin
¢ozlinlirliiglinii ve dolayisiyla etkinligini artirarak formiilasyonun uygulanabilirligini ve

hasta konforunu iyilestirme potansiyeline sahiptir.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Deri ve Yapisi

Deri, insan viicudunun en biiyiik ve en karmasik organi olup hem koruyucu bir bariyer

gorevi goriir hem de bir¢ok hayati fonksiyonu yerine getirir.

Temel olarak {i¢ ana tabakadan olusur: epidermis, dermis ve hipodermis (subkiitan doku).
Epidermis, cildin en dis tabakasidir ve siirekli olarak yenilenen keratinosit hiicrelerinden
olusur. Bu hiicreler, keratin ad1 verilen sert bir protein lireterek cildin dis etkenlere karsi

direncini artirir ve korur (Proksch vd., 2008).

Epidermisin en alt tabakasi olan stratum basale, siirekli olarak yeni keratinositler iiretir
ve bu hiicreler yukar1 dogru hareket ederek stratum spinosum, stratum granulosum ve
stratum corneum adi verilen diger tabakalari olusturur. Stratum corneum, Oli
keratinositlerden olusan en dig tabakadir ve cildin su kaybini Onleyerek kurumasini

engeller (Eckert, 1989).

Dermis, epidermisin altinda yer alan ve cildin ana destek yapisini olusturan tabakadir.
Kollajen, elastin ve retikiiler lifler gibi bag dokusu proteinlerinden zengindir. Bu
proteinler, cilde esneklik, dayaniklilik ve sikilik kazandirir (Uitto, 1986). Dermis ayni
zamanda kan damarlari, lenf damarlari, sinirler, ter bezleri, yag bezleri, kil folikiilleri ve
duyu reseptorleri gibi birgok 6nemli yapiyr igerir. Bu yapilar, cildin beslenmesini,
termoregiilasyonunu, duyusal algilamasini ve diger bir¢ok islevini yerine getirmesini
saglar (Schmidt-Ullrich ve Paus, 2005). Dermis, papiller dermis ve retikiiler dermis
olmak {tizere iki alt tabakaya ayrilir. Papiller dermis, ince kollajen liflerinden ve kilcal
damarlardan olusurken, retikiiler dermis daha kalin kollajen ve elastik liflerden olusur

(Freinkel ve Woodley, 2001).

Hipodermis, cildin en alt tabakas1 olup agirlikli olarak yag dokusundan (adipoz doku)
olusur. Bu tabaka, cildin altindaki kas ve kemiklere baglanmasini saglar ve ayni zamanda
viicut 1s1s1n1 koruyan bir yalitim tabakas1 gorevi goriir (Gniadecka, 1998). Hipodermis,
ayn1 zamanda enerji depolama, darbelere kars1t koruma ve viicut seklini belirleme gibi

onemli fonksiyonlara sahiptir (Kanitakis, 2002).



2.1.1. Yara iyilesme asamalar:

Yara iyilesmesi, viicudun hasarli dokuyu onarmak ve eski haline getirmek igin

gergeklestirdigi karmasik ve ¢ok agamali bir siirectir.

Genel olarak dort ana asamada gergeklesir: hemostaz, enflamasyon, proliferasyon ve

maturasyon (Gurtner vd., 2008).

2.1.1.1. Hemostaz

Yara olustuktan hemen sonra baslar ve kanamay1 durdurmay1 amaglar. Yaralanma sonrasi
kan damarlar1 daralir ve trombositler (plateletler) yara bolgesine hizla ulasarak bir araya

gelerek piht1 olusturur.

Bu pihti, fibrin ag1 sayesinde kanamay1 durdurur ve yara bolgesini dis etkenlere karsi

koruyarak enfeksiyon riskini azaltir (Monroe ve Hoffman, 2006).

2.1.1.2. Enflamasyon

Hemostazin hemen ardindan baslar ve birkag giin siirebilir. Bu asamada, bagisiklik
sistemi aktive olur ve beyaz kan hiicreleri (nétrofiller, makrofajlar) yarali bolgeye go¢
ederek bakterileri, 61l hiicreleri ve doku kalintilarini temizler. Notrofiller, erken donemde
enfeksiyon riskini azaltmak i¢in mikroorganizmalara karsi savunma mekanizmalarini
aktive eder. Ardindan makrofajlar, fagositoz yaparak doku kalintilarin1 ve nétrofillerin
artiklarin1 temizler. Ayrica, makrofajlar biiytime faktorleri salgilayarak yara iyilesmesini

destekler (Gurtner vd., 2008).

Enflamasyon, yara iyilesmesi i¢in gerekli bir siirectir; ancak, asir1 veya uzun siiren
enflamasyon iyilesme siirecini olumsuz etkileyebilir. Kronik yaralarda bu asama uzar ve

normal iyilegsme dongiisii bozulur.

2.1.1.3. Proliferasyon

Proliferasyon asamasinda, yeni doku ve kan damarlar1 olusumu gergeklesir. Fibroblastlar
adi verilen hiicreler, yara bolgesine go¢ eder ve kolajen, elastin ve diger yapisal proteinleri

ireterek yeni doku olusturur (Werner ve Grose, 2003). Ayn1 zamanda, endotel hiicreleri



tarafindan gergeklestirilen angiogenez siireci, yara bolgesine oksijen ve besin

maddelerinin taginmasini saglar (Baldrick, 2010).

Graniilasyon dokusu olarak adlandirilan yeni doku, yara ylizeyini kapatarak iyilesmeyi
hizlandirir. Bu siiregte salgilanan biiylime faktorleri 6rnegin, VEGF ve TGF-f;

fibroblastlarin ve endotel hiicrelerinin aktivitesini artirir (Gurtner vd., 2008).

2.1.1.4. Maturasyon (Remodelling)

Son agsama olan maturasyon, yeni olusan dokunun olgunlagsmasi ve yeniden sekillenmesi

ile karakterizedir, bu asama aylar hatta yillar siirebilir.

Fibroblastlar tarafindan {iretilen kolajen lifleri, bu siirecte yeniden diizenlenir ve ¢apraz

baglanarak dokunun mekanik giicii artirilir (Clark, 1996).

Yeni dokunun mekanik dayamikliligi artarken, yara izi olusumu da bu asamada
gercgeklesir. Yara izi, normal cilt dokusundan farkli bir yapiya sahiptir; genellikle daha az
esnek ve dayaniklidir. Bu durum, kollajen tip I ve tip III oranlarinin degismesinden

kaynaklanir (Hinz, 2007).

2.2 Hamamelis virginiana

Kuzey Amerika kokenli bir bitki tiirii olup geleneksel ve modern tipta yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bitkinin yapraklar1 ve kabuklari, ¢esitli biyoaktif bilesikler icermesi
nedeniyle terapotik Ozellikleriyle bilinir. Bu o6zelliklerinden dolay1r H. virginiana,

ozellikle cilt rahatsizliklar1 ve yara bakimi alaninda 6nemli bir yere sahiptir (Duke, 2002).

2.2.1 Botanik ozellikler

H. virginiana, Hamamelidaceae familyasina ait, genellikle cali veya kiigiik agag
formunda bulunan bir bitkidir. (Duke, 2002) Sonbaharda agan sar1 renkli ¢igekleri ve
parlak sar1 yapraklar ile dikkat ¢eker. Bitkinin yapraklar1 oval sekilli ve kenarlar disli
olup, 8-15 cm uzunlugunda ve 6-10 cm genisligindedir (Hoffmann, 2003). Bu yaprak
yapist, bitkinin fotosentez verimliligini artirirken ayni1 zamanda su kaybini minimize eder

(Small, 2013).
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H. virginiana 'nin gigekleri, sonbaharin sonlarinda, yapraklarin dokiilmesinden sonra agar.
Sar1 renkli ve dort uzun ince tag yapragi ile 6riimcek benzeri bir goriiniime sahiptir. Her

bir ta¢ yapragi yaklasik 1-2 cm uzunlugundadir (Mills ve Bone, 2004).

Bitkinin meyveleri, kii¢iik odunsu kapsiiller seklindedir ve bu kapsiiller olgunlastiginda
catlayarak i¢indeki iki siyah tohumu etrafa sagar. Bu mekanizma, bitkinin tohumlarinin

genis bir alana yayilmasini ve ¢ogalmasini saglar (Hoffmann, 2003).

H. virginiana, giiclii ve derin bir kok sistemine sahiptir. Bu kok sistemi, bitkinin suya
ulasmasini kolaylagtirir ve kuraklik donemlerinde hayatta kalmasina yardimci olur.

Ayrica, koklerin bu yapisi topragi tutarak erozyonu Onlemede de 6nemli bir rol oynar

(Small, 2013).

2.2.2. Fitokimyasal ozellikleri ve biyolojik aktiviteleri

H. virginiana’nmin yapraklar1 ve kabuklari, tanenler (hamamelitannin, katesinler, gallik
asit, ellajik asit), flavonoitler (kersetin, mirsetin, kamferol), fenolik asitler (gallik asit,

kafeik asit) ve ugucu yaglar gibi ¢esitli biyoaktif bilesikler icerir (Hoffmann, 2003).

H. virginiana’nmin yara iyilesmesi lizerindeki etkileri, sahip oldugu cesitli biyoaktif
bilesenlerin karmasik etkilesimleri sonucu ortaya c¢ikar. Bu bilesenlerin baslicalar1 olan
tanenler, flavonoitler ve fenolik asitler, farklt mekanizmalar araciligiyla yara iyilesme

stirecini destekler (Deters vd., 2001).

2.2.2.1.Tanenler

H. virginiana’min en karakteristik bileseni olan hamamelitannin basta olmak {tizere,
katesinler, gallik asit ve ellajik asit gibi tanenler, bitkinin biiziicii ve antienflamatuvar
Ozelliklerine katkida bulunur. Tanenler, proteinlerle baglanma yetenekleri sayesinde cilt
yilizeyinde koruyucu bir tabaka olusturarak yara iyilesmesini destekler ve enfeksiyon
riskini azaltir (Deters vd., 2001). Hamamelitannin, kan damarlarini daraltarak kanama

riskini azaltabilir ve bu 6zelligi ile hemoroit tedavisinde de kullanilabilir (Choi vd., 2021).

Tanenler, proteinlerle baglanma yetenekleri sayesinde yara ylizeyinde koruyucu bir
tabaka olusturarak yara iyilesmesini destekler ve enfeksiyon riskini azaltir (Deters vd.,

2001). Ayrica, tanenlerin biiziicli etkisi, kan damarlarin1 daraltarak kanamay1 kontrol
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altina almaya yardimeci olur. Bu 6zellik, 6zellikle kiiciik kesikler ve siyriklarda faydalidir.
2.2.2.2. Flavonoitler

Kersetin, mirsetin ve kamferol gibi flavonoitler, giiclii antioksidan 6zelliklere sahiptir ve
serbest radikallerin neden oldugu hiicre hasarin1 6nlemeye yardimci olur. Bu sayede, yara
tyilesme siirecini hizlandirir ve yara izlerinin olusumunu azaltabilir (Piazza vd., 2022).
Flavonoitler ayn1 zamanda antihistaminik, antiviral, antitrombotik ve antikanserojenik

aktiviteler de gdsterebilir (Middleton vd. 1992).

Flavonoitler, giiglii antioksidan Ozellikleri ile serbest radikallerden kaynakli hiicre
hasarini 6nlemeye yardimci olur. Bu durum yara iyilesme siirecinde 6nemli bir rol oynar,
clinkii serbest radikaller yara iyilesmesini geciktirebilir ve yara izlerinin olusumuna
katkida bulunabilir. Flavonoitler ayrica antienflamatuvar etkiye de sahiptir, bu da yara

bolgesindeki sislik ve kizariklig1 azaltmaya yardimci olur (Piazza vd., 2022).
2.2.2.3. Fenolik asitler

Gallik asit ve kafeik asit gibi fenolik asitler, antienflamatuvar ve antimikrobiyal etkilere
sahiptir. Bu bilesikler, yara bolgesindeki enflamasyonu azaltir, enfeksiyonu onler ve yara
iyilesmesini destekler. Ozellikle gallik asit, gii¢lii bir antioksidan olarak bilinir ve

hiicreleri oksidatif strese kars1 korur (Piazza vd., 2022).

Fenolik asitler, antienflamatuvar ve antimikrobiyal 6zellikleri ile bilinir. Bu bilesikler,
yara bolgesindeki enflamasyonu azaltarak iyilesme siirecini hizlandirir ve enfeksiyon
riskini azaltir. Ayrica, baz1 fenolik asitlerin, kollajen sentezini artirarak yara dokusunun

giiclenmesine katkida bulundugu da gosterilmistir (Kumar ve Goel , 2019).
2.2.2.4. Ugucu yag

Ojenol ve karvakrol gibi ugucu yaglar, antimikrobiyal ve antiseptik 6zelliklere sahiptir.
Bu bilesikler, yara bolgesini temiz tutar, enfeksiyonu onler ve yara iyilesmesini hizlandirir
(Kumar ve Goel, 2019). Ojenol, ayn1 zamanda analjezik (agr1 kesici) etkiye de sahip
olabilir ve bu 6zelligiyle yara bolgesindeki agriy1 hafifletebilir (Bakkali vd., 2008).

H. virginiana’'nin yapraklar1 ve kabuklari, farkli oranlarda bu bilesikleri i¢erir. Yapraklar
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daha ¢ok flavonoitler ve fenolik asitler icerirken, kabuklar daha yiliksek oranda tanenler
icerir. Bu nedenle, bitkinin farkli kisimlarindan elde edilen ekstrelerin farmakolojik

Ozellikleri de farklilik gosterebilir (Engel vd., 1998).

Ucucu yaglar antimikrobiyal ve antiseptik 6zellikleri sayesinde yara bolgesini temiz tutar,
enfeksiyonu Onler ve yara iyilesmesini hizlandirir. Bazi ugucu yaglar, ayni zamanda
analjezik etkiye sahip olabilir ve bu sayede yara bolgesindeki agriy1 hafifletebilir (Bakkali
vd., 2008).

Bu bilesenlerin etkileri birbiriyle sinerji i¢inde ¢alisarak H. virginiana 'nin yara iyilesmesi
tizerindeki olumlu etkilerini ortaya ¢ikarir. Bitkinin farkli kisimlarindan elde edilen
ekstrelerin farkli bilesenler icermesi, bu ekstrelerin farkli farmakolojik 6zelliklere sahip
olmasia neden olur. Ornegin, yaprak ekstreleri daha ¢ok antienflamatuvar ve antioksidan
etkiye sahipken, kabuk ekstreleri daha c¢ok biiziicii ve antimikrobiyal etkiye sahiptir
(Deters vd., 2001).

2.2.3. Avrupa farmakopesi

Avrupa Farmakopesi (Ph. Eur.) ve Amerikan Farmakopesi (USP) kapsaminda, H.
virginiana bitkisi ve lirtinleri ile 1lgili monograflar, bitkinin botanik 6zellikleri, kimyasal
bilesimi, farmakolojik etkileri ve kalite kontrol yontemlerine dair kapsamli bilgiler

sunmaktadir.

Avrupa Farmakopesi'ne (Ph. Eur.) gore, H. virginiana yapraklar1 ve kabuklar yiiksek
toplam tanen icerigi ile dikkat ¢ekmektedir. Bu tanenler, bitkiye biiziicii (astringent), anti-
enflamatuvar ve hemostatik 6zellikler kazandirir ve bu o6zellikler yara iyilesmesi ve
kanamalarin durdurulmasinda kullanilir. Toplam tanen icerigi, Avrupa Farmakopesi'ne
gore %3 - 10 arasinda olmaldir. Ayrica, H. virginiana yapraklari ve kabuklar
flavonoitler, ugucu yaglar ve fenolik bilesikler igerir. Bu bilesikler anti-enflamatuvar ve
antioksidan etkiler saglar. Monografa gore, H. virginiana yapraklar1 ve kabuklari
genellikle cilt tahriglerini yatistirmada, kiiglik kesik ve yaralarin iyilesmesinde, hemoroit
tedavisinde topikal olarak kullanilmaktadir. Kalite kontrol yontemleri arasinda tanen
tayini, yabanci maddelerin kontrolii ve nem igerigi testleri yer almaktadir. Bitkinin

etkinligini korumak i¢in yaprak ve kabuklar kuru ve 151k almayan ortamlarda



saklanmalidir (European Pharmacopoeia Commission, 2020; European Medicines

Agency Committee on Herbal Medicinal Products, 2008).

Amerikan Farmakopesi'ne (USP) gore ise H. virginiana distilati (Witch Hazel Distillate),
buhar distilasyonu yoluyla bitkinin yaprak ve kabuklarindan elde edilen bir tiriindiir. H.
virginiana distilatinin, bliziicii 6zellikleri ile bilinir ve o6zellikle cilt bakimi, hafif cilt
tahrislerinin tedavisi ve kozmetik iiriinlerde yaygin olarak kullanilir. USP monografina
gore, distilatin ana aktif bilesenleri arasinda tanenler ve flavonoitler yer alir. H. virginiana
distilatinin kullanim alanlar1 arasinda ciltteki kizarikliklar1 ve tahrisleri hafifletmek, akne
tedavisi, cilt temizleyicisi olarak kullanimi ve cilt sikilastirict etkiler saglamak yer alir.
Distilatta alkol orani genellikle %14-15 civarindadir ve bu oran distilatin cilt iizerindeki
kurutucu etkisini de artirabilir. Amerikan Farmakopesi, H. virginiana distilatinin saflik ve
etkinlik kriterlerini belirleyen kalite kontrol testlerini de icermektedir. Bu testler arasinda
pH 6l¢timii, tanen igeriginin analizi ve yabancit maddelerin kontrolii yer alir (United States

Pharmacopeia, 2020).

Her iki farmakopede H. virginiana bitkisinin, 6zellikle biiziicii ve anti-enflamatuvar
etkileri sayesinde yara iyilesmesi ve cilt tedavilerinde 6nemli bir yere sahip oldugunu

vurgulamaktadir.
2.2.4. Dermatolojide klinik uygulamalar

H. virginiana, dermatolojide ¢esitli klinik uygulamalara sahiptir. Bitkinin yapraklari,
kabuklar1 ve distilati, cilt tahrisleri, giines yaniklari, egzama, hemoroit, akne ve diger cilt

rahatsizliklarinin tedavisinde kullanilmaktadir.

H. virginiana’min etkinligini degerlendiren klinik ¢alismalar, bitkinin farkli cilt
rahatsizliklar1 {izerindeki potansiyelini ortaya koymustur. Ornegin, Hughes-Formella
(1998) arastirma ekibi, glines yamigina bagh kizariklik (eritem) iizerinde yaptiklar
calismada, %10 H. virginiana distilati iceren bir losyonun antienflamatuvar etkisini
gostermistir. Bu ¢alisma, 33 saglikli goniillii tizerinde gerceklestirilmis ve losyonun UVB

1s1nlarina maruz birakilan ciltte kizarikligr azalttig: tespit edilmistir.

Hughes-Formella (2002) daha yeni bir calismada 40 goniillii iizerinde yaptiklar bir bagka
calismada da %10 H. virginiana distilati iceren topikal preparatlarin UV kaynakli



kizariklig1 azalttigini géstermistir. Bu ¢aligma, farkli UV dozlarina maruz birakilan ciltte
H. virginiana distilat1 igeren preparatlarin kizarikligi énemli 6l¢iide azalttigini ortaya

koymustur. (Hughes-Formella vd., 2002)

H. virginiana’nin atopik dermatit (egzama) gibi cilt rahatsizliklar1 tizerindeki etkileri de
arastirllmistir. Piazza vd., yaptiklart ¢alismada, H. virginiana kabuk ekstresinin atopik
dermatite benzer bir sitokin ortamina maruz birakilan insan keratinositlerinde
enflamatuvar yanit1 azalttigin1 gostermistir. Bu c¢alisma, bitkinin atopik dermatit gibi
kronik enflamatuvar cilt hastaliklarinin tedavisinde potansiyel bir rolii olabilecegini

diistindiirmektedir (Piazza vd., 2022).

H. virginiana 'nin cilt bariyer fonksiyonunu iyilestirme potansiyeli de dikkat ¢ekicidir. Liu
vd., yaptiklari bir ¢alismada, cad1 findig1 ekstresi iceren bir formiiliin, kronik enflamasyon
modelinde antienflamatuvar etki gosterdigini ve cilt bariyer fonksiyonunu iyilestirdigini
ortaya koymustur. Bu calisma, bitkinin cilt bariyerini gili¢lendirerek cilt sagligim

destekleyebilecegini gostermektedir (Liu vd., 2023).

Chularojanamontri  (2014), yaptiklar1 bir derlemede, akne tedavisinde kullanilan
nemlendiricilerin igeriklerini analiz etmis ve cadi findiginin bu {riinlerde siklikla
kullanilan bir bilesen oldugunu belirtmiglerdir. Bu durum, bitkinin akneye bagh

enflamasyonu azaltmadaki potansiyelini gostermektedir (Chularojanamontri vd., 2014).

2.2.4.1. Cilt tahrisleri ve giines yaniklart

H. virginiana igeren kremler ve losyonlar, cilt tahrislerini ve giines yaniklarini yatistirmak
ve iyilestirmek icin kullanilir. Bitkinin antienflamatuvar ve antioksidan ozellikleri,
ciltteki kizarikligi, sisligi ve agriy1 azaltmaya yardimer olur. Hughes-Formella vd., yaptig
UVB eritem testi, H. virginiana distilati igeren bir losyonunun antienflamatuvar
etkinligini gostermistir. Calismada, H. virginiana distilatinin eritemi %20-27 oraninda

azalttig1 bulunmustur (Hughes-Formella vd., 1998).
2.2.4.2. Egzama ve dermatit

H. virginiana igeren iriinler, egzama ve dermatit gibi enflamatuvar cilt hastaliklarinin

tedavisinde kullanilabilir. Bitkinin antienflamatuvar ve kasint1 giderici 6zellikleri, bu
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rahatsizliklarin semptomlarini hafifletmeye yardimei olur. Ornegin, Korting vd., yaptig
bir ¢alismada, H. virginiana merheminin atopik egzama tedavisinde hidrokortizon

kremine benzer etkinlikte oldugu gosterilmistir (Korting vd., 1993).
2.2.4.3. Akne

H. virginiana igeren tonikler ve temizleyiciler, akne tedavisinde kullanilabilir. Bitkinin
biiziicii ozellikleri, ciltteki fazla yag1 azaltmaya ve gozenekleri sikilastirmaya yardimci
olurken, antienflamatuvar ve antimikrobiyal 6zellikleri akneye neden olan bakterilerin

biiylimesini engeller ve enflamasyonu azaltir (Glavas Dodov vd., 2009).
2.2.5. Hamamelis virginiana’nin antibakteriyel etkileri

H. virginiana, 6zellikle Staphylococcus aureus, Candida albicans ve Escherichia coli
gibi yaygin patojenlere karsi antimikrobiyal etki gosterir (Abbas vd., 2020). Bu
antimikrobiyal etki, bitkinin icerdigi tanenler, fenolik asitler ve ugucu yaglar gibi
bilesenlere atfedilmektedir. Ozellikle tanenlerin, bakteri hiicre duvarlarina baglanarak ve
hiicre zarmin biitiinliigiinii bozarak antimikrobiyal etki gosterdigi diisiiniilmektedir

(Chung, Lu, &Chow, 1998).

Abbas vd., tarafindan yapilan bir ¢alismada, H. virginiana ekstratinin C. albicans, S.
aureus ve E. coli iizerine minimum inhibitér konsantrasyonunun (MIK) belirlendigi
goriilmiistiir. Calisma sonuglari, H. virginiana ekstratinin bu patojenlere karsi etkili
oldugunu ve 6zellikle 50 mg/ml konsantrasyonunun C. albicans iizerinde optimum etki
gosterdigini ortaya koymustur. S. aureus ve E. coli lizerinde ise en yiiksek

konsantrasyonun (100 mg/mL ) daha etkili oldugu gézlemlenmistir (Abbas vd., 2020).

Bu antimikrobiyal ozellikler, H. virginiana’nin yara enfeksiyonlarinin onlenmesi ve
tedavisinde kullanimini destekler. Bitkinin yara bakim firiinlerinde kullanilmasi, yara
bolgesindeki mikrobiyal yiikii azaltarak enfeksiyon riskini diisiirebilir ve iyilesme

stirecini hizlandirabilir.
2.2.6. Formiilasyon teknolojilerinde ilerlemeler

H. virginiana’min modern kozmetik ve farmasotik formiilasyonlara dahil edilmesi,

Ozellikle enkapsiilasyon yontemleri ile 6nemli ilerlemeler kaydetmistir. Enkapsiilasyon
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yontemleri, bitki ekstrelerinin stabilitesini ve etkinligini artirarak terapdtik etkileri en tist
diizeye cikarmayi amaclar. Bu yontem, aktif bilesenlerin biyoyararlanimini artirarak
hedeflenen teslimat sistemlerinin gelistirilmesini saglar. Bu da lokalize cilt hastaliklarinin
tedavisinde siirekli terapétik etkiler saglayarak oldukga yararli bir yontemdir. Ornegin,
anti-aging formiilasyonlarinda mikroenkapsiile H. virginiana kullanimi, cilt
hidrasyonunu koruyarak ve ince ¢izgilerin goriiniimiinii azaltarak cilt elastikiyetini artirir.
Enkapsiilasyon teknolojileri, bu etkilerin uzun siireli korunmasini saglayarak {iriin

etkinligini artirmaktadir (Jones vd.,2021).
2.2.7. Anti-aging ve cilt onarimindaki potansiyel

H. virginiana’min anti-aging potansiyeli, biiyiik Ol¢lide antioksidan 0&zelliklerine
dayanmaktadir. Bitki, serbest radikalleri notralize ederek ciltteki kollajen ve elastin
liflerini oksidatif hasardan korur (Piazza vd., 2022). Bu lifler, cildin yapisal biitlinliigiinii
ve elastikiyetini korumak icin hayati oneme sahiptir. Bu proteinlerin bozulmasi,
kirisikliklarin ve cilt sarkmalarinin olugmasina yol acar, bu da yaslanmanin yaygin

belirtilerindendir.

H. virginiana ayrica kolajen iiretimini tesvik eder. Calismalar, ekstrelerinin kolajen
sentezinde rol oynayan genlerin ekspresyonunu artirarak cilt sikiligini artirdigini ve ince
cizgilerin goriinlimiinii azalttigin1 gostermistir (Jones vd., 2021). Bu da onu anti-aging

kremler, serumlar ve maskeler i¢in degerli bir bilegen yapar.

Kolajen iizerindeki dogrudan etkilerine ek olarak, H. virginiana, cildin dogal bariyer
fonksiyonunu da iyilestirir. Bu, nemi tutmaya ve dis tahris edicilere karsi koruma
saglamaya yardimci olur. H. virginiana igeren iirlinler, bu nedenle, kuru ve mat ciltlerle
miicadelede etkilidir. Ayrica, cadi findig1 ekstresi igeren bir formiiliin, kronik
enflamasyon modelinde antienflamatuvar etki gosterdigi ve cilt bariyer fonksiyonunu
tyilestirdigi de gézlemlenmistir (Liu vd., 2023). Bu, bitkinin cilt yaglanmasin1 geciktirme

ve cilt onarimini destekleme potansiyelini daha da artirmaktadir.

H. virginiana, cilt yaslanmasii geciktirme ve cilt onarimin1 destekleme potansiyeli ile

kozmetik ve dermatoloji alaninda 6nemli bir yere sahiptir.
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2.3. Kitosan

Kitosan, dogada bol miktarda bulunan kitin biyopolimerinin deasetilasyonu ile elde
edilen dogal bir polisakkarittir. Kitin, kabuklu deniz canlilarinin kabuklarinda,
mantarlarin hiicre duvarlarinda ve bdceklerin dis iskeletlerinde bulunur. Kitosan, yiiksek
biyouyumluluk, biyobozunurluk ve diisiik toksisite ozellikleri sayesinde tibbi ve

farmasotik uygulamalarda genis bir kullanim alan1 bulmustur (Alsarra, 2009).

Fizikokimyasal ozellikleri, farmakokinetigi ve farmakolojik etkileri ile dikkat ¢eken
kitosan, Ozellikle yara iyilesmesi, hemostaz ve antimikrobiyal aktivite gibi alanlarda
Oonemli avantajlar sunar. Kitosanin farkli dozaj sekilleri (mikrokiireler, nanopartikiiller,
lifler, membranlar, filmler ve hidrojeller) ile modifiye edilmesi, ¢esitli tedavi yontemleri

ve ilag tagiyici sistemler i¢in ideal bir malzeme olmasini saglar (Bano vd., 2017).

2.3.1. Kitosanin fizikokimyasal ozellikleri

Kitosan, biyopolimerlerin en Onemlilerinden biri olarak kabul edilir ve cesitli
fizikokimyasal Ozellikleri ile dikkat ceker. Kitosanin fizikokimyasal 06zellikleri,
molekiiler agirlik, deasetilasyon derecesi, saflik ve amino gruplarinin modifikasyon
derecesi gibi faktorlerden etkilenir. Kitosanin en belirgin 6zelliklerinden biri, molekiiler
agirhigi ve deasetilasyon derecesidir. Molekiiler agirlik, kitosanin viskozitesini, mekanik
ozelliklerini ve biyolojik aktivitesini dogrudan etkiler. Yiiksek molekiiler agirlikli
kitosan, daha giiclii mekanik Ozellikler ve daha yiiksek viskozite sunarken, diigiik
molekiiler agirlikli kitosan, daha kolay islenebilirlik ve ¢oziintirlikk saglar (Alsarra, 2009;

Bhattarai vd., 2010).

Deasetilasyon derecesi, kitosanin biyolojik aktivitesini ve ¢oziiniirligiinii belirleyen bir
diger kritik faktordiir. Yiiksek deasetilasyon derecesine sahip kitosan, daha yiiksek bir
¢Oziintirlikk ve daha iyi biyolojik aktivite gdsterir (Ahsana vd., 2018).

Kitosanin amin gruplari, pH'a duyarlidir ve bu kitosanin ¢oziintirliiglinii etkileyen 6énemli
bir faktordiir. Asidik ortamda, kitosan protonlanir ve ¢oziiniir hale gelirken, bazik ortamda
¢oziinmez (Bano vd., 2017). Bu o6zellik, kitosanin biyomedikal ve farmasotik
uygulamalarda kullanimint artirir. Kitosan ayrica yiiksek bir selatlama kapasitesine

sahiptir, bu da onu agir metaller ve toksinlerin uzaklastirilmasinda etkili kilar. Bu 6zellik,
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kitosanin ¢evresel uygulamalarda kullanimina imkan saglar.

Kitosanin antimikrobiyal ozellikleri, onun yara ortiileri ve biyomedikal cihazlarda
kullaniminm1  tesvik eder. Kitosanin yilizey Ozellikleri, hiicrelerin yapismasi ve
proliferasyonu i¢in idealdir, bu da onu doku miihendisligi uygulamalari i¢in uygun kilar

(Bano vd., 2017).

Kitosanin hidrofilik ve hidrofobik bolgeleri, su tutma kapasitesini artirir ve bu da nemli
yara Ortiileri i¢in ideal bir malzeme olmasini saglar (Jayakumar vd. 2011). Ayrica, kitosan
filmler ve jeller, kontrollii ila¢ salimi i¢in miikemmel tasiyici sistemler olusturur.
Kitosanin biyobozunur dogasi, viicutta zararli yan iirlinler birakmadan tamamen
parcalanmasini saglar, bu da onu giivenli ve ¢evre dostu bir malzeme yapar (Alsarra,

2009; Bhattarai vd., 2010).

Kitosanin fizikokimyasal o6zellikleri, onu biyomedikal, c¢evresel ve endiistriyel
uygulamalarda ¢ok yonlii bir malzeme haline getirir. Molekiiler agirlik ve deasetilasyon
derecesi gibi parametrelerin optimize edilmesi, kitosanin c¢esitli uygulamalardaki
etkinligini artirmak ic¢in kritik 6neme sahiptir. Kitosanin bu 0zellikleri, onu yara
iyilesmesi, hemostaz ve antimikrobiyal aktiviteler gibi biyomedikal uygulamalarda ideal

bir malzeme yapar.
2.3.2. Kitosanin toksisitesi

Kitosan, kitinden tiiretilen bir biyopolimer olup, diisiik toksisitesi ve ylksek
biyouyumlulugu agisindan kapsamli bir sekilde calisilmistir. Yapilan ¢alismalar, kitosan
ve tlirevlerinin ihmal edilebilir diizeyde toksisite gosterdigini tutarli bir sekilde
kamitlamaktadir. Ornegin, Ribeiro ve arkadaslarinin yaptigi calismada, sigan derisinden
elde edilen dermal fibroblastlar ile test edilen kitosan hidrojellerinin in vitro sitotoksisitesi
incelenmis ve hidrojel ile yikim iiriinlerinin sitotoksik olmadig1 gézlemlenmistir. Gades
ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢caligmada, giinliik 4,5 g kitosan aliminda toksik bir etki
gostermedigi rapor edilmistir. Hamedi ve ekibinin degerlendirmesine gore ise kitosan
bazli bir gargara, ticari gargara ile karsilastirildiginda daha diisiik toksisite ve daha yiiksek
antimikrobiyal etki gdstermistir. Bu durum, patojenik bakterileri tamamen inhibe ederken
dogal oral mikrofloraya 6nemli bir zarar vermemesiyle desteklenmistir (Ribeiro vd.,

1999; Gades vd., 2003; Hamedi vd., 2018).
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Baldrick (2010) ¢aligmasinda kitosanin farmasétik bir eksipiyan olarak giivenli kullanimi
degerlendirilmis, diisiik oral toksisite ve lokal tolerans potansiyeli vurgulanmistir.
Insanlar {izerinde yapilan ¢alismalarda, kitosan iceren diyet takviyeleri ve gidalarmn
tiikketimi ile glivenli oldugu kanitlanmistir. Kitosan oral yolla alindiginda gastrointestinal
sistemde yavasca ¢0ziiniir ve bagirsak mikroflorasi tarafindan fermente edilerek biyolojik
olarak aktif bilesenlere ayrilir. Bu siire¢, kitosanin biyolojik sistemlerde giivenle

kullanilabilecegini desteklemektedir (Baldrick 2010)

Genel olarak, kitosanin diisiik toksisite profili, onu yara iyilesmesi, ilag¢ tasima sistemleri
ve diger biyomedikal uygulamalarda giivenli bir biyomalzeme haline getirmektedir.
Ancak, spesifik uygulamalar i¢in toksisite degerlendirmelerinin yapilmasi ve uzun siireli

kullanimin potansiyel etkilerinin dikkatle izlenmesi 6nemlidir.
2.3.3. Kitosanin farmakokinetigi

Kitosan, biyouyumlulugu ve biyobozunurlugu nedeniyle genis bir biyomedikal uygulama
yelpazesinde kullanilir. Farmakokinetik profili, uygulama yontemine ve kitosanin
fizikokimyasal 6zelliklerine (molekiiler agirlik, deasetilasyon derecesi gibi) bagl olarak
degisir. Kitosanin biyobozunurlugu, dogal olarak bulunan enzimler tarafindan
parcalanmasina dayanir. Bu siire¢, N-asetilglukozamin ve D-glukozamin gibi biyolojik

olarak aktif monomerlerin serbest birakilmasi ile sonuglanir (Bano vd., 2017).

Baldrick (2010) c¢aligmasinda, kitosanin farmasotik bir eksipiyan olarak glivenli
kullanimin1 degerlendirmistir. Calisma, kitosanin diisiik oral toksisitesi ve lokal tolerans
potansiyelini vurgulamaktadir. Insanlar iizerinde yapilan c¢alismalarda, kitosan iceren
diyet takviyeleri ve gidalarin tiikketimi ile glivenli oldugu gdsterilmistir. Ayrica, kitosanin
oral olarak alinmasi durumunda gastrointestinal sistemde yavas¢a ¢oziiniir ve bagirsak
mikroflorast tarafindan fermente edilir. Bu silire¢, kitosanin daha kii¢iik parcalara

ayrilmasina ve biyolojik olarak aktif bilesenlerin emilmesine yol acar (Baldrick, 2010).

Kitosanin intravendz uygulanmasi durumunda, kan dolasiminda hizla dagilir ve karaciger
ve bobrekler tarafindan metabolize edilir. Kitosanin biyobozunurlugu, plazma yari
Omriinii ve viicuttan atilimini etkiler. Yiiksek molekiiler agirlikli kitosanlar, daha uzun
plazma yar1 Omriine sahipken, diisiik molekiiler agirlikli kitosanlar daha hizli atilir

(Bhattarai vd., 2010).
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Sistemik olarak erisilebilir kitosan, lizozim gibi enzimler tarafindan glukozamin ve N-
asetilglukozamin bilesenlerine parcalanir. Bu enzimler, cesitli insan viicut sivilarinda ve

dokularinda bulunur ve yiiksek biyobozunurluk saglar (Baldrick, 2010).

Genel olarak, kitosanin biyobozunur dogasi, viicutta zararli yan iriinler birakmadan
tamamen parcalanmasini saglar, bu da onu giivenli ve ¢evre dostu bir malzeme yapar.
Ancak, her uygulama icin spesifik farmakokinetik degerlendirmelerin yapilmasi

onemlidir.

2.3.4. Kitosanin farmakolojik ozellikleri

Kitosan, dogal olarak kabuklu deniz hayvanlarinin kabuklarindan elde edilen ve gesitli
biyomedikal ve farmasdtik uygulamalarda genis bir kullanim potansiyeline sahip olan
cok yonlil bir biyopolimerdir. Kitosan, antimikrobiyal, yara iyilestirici, hemostatik ve
analjezik etkileri iceren genis bir yelpazede farmakolojik 6zelliklere sahiptir, bu da onu

modern tip ve ilag gelistirme alaninda degerli bir arag¢ haline getirir.

2.3.4.1. Antimikrobiyal ozellikler

Kitosan, bakterilere, mantarlara ve hatta bazi1 viriislere karsi genis spektrumlu bir
antimikrobiyal aktivite sergiler (Kong vd., 2010). Bu antimikrobiyal etki, kitosanin
molekiiler agirlig1, deasetilasyon derecesi ve cevresel pH gibi cesitli faktorlere bagh

olarak degisiklik gosterebilir (Rabea vd., 2003).

Kitosan, pozitif yiiklii amino gruplari sayesinde negatif ytiklii bakteri hiicre duvarlar ile
elektrostatik etkilesimler kurarak hiicre zarinin biitiinliiglinii bozar. Bu etkilesim, hiicre
zarmin gecirgenligini artirarak hiicre ici bilesenlerin sizmasina ve sonug olarak hiicre
Oliimiine yol acar. Kitosan ayrica bakteri hiicrelerinin metabolizmasini ve biiylimesini
engelleyerek antimikrobiyal etkisini giiclendirir (Bano vd., 2017). Bu ¢ok yonli
antimikrobiyal aktivite, kitosanin yara enfeksiyonlarini 6nlemede ve tedavi etmede etkili
bir ajan olarak kullanilmasina olanak tanir. Bu nedenle, kitosan bazli yara Ortiileri,

biyomedikal cihazlar ve ilag tasiyici sistemlerde yaygin olarak kullanilmaktadir.

2.3.4.2. Yara iyilestirici ozellikler

Kitosan, yara iyilesme siirecini hizlandirici etkileriyle bilinir ve bu nedenle modern yara
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bakiminda 6nemli bir yer tutar. Kitosan bazli yara ortiileri, filmler, jeller ve siingerler,
yara bolgesinde nemli bir ortam saglayarak iyilesmeyi desteklerken ayni zamanda dis

etkenlere karsi koruyucu bir bariyer olusturarak enfeksiyon riskini azaltir (Archana vd.,

2013).

Kitosan, fibroblast adi verilen hiicrelerin ¢ogalmasini ve gociinii uyararak yeni doku
olusumunu hizlandirir. Ayrica, kollajen ve diger ekstra seliilermatriks bilesenlerinin
sentezini artirarak yara iyilesmesinin kritik bir asamasi olan doku remodelasyonunu

destekler (Kmiech vd., 2017).

Kitosanin biyouyumlulugu ve biyolojik olarak parcalanabilir olmasi, yara bakim

tiriinlerinde giivenli ve etkili bir sekilde kullanilmasini saglar.

2.3.4.3. Hemostatik aktivite

Kitosan, kan pihtilasmasini hizlandirarak kanamay1 durdurma (hemostaz) yetenegi ile
dikkat ceker. Kitosan molekiiliindeki pozitif yiiklii amino gruplari, negatif yiikli kan
hiicreleri (eritrositler, trombositler) ve plazma proteinleri ile elektrostatik etkilesimler
kurarak trombosit agregasyonunu ve fibrin ag olusumunu tetikler (Bano vd., 2017). Bu
sayede, kitosan hizli ve etkili bir hemostatik ajan olarak kullanilabilir. Kitosan bazli
urlinler, travmatik yaralanmalarda, cerrahi operasyonlarda ve hatta dis hekimligi
uygulamalarinda kanamay: kontrol altina almak i¢in basariyla kullanilmaktadir.
Kitosanin hemostatik etkisi, deasetilasyon derecesi ve molekiiler agirlig1 gibi faktorlerden
etkilenir ve bu ozellikler, farkli uygulamalar i¢in 6zel olarak tasarlanmis kitosan bazli

hemostatik tirtinlerin gelistirilmesine olanak tanir (Kmiech vd., 2017).

2.3.4.4. Analjezik etki

Kitosan, enflamasyonla bagli agriy1 azaltict etkilere sahiptir. Bu etki, kitosanin
enflamatuvar siirecte yer alan ¢esitli mediyatorlerin (prostaglandinler, ldkotrienler,
histamin vb.) iiretimini ve aktivitesini baskilamastyla iliskilidir. Kitosan, yara bolgesinde
antienflamatuvar bir mikro ¢evre olusturarak agri ve rahatsizhigi hafifletir, boylece
hastalarin yasam kalitesini artirir. Kitosanin analjezik etkisi, yara bakim iirlinlerinde agr1

kesici olarak kullanilma potansiyelini ortaya koyar (Bano vd., 2017).
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2.4. Pluronic F-127

Pluronic F-127, biyomedikal ve farmasotik uygulamalarda yaygin olarak kullanilan
termoresponsif bir triblok kopolimerdir. Bu polimer, poli(oksietilen)-poli(oksipropilen)-
poli(oksietilen) segmentlerinden olusur ve sicakliga duyarli 6zellikleri nedeniyle g¢esitli
uygulamalarda tercih edilir. Pluronic F-127, diisik sicakliklarda ¢ozelti halinde
bulunurken, viicut sicakligina yaklastik¢a jel formuna gecer. Bu 6zellik, 6zellikle ilag

tasima ve kontrollii salim sistemlerinde 6nemli avantajlar sunar (Schmolka, 1972).

Pluronic F-127, noniyonik yiizey aktif maddeler sinifina ait olup, hidrofilik (su seven) ve
hidrofobik (su sevmeyen) bloklardan olusan bir kopolimerdir. Sulu ¢dzeltilerde misel ve
jel olusturma yetenegi vardir ve bu nedenle ila¢ tasiyici sistemlerde yaygin olarak
kullanilir. Biyouyumlu ve viicuttan atilabilir 6zelliklere sahip olup, diisiik toksisiteye
sahiptir. Pluronic F-127, ilag¢ salimi, hiicre kiiltiirii ve biyomiihendislik uygulamalarinda

kullanilmaktadir (Kabanov vd., 2002).

Pluronic F-127'nin su ig¢indeki davranislari, sicaklifa ve konsantrasyona bagli olarak
degisir. Belirli bir konsantrasyonda ve sicaklikta, Pluronic F-127 miseller olusturur ve bu
miseller, ilag tasima sistemlerinde etkin bir sekilde kullanilir. Ayrica, belirli kosullar
altinda jel formu olusturabilir, bu da yaralarin kapatilmasi1 ve korunmasi i¢in ideal bir

ortam saglar (Alexandridis&Hatton, 1995).

Pluronic F-127'nin hidrofilik (polietilen oksit) ve hidrofobik (polipropilen oksit) bloklari,
bu maddenin yiizey aktif 6zelliklerini saglar. Bu ozellikler, hidrofilik ve hidrofobik
bilesenlerin bir araya gelmesiyle, su i¢cinde ¢oziiniirliik ve yiizey aktivitesi saglar. Pluronic
F-127, biyolojik sistemlerle uyumlu olup, toksisite riskini minimize eder (Kabanov vd.,

2002).

Pluronic F-127, yalmzca sicaklia bagli davranisi nedeniyle degil, aym1 zamanda
biyolojik sistemlerde diisiik toksisite ve yiiksek biyouyumluluk 6zellikleri nedeniyle de
dikkat ¢eker. Pluronic F-127'nin polimer yapisi, su ve yag fazlari arasinda kendiliginden
organize olabilen mikellerin olusumuna izin verir. Bu mikeller, ila¢g molekiillerini

igerebilir ve belirli kosullar altinda salinmalarini saglayabilir (Pelegrino vd., 2018).
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Pluronic F-127’nin hiicre kiiltiirii ortamlarinda kullanimi, hiicrelerin hayatta kalma
oranini artirdigi ve hiicre proliferasyonunu destekledigi calismalarda belirtilmistir.
Ayrica, doku miihendisliginde biyomalzeme olarak kullaniminin, hiicrelerin doku

yapisini yeniden olusturmasina yardimci oldugu gosterilmistir (Lee vd., 2010).
2.4.1. Biyomedikal uygulamalardaki kullanim

Pluronic F-127, biyomedikal ve farmasdtik alanlarda genis bir uygulama yelpazesine
sahiptir. Ozellikle ila¢ tasima sistemlerinde, hiicre kiiltiiri ortamlarmda ve
biyomiihendislik uygulamalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Pluronic F-127, diisiik
toksisitesi ve yiiksek biyouyumlulugu sayesinde insan kullanimi i¢in giivenlidir ve FDA

(Food Drug Administration) tarafindan onaylanmistir (Schmolka, 1972).
2.4.2. Ila¢ tasima sistemlerinde kullanim

Pluronic F-127'nin ilag tagima sistemlerindeki kullanimi, 6zellikle hedeflenmis ilag salimi1
ve kontrollii salim sistemlerinde 6nemli avantajlar sunar. Pluronic F-127 bazli misseller
ve jeller, ilaglarin belirli bir bolgede toplanmasini ve yavasca salinmasini saglar (Kim vd.,

2014). Bu ilaglarin etkinligini artirirken yan etkileri minimize ettigi bilinmektedir.
2.4.3. Hiicre kiiltiirii cahsmalarinda kullanimi

Hiicre kiiltiiri ortamlarinda, Pluronic F-127, hiicrelerin biliylimesi ve farklilasmasi i¢in
uygun bir mikro ortam saglar. Bu polimer, hiicrelerin tutunmasini ve proliferasyonunu
(cogalmasini) destekler ve bu nedenle doku miihendisligi ve rejeneratif tip

uygulamalarinda kullanilmaktadir (Lee vd., 2010).
2.4.4. Biyomiihendislikte kullanimi

Pluronic F-127, biyomiihendislik uygulamalarinda da yaygin olarak kullanilir. Ozellikle
biyosensorlerin ve biyomedikal cihazlarin kaplanmasinda, bu polimerin biyouyumlulugu

Oonemli avantajlar sunar (Batrakova&Kabanov, 2008).
2.4.5. Yara bakimindaki rolii

Pluronic F-127'nin yara bakiminda kullanimi hem ila¢ salimi1 hem de yara kapatma i¢in
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ideal bir materyal olmasini saglar. Jel formu, yara iizerinde koruyucu bir tabaka olusturur
ve bu sayede enfeksiyon riskini azaltir. Ayrica, misel formu ile etkin madde salimi kontrol

altinda tutulur ve hedeflenen bolgeye yonlendirilir (Pelegrino vd., 2018).

Pluronic F-127'nin bu c¢ok yonli oOzellikleri, onu biyomedikal ve farmasdotik
uygulamalarda degerli bir ara¢ haline getirir. Biyouyumlulugu, viicuttan atila bilirligi ve
genis spektrumlu biyolojik aktiviteleri, g¢esitli terapdtik ve koruyucu uygulamalarda

kullanim potansiyelini artirir.

Pluronic F-127, yara bakiminda 6nemli bir role sahip olan ¢ok yonlii bir polimerdir.
Termoresponsif 6zellikleri, biyouyumlulugu ve ilag tasima yetenekleri, Pluronic F-127'yi
yara iyilesmesini destekleyen ve enfeksiyon riskini azaltan etkili bir tedavi secenegi

haline getirir (Schmolka, 1972).

Pluronic F-127, viicut sicakliginda jel formuna gecme 6zelligi sayesinde yara ylizeyinde
koruyucu bir bariyer olusturur. Bu bariyer, yara bolgesini dis etkenlerden (bakteri, virtis,
mantar gibi) koruyarak enfeksiyon riskini azaltir. Ayn1 zamanda, yara bolgesinde nemli
bir ortam saglayarak iyilesme siirecini hizlandirir. Pluronic F-127in olusturdugu jel
tabakasi, yara ylizeyine yapisarak yara kenarlarini bir arada tutar ve yara kontraksiyonunu

(biizisme) destekler, boylece yara iyilesmesini hizlandirir (Lee vd., 2010).

Pluronic F-127, antimikrobiyal ajanlarla birlestirilerek yara enfeksiyonlarinin 6nlenmesi
ve tedavisinde kullanilabilir. Pluronic F-127 bazli hidrojeller, antiseptik veya antibiyotik
gibi antimikrobiyal ajanlari igerebilir ve bu ajanlarin yara bolgesinde kontrollii salimim
saglayarak enfeksiyon riskini azaltir (Pelegrino vd., 2018). Bu 6zellik, 6zellikle kronik
yaralarin tedavisinde dnemli bir avantaj saglar. Hiicre kiiltiirli ¢aligmalar1, Pluronic F-
127'nin fibroblastlarin ¢ogalmasint ve gocilinii uyararak yeni doku olusumunu
hizlandirdigimi gostermistir (Lee vd., 2010). Ayrica, Pluronic F-127, yara bolgesindeki
enflamasyonu azaltarak ve anjiyogenez (yeni kan damari olusumu) siirecini destekleyerek

yara iyilesmesini hizlandirir (Batrakova&Kabanov, 2008).
2.4.6. ilac tasima sistemleri ve kontrollii sahm ¢alismalarinda kullanim

Pluronic F-127, yara iyilestirici ilaglarin tasinmasi ve kontrollii salimi i¢in ideal bir

platform sunar. Ilag yiikli Pluronic F-127 miselleri veya jelleri, yara bolgesine
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uygulandiginda, ilag molekiillerini yavas ve kontrollii bir sekilde serbest birakir. Bu
sayede, ilacin yara bolgesindeki etkinligi artar ve yan etkileri minimize edilir (Kim vd.,
2014). Ayrica, Pluronic F-127'nin termoresponsif 6zelligi sayesinde, ilag salimi viicut

sicakligina gore ayarlanabilir, bu da tedavi etkinligini daha da artirir (Kabanov vd., 2002).
2.4.7. Pluronic F-127 bazh hidrojeller

Yanik tedavisinde termoresponsif O6zelligi ile ideal bir hidrojel malzemesi olarak
kullanilir. Bu hidrojeller, yanik bolgesine uygulandiginda viicut sicakligiyla jel formuna
gecer ve yara yiizeyinde koruyucu bir bariyer olusturur. Bu bariyer, yara bdlgesini
enfeksiyondan korur, nemli bir ortam saglayarak iyilesmeyi hizlandirir ve agriy1 azaltir.
Ayrica, Pluronic F-127 bazli hidrojeller, antibiyotikler veya biiyiime faktorleri gibi

terapotik ajanlarin kontrollii salinimi i¢in de kullanilabilir (Pelegrino vd., 2018).

Pluronic F-127, biyomedikal ve farmasotik alanlarda yaygin olarak kullanilan bir triblok
kopolimerdir ve jel ve hidrojel formiilasyonlarinda énemli bir rol oynar. Pluronic F-
127'nin termoresponsif Ozellikleri, diisiik sicakliklarda sivi halde bulunurken, viicut
sicakligina ulastiginda jel formuna gegmesini saglar. Bu 0Ozellik, jel ve hidrojel

uygulamalarinda biiyiik avantajlar sunar (Schmolka, 1972).

Pluronic F-127'nin jel formu, 6zellikle yara bakiminda ve topikal ilag uygulamalarinda
kullanilir. Jel formu, yara ylizeyinde koruyucu bir bariyer olusturur ve enfeksiyon riskini
azaltir. Ayrica, jel formu ilacin kontrollii ve siirekli salinimini saglar, bu da tedavi siirecini

tyilestirir (Pelegrino vd., 2018).

Hidrojeller, yiiksek su igerigine sahip ii¢c boyutlu polimer aglaridir ve biyomedikal
uygulamalarda genis bir kullanim alanina sahiptir. Pluronic F-127 bazli hidrojeller, ilag
tagima, doku miihendisligi ve yara iyilesmesi gibi alanlarda yaygin olarak kullanilir. Bu
hidrojeller, biyouyumluluk ve biyobozunurluk gibi 6zellikleri sayesinde giivenli ve etkili

bir tedavi saglar (Pelegrino vd., 2018).

Pluronic F-127 bazli hidrojeller, ilaglarin kontrollii saliminda 6nemli bir rol oynar.
Sicakliga duyarli 6zellikleri sayesinde, bu hidrojeller diisiik sicakliklarda sivi halde
bulunurken, viicut sicakligina ulastiginda jel formuna gecer. Bu 6zellik, ilaglarin belirli

bir bolgede toplanmasini ve yavasca salinmasini saglar. Ornegin, kemoterapi ilaglarmin
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tiimdr bolgesine hedeflenmis bir sekilde tasinmasi ve kontrollii salimi, tedavi etkinligini

artirirken sistemik yan etkileri azaltir (Batrakova & Kabanov, 2008).
2.4.8. Pluronic F-127 iceren nanolifler

Elektrospinning yontemi ile iiretilen nanolifler, yiliksek yiizey alan1 ve gézenekli yapilari
sayesinde yara iyilesmesini destekler, enfeksiyonu 6nler ve ila¢ salinimai i¢in uygun bir

platform saglar (Xie vd., 2021).
2.4.9. Pluronic F-127 ile kaplanmis yara ortiileri

Mevcut yara ortiilerinin 6zelliklerini gelistirmek i¢in kullanilabilir. Ornegin, kitosan bazli
yara Ortiilerinin Pluronic F-127 ile kaplanmasi, ortiiniin yapigskanligini ve nem tutma

kapasitesini artirarak yara iyilesmesini hizlandirabilir (Batrakova & Kabanov, 2008).

2.4.10. Pluronic F-127 ve diger biyomalzemelerin kombinasyon calismalarinda

Kkullanimi

Diger biyomalzemelerle, 6rnegin, hyaluronik asit, kolajen, aljinat ile birlestirilerek yanik
tedavisi i¢in daha etkili kompozit malzemeler olusturulabilir. Bu kombinasyonlar,
Pluronic F-127'nin termoresponsif ve ilag tagima 6zelliklerini diger biyomalzemelerin
biyouyumlulugu ve biyoaktivitesi ile birlestirerek yara iyilesmesini daha da optimize

edebilir (Pelegrino vd., 2018).
2.4.11. Doku miihendisligindeki kullanimi

Pluronic F-127 bazli hidrojeller, doku miihendisligi uygulamalarinda da yaygin olarak
kullanilir. Bu hidrojeller, hiicrelerin biiyiimesi ve farklilagmasi i¢in uygun bir mikro ortam
saglar. Hiicre kiiltlirii calismalarinda, Pluronic F-127 hidrojelleri, hiicrelerin tutunmasini
ve proliferasyonunu destekler, bu da rejeneratif tip uygulamalarinda biiyiik 6nem tasir

(Lee vd., 2010).

Pluronic F-127 hidrojelleri, yara bakiminda etkili bir ¢dziim sunar. Jel formu, yaralarin
kapatilmas1 ve korunmasi i¢in ideal bir ortam saglar. Bu hidrojeller, yara yiizeyinde
koruyucu bir tabaka olusturur ve enfeksiyon riskini azaltir. Ayrica, hidrojel formu ile etkin

madde salimi kontrol altinda tutulur ve hedeflenen bélgeye yonlendirilir. Bu, yaralarin
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daha hizli ve etkili bir sekilde iyilesmesini saglar (Pelegrino vd., 2018).

Pluronic F-127'nin jel ve hidrojel uygulamalari, biyomedikal ve farmasotik alanlarda
Oonemli avantajlar sunar. Termoresponsif davranisi, biyouyumlulugu ve genis spektrumlu
biyolojik aktiviteleri, bu polimeri ¢esitli terapdtik ve koruyucu uygulamalarda ideal bir

malzeme haline getirir.

2.5. Kitosan ve Pluronic F-127 Kombinasyonlari

Kitosan ve Pluronic F127 kombinasyonlari, ilag tasima sistemleri ve biyomedikal
uygulamalarda genis bir kullanim alanina sahiptir. Bu iki polimerin birlikte kullanima,
biyouyumluluk, biyobozunurluk ve diisiik toksisite gibi avantajlarla birlikte sinerjistik
etkiler sunar. Bu boliimde, kitosan ve Pluronic F127 kombinasyonlariin avantajlari,

formiilasyon ve uygulama alanlari ile literatiirdeki caligsmalara yer verilecektir.

2.5.1. Kombinasyonun avantajlari

Kitosan ve Pluronic F127 kombinasyonlari, farmasotik uygulamalarda cesitli avantajlar
sunar. Kitosan, antimikrobiyal 6zelliklere sahip dogal bir polimer olup, yara iyilesmesini
hizlandirici etkisi ile bilinir. Pluronic F127 ise noniyonik bir yiizey aktif madde olup,
termoresponsif Ozellikleri sayesinde sicaklik degisimlerine duyarhidir ve diislik
sicakliklarda sivi, viicut sicakliginda jel formunda bulunur (Pelegrino vd., 2018). Bu

ozellikler, bu iki polimerin birlikte kullanilmasini cazip kilar.

Kitosan ve Pluronic F127'nin kombinasyonlari, ila¢ tasima sistemlerinde kontrollii salim
saglar. Kitosan'in pozitif yliklii yapisi, negatif yiiklii ilag molekiilleri ile elektrostatik
etkilesimler olusturabilirken, Pluronic F127'min misel ve jel formasyonlari ilaglarin
¢Oziinlirliglinii ve tagimabilirligini artirir (Kabanov vd., 2002). Bu kombinasyon, ilaglarin
hedef bolgelere yonlendirilmesini ve salim hizinin kontrol edilmesini saglar (Pelegrino

vd., 2018).

2.5.2. Formiilasyon ve uygulama alanlan

Kitosan ve Pluronic F127 kombinasyonlari, ¢esitli formiilasyon ve uygulama alanlarinda
kullanilir. Mikro ve nanopartikiiller, hidrojeller ve termoresponsif jeller gibi ¢esitli

formiilasyonlar, ila¢ tasima sistemlerinde genis bir kullanim yelpazesi sunar. Bu
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formiilasyonlar, ilaglarin hedef bolgelere tasinmasini, koruyucu kaplamalarla

stabilizasyonunu ve kontrollii salimini saglar (Dominguez-Delgado vd., 2016).

Ozellikle yara bakiminda kitosan ve Pluronic F127 hidrojelleri, enfeksiyon riskini
azaltirken yara iyilesmesini hizlandirir. Bu hidrojeller, diisiik sicakliklarda sivi halde
bulunurken, viicut sicakliginda jel formuna geger ve yaralarin kapatilmasi i¢in ideal bir

ortam saglar (Pelegrino vd., 2018).
2.5.3. Literatiirdeki ¢calismalar

Kitosan ve Pluronic F127 kombinasyonlar1 {izerine yapilan literatiir ¢aligmalari, bu
kombinasyonlarin  biyomedikal uygulamalarda etkili oldugunu gostermektedir.
Dominguez-Delgado vd., tarafindan yapilan ¢alismada kitosan ve Pluronic F127'nin ilag
tagima sistemlerindeki uygulamalarin1 ve avantajlarin1 detayl bir sekilde ele alinmistir

(Dominguez-Delgado vd., 2016).

Pluronic F127'nin termoresponsif jel formu, kemoterapi ilaglarinin tiimoér bolgesine
yonlendirilmis bir sekilde salinmasini saglar, bu da tedavi etkinligini artirirken sistemik
yan etkileri minimize eder (Pelegrino vd., 2018). Bu 6zellikleriyle kitosan ve Pluronic F-
127 kombinasyonlari, 6zellikle yara bakimi ve hedefe yonelik ilag salimi gibi alanlarda

gelecekteki uygulamalar i¢in biiyiik bir potansiyel tasimaktadir.
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3. GEREC VE YONTEMLER
3.1. Deneysel Calismalarda Kullanilan Bitki ve Kimyasal Maddeler
3.1.1. Bitkisel materyal

Swv1 H. virginiana ekstresi (Moller Pharma, Almanya, Aqua Hamamelidis USP) kullanilmistir.
Etkin maddenin spesifikasyonlarinda pH 4.3 olarak belirtilmistir. Hamamelis korteksinin 1:1
oraninda seyreltilmis su ekstraksiyonu ile elde edilen ekstresi ¢alismamizda kullanilmistir ve

berrak goriiniimlii bir s1v1 olarak gozlenmistir.

3.1.2. Kimyasal maddeler

Madde Ad1 Firma Ad1

Hamamelis virgiana L. : Sanl1, Tiirkiye

Kitosan : BIOSYNTH, Isvicre
Pluronic F127 : Sigma-Aldrich, Almanya

3.2. Kullanilan Cihazlar

Cihaz Adx Firma Adx

Buzdolab1 : Lebherr, Almanya

Manyetik Karistirici : Heidolph, MR 3001 K, Almanya
Otomatik Mikropipetler : Eppendorf, Almanya

pH Metre : OHAUS, Starter 3100, ABD
Hassas Terazi : Mettler Toledo, ABD

Vorteks karistirict : Velp Scientifica, Italya

Biiyiik kapasiteli santrifiij : Hettich, Rotina 420 R, Almanya
Mikrosantrifiij : Eppendorf, 5417R, Almanya
Ultrasantrifiij : Beckman Coulter Optima XPN, Amerika
Coklu Manyetik Karistiric : IKA, Almanya
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Giic kaynagi . Consort E861, Belgika

CO2’li Inkiibator Etiiv : Binder, ABD

Cytation 5 plaka okuyucu : BioTek, ABD

Laminar akis kabini : Kojair, Biowazard, Finlandiya
Flow Sitometri : Agilent, Novocyte 3005, ABD
NTA NanoSight NS300 : Malvern Panalytical, ABD
NanoDrop One C : Thermo Scientific, ABD
Ultrasonik Su Banyosu : EIma, Transsonic 470/H, Almanya
Sirkiilasyonlu Su Banyosu : Lab Companies, RW-0525G, ABD

3.3. Hamamelis virgiana L. Uzerinde Yapilan Calismalar

3.3.1. Headspace-SPME-GC/MS ile ugucu bilesen tayini

Uygun hacimde numune cam flakona aktarildi ve parafilm ile iizeri kapatildi. Islem &ncesinde
fiber kapli KFME enjektoriiniin adsorban ile kapli kismi1 GK’de birka¢ dakika temizlendi.
40°C’ye ayarlanan 1sitict iizerinde cam sise igerisine, numuneye temas etmeyecek sekilde
enjektor batirilip adsorban kapli kismi tepe boslugunda 15 dakika bekletildi. Fiberde adsorban
olarak 65 pum kalinliginda Polidimetilsiloksan/Divinilbenzen (PDMS/DVB) kullanilmistir.
Adsorban kapli fiber kism1 igne igerisine ¢ekilip cam siseden ¢ikarildiktan sonra GK’nin
enjeksiyon portuna yerlestirilmis ve fiber indirilerek optimum 1s1l desorbsiyonun gerceklesmesi
icin 10 dakika enjektorde tutuldu. Fiber geri ¢ekilerek igne porttan ¢ikarilip GK/KS sisteminde

analiz gerceklestirildi.

Ugucu bilesiklerin analizleri Gaz Kromatografisi (GK) ve Gaz Kromatografisi/Kiitle
Spektrometrisi (GK/KS) ile eszamanli olarak yapilmistir. Degerlendirme islemleri "Baser
Ugucu Yag Bilesenleri Kiitiiphanesi", Wiley, Adams ve MassFinder 4.1 Kiitliphane Tarama
Yazilimlar1 kullanilarak, ayrica tutunma indeksleri karsilastirilarak yapilmistir. (McLafferty ve

Stauffer, 1989; Koenig vd., 2004).
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GK Analiz Kosullari:

Sistem : Agilent 6890N

Kolon : HP-Innowax (60m x 0.25mm @, 0.25 pm film kalinlig1)

Taswict gaz : Helyum (0.8 mL dk-1)

Sicakliklar

Enjeksiyon : 250°C

Kolon : 60°C'de 10 dk, 4°C dk artigla 220°C'ye, 220°C'de 10 dk, 1°C dk
artisla 240°C’ye

Dedektor : 300°C, FID

GK/KS Analiz Kosullar1

Sistem : Agilent 5975 GC-MSD

Kolon : HP-Innowax (60m x 0.25mm @, 0.25 um film kalinlig)

Tasiyict gaz : Helyum (0.8 mL dk-1)

Steakhiklar

Enjeksiyon : 250°C

Kolon : 60°C'de 10 dk, 4°C dk artigla 220°C'ye, 220°C'de 10 dk, 1°C dk
artigla 240°C’ye

Split orani : 50:1

Elektron enerjisi : 70 eV

Kiitle araligi : 35-450 m/z

3.3.2. in vitro Antienflamatuvar etki ¢calismasi: 5-lipoxygenase (5-LOX) enzimatik aktivite
inhibisyonu

Enzimatik 5-LOX inhibisyon testleri Pozitif kontrol Nordihidroguaiaretik asit (NDGA)

standard1 ile karsilastirmali olarak hammaddelere ve yapilan formulasyonlara denemistir.
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Lipoksijenaz (1.13.11.12, Tip I-B, 7.9 Unite/mg) enzim aktivitesi iizerindeki inhibitdr
aktiviteleri, 6nceki ¢calismalara (Tappel 1962; Baylac ve Racine 2003; Demirci ve ark., 2018)
gore 96 kuyulu kuvars plaka iizerinde spektrofotometrik olarak gerceklestirildi. 1.94 mL
potasyum fosfat tamponu (100 mM; pH: 8.80), 40 uL test maddesi ve 20 uL lipoksijenaz enzimi,
25°C'de 10 dakika inkiibe edildi. Her bir kuyuya bu karistmdan 300 pL eklendi. Daha sonra
reaksiyon, 7.5 pL linoleik asit ¢dzeltisinin eklenmesiyle baslatildi, 234 nm'deki absorbans
degisimi 10 dakika boyunca takip edildi. Deneyler 4 tekrarli olarak yiiriitiilmiis olup, sonuglar

yiizde inhibisyon (%) olarak verilmistir.

% Inhibisyon = (E — S)/ E x 100
E: Enzimin numune olmadan absorbansi.

S: Enzimin test numunesiyle absorbansi

3.4. Formiilasyon Gelistirme

3.4.1. Formiilasyon hazirhg:

Tez ¢aligmasi kapsaminda, diisiik, orta ve yiiksek molekiil agirlikli kitosan ¢ozeltileri i¢erisinde
yara 1yi edici 6zelligi bilinen H. virginiana ekstrelerinin eklenmesi ile spreylenebilecek ve yara
yiizeyine piuskiirtiildiiglinde film tabaka olusturabilecek ¢ozelti formunda formiilasyonlarin

hazirlanmasi planlanmistir.

Formiilasyonlar hazirlanirken deri bolgesine zarar vermeyecek sekilde pH derecelerinin

ayarlanmasi parametreyi olusturan 6nemli l¢iitlerdendir.
3.4.2 Kitosan ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Bu ¢alismada, diisiik, orta ve yiiksek molekiil agirlikli kitosan ¢ozeltileri hazirlanmistir. Kitosan
cozeltilerini hazirlamak i¢in saf suyun pH’1 5’e ayarlanmistir (Tablo 3.1). Her bir kitosan tiirii
icin belirlenen konsantrasyonlar sirasiyla; diisiik molekiil agirlikli kitosan %4, orta molekiil
agirhikli kitosan %2.5 yiiksek molekiil agirlikli kitosan %3 olacak sekilde ayarlanmistir.
Hazirlanan ¢ozeltiler manyetik karistirict ile karistirilarak homojen bir yapr elde edilmistir.
Coziiniirliigii artirmak i¢in 6M HCI eklenerek pH diisiiriilmiis ve seffaf, berrak bir ¢ozelti elde
edilmigtir. Cozeltiler, otoklavda 121°C’de 20 dakika boyunca islem goérmiistiir.
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3.4.3 Pluronic F-127 cozeltilerinin hazirlanmasi

Pluronic F-127 c¢ozeltileri % 30 konsantrasyonda soguk su banyosunda manyetik karistirici
yardimiyla 500 rpm hizinda 6 saat boyunca karistirilarak hazirlanmistir. Bu siiregte, Pluronic
F-127’in viskozitesini dengelemek icin soguk ortam tercih edilmistir. Cozeltinin pH’1 3M

NaOH ¢ozeltisi eklenerek 10’a ayarlanmistir (Tablo 3.1).
3.4.4 Tasiyici sistemlerin hazirlanmasi

Kitosan ve Pluronic F-127 c¢ozeltileri, 1:1 oraninda karigtirilarak tasiyict  sistem
olusturulmustur. Tastyic1 sistemin lizerine %25 oraninda H. virginiana distilati eklenerek

formiil tamamlanmistir. Bu karisim, homojen bir yapi elde edilene kadar karistirilmistir.

Tablo 3.1

Distilat Iceren ve Icermeyen Icermeyen Formiilasyonlarin pH Degerleri

Formiil Distilat Icermeyen Distilat icermeyen Distilat Igeren Distilat Igeren
Formiilasyonlarin Formiilasyonlarin Son  Formiilasyonlarin Formiilasyonlarin Son
Baglangi¢ pH Degeri pH Degeri Baslangi¢ pH Degeri pH Degeri

Diisiik Molekiil 2.332 5 2.83 5

Agirlikli Kitosan

Cozeltisi

Orta Molekiil Agirlikli  3.94 5 3.18 5

Kitosan Cozeltisi

Yiiksek Molekiil 3.9 5 3.27 5

Agirlikl Kitosan

Cozeltisi

Pluronic F-127 %30 7.56 10 7.56 10

Cozeltisi

3.4.5. Film ve biyofilm hazirhg:

Hazirlanan kitosan ¢ozeltilerinin deri iizerine uygulanmasindan sonra kurumasi ve kuruduktan
sonra olusturdugu film tabaksinin esnek olmay1 nedeniyle, artan sicakliga bagli jellesme
ozelligi gosteren Pluronic F-127 ¢ozeltilerinin formiilasyona dahil edilmesi planlanmistir. Bu
amacla, hazirlanan kitosan ¢ozeltileri, Pluronic F-127 ve H. virginiana ekstreleri 1:1 oraninda
karistirilarak film ve biyofilm hazirlig1 gerceklestirilmistir. Bu kombinasyonlar farkli Pluronic
yiizdeleri (%11.25), kitosan molekiiler agirliklart (diisiik, orta, yiiksek), kitosan yiizdeleri
(%1.18, %0.94, %1.12) ve Hamamelis virginana L. yiizdeleri (%25) icermektedir.
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Formiilasyon denemelerinde kullanilan ¢6zeltiler ve oranlari tablo 3.2. ve 3.3.’de sunulmustur.

Asagidaki fotograflar, film ve biyofilm hazirligin1 gostermektedir:

Tablo 3.2

H. Virginiana Ekstresi Igeren Formiillerin Konsantrasyon Degerleri (4/H)

Pluronic  Kitosan Kitosan Yiizdesi H. virginiana Eklenen Madde

Yiizdesi  Molekiil (%) Yiizdesi (%)

(%) Agirhg

11.25 Diisiik 1.18 25 H. virginiana

11.25 Orta 0.94 25 H. virginiana

11.25 Yiiksek 1.12 25 H. virginiana
Tablo 3.3

H. Virginiana Distilati Icermeyen Formiillerin Konsantrasyon Degerleri (A/H)

Pluronic Kitosan Molekiil Kitosan Yiizdesi  H. virginiana Eklenen Madde
Yiizdesi (%) Agirhg (%) Yiizdesi (%)

11.25 Diistik 1.18 0 Su

11.25 Orta 0.94 0 Su

11.25 Yiiksek 112 0 Su

3.5. Invitro Testler

3.5.1. Agar kuyu difiizyon yontemi ile antimikrobiyal aktivite belirlenmesi

-85 °C ve -20 °C’de muhafaza edilen bakteriyel kiiltlirler, Mueller Hinton Agar (MHA)
kullanilarak 37 °C’de 24-48 saat siireyle inkiibe edilerek yeniden canlandirilmistir. E. coli
NRRL B-3008, S. aureus ATCC 6538, P. aeruginosa ATCC 9027, C. striatum ATCC BAA 1293
ve S. aureus ATCC BAA 44 gibi bakteriler aerobik kosullarda inkiibe edilmistir. C. albicans
ATCC 90028 susu ise Sabouraud Dextrose Agar (SDA) kullanilarak 37 °C’de 48 saat inkiibe
edilerek fungal kiiltiir elde edilmistir. Mikroorganizmalarin yogunluklari, tiirbidometre ile Mc

Farland No: 0.5 standardina gore ayarlanmigtir (CLSI, 2006).

Bakteriler i¢cin amoksisilin ve kloramfenikol pozitif kontrol olarak kullanilmis ve 128 pg/mL
konsantrasyonunda calisilmistir. Maya susu i¢in ise amfoterisin B ve ketokonazol 160 pg/mL

konsantrasyonlarinda pozitif kontrol olarak kullanilmistir (CLSI, 2014).

Agar kuyu diflizyon yontemi, 90 mm c¢apindaki Petri kaplartyla gerceklestirilmistir. 100 pL
bakteri siispansiyonu, 15 mL Mueller Hinton Agar (MHA) ortamina, 100 pL maya
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stispansiyonu ise Sabouraud Dextrose Agar (SDA) iizerine yayilmis ve asilanmistir. Her bir
Petride 6 mm capinda kuyular agilmis ve bu kuyulara 30 pL 6rnek eklenmistir. Antibakteriyel
aktivite, 37 °C’de 24 saat inkiibasyon sonrasinda, inhibisyon bdlgelerinin ¢aplarinin

Olciilmesiyle degerlendirilmistir (Valgas vd., 2007).

3.5.2. Hiicre proliferasyonu ve canlilik testi sonuclar1 (MTT Testi)

Bu tez c¢alismasinda, gelistirilen formiilasyonlarin hiicresel diizeydeki etkilerinin
degerlendirilmesi amaciyla, insan gobek toplardamar endotelyal hiicresi HUVEC
kullanilmistir. Bu hiicre hatti, formiilasyonlarin biyouyumluluk ve sitotoksisite profillerini
degerlendirmek i¢in uygun bir modeldir. Hiicrelerin ¢ogaltilmast ve formiilasyonlarin
uygulanmasi i¢in hiicre kiiltlirii calismalar1 yapilmistir. Tiim hiicre hatlar1 i¢in besiyeri olarak
%10 Fetal Bovine Serum, %! penisilin-streptomisin, %1 glutamin igeren DMEM tercih
edilmistir. Hiicreler, MTT ¢alismalari siiresince 37°C sicaklikta, %5 CO2 ve %95 hava igeren
bir atmosferde inkiibe edilmistir. Hiicre canlilik oranlarini belirlemek amaciyla MTT testi
uygulanmigtir. MTT, hiicre yogunluklarin1 ve metabolik aktiviteyi 6l¢mek i¢in yaygin olarak
kullanilan gilivenli ve uygun maliyetli bir kolorimetrik yontemdir. Bu yontem, sar1 renkli ve
¢oziiniir MTT'nin, canli hiicrelerin mitokondriyal rediiktaz enzimleri tarafindan indirgenerek
¢cozlinmez mor formazan kristallerine doniismesine dayanir. Hiicre canliligini belirlemek i¢in
bu kristaller, belirli bir ¢ozeltide ¢oziilerek absorbans degeri 6lgiiliir. Test, 550-600 nm dalga

boyu araliginda spektrofotometrik analiz ile yapilir.

MTT testi ile formiilasyonlarin sitotoksisite seviyeleri degerlendirilmistir. Formiilasyonlarin
yer aldig1 test gruplarindan elde edilen sonuglar, sadece besiyeri uygulanan kontrol grubuna
kiyasla analiz edilmistir. Kontrol grubunun absorbans degeri %100 canlilik olarak kabul
edilmistir. Farkli derisimlerdeki formiilasyonlarin uygulandigi hiicrelerden elde edilen
absorbans degerleri ile kontrol grubu karsilagtirilarak, goreceli % canlilik hesaplanmistir. Eger
%100’lin altinda bir canlilik degeri elde edilirse, bu formiilasyonun belirli bir oranda toksik etki
gosterdigi kabul edilmistir. Hiicrelerin %50 canlilik azalmasina yol agan formiilasyon
konsantrasyonu IC50 degeri olarak kabul edilmistir. Deneysel siirecte, hiicreler 24 saat boyunca
inkiibe edilmis, ardindan formiilasyonlar farkli konsantrasyonlarda hiicrelere uygulanmigtir. 24
saat sonunda her kuyucuga, 20 pL MTT boyasi eklenmis ve 3 saatlik inkiibasyon sonrasi
kuyucuklardaki boya uzaklastirilarak, DMSO eklenmistir. 570 nm'de absorbans degerleri
Olciilerek % canlilik hesaplanmistir. Formiilasyonlara ait bu veriler, biyouyumluluk ve

sitotoksisite degerlendirmeleri i¢in kullanilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. H. virginiana ve Formiilasyonlarda Ucucu Bilesen Analizi

Tablo 4.1

HS-SPME-GK/KS sonuglar
Bilesen A% B %
Etanol 79.3 88.8
Nonan - -
Undekan - -
Etil Benzen - -
Dodekan 0.2 1.6
4-Metildodekan 0.4 -
p-Simen - -
1,8-Sineol - 0.3
4,6-Dimetildodekan 0.3 -
(E)-2-Heksenal - 0.2
3-Oktanon - 0.1
6-Metil-5-Hepten-2-On - 0.1
1-Heksanol - 0.6
(Z)-3-Heksen-1-01 - 0.7
3-Oktanol - 0.3
Tetradekan - 0.3
Nonanal - 0.1
Prehniten 0.3 -
Duren 1.4 -
1-Okten-3-ol - 4.1
Trans-Linalol Oksit - -
(furanoid)
Furfural 0.5 -
2-Etil Hekzanol - -
1-Metilinden 0.3 -
Kafur 0.2 0.1
Linalol - 0.5
1-Oktanol - 0.1
Hekzadekan - 0.1
Terpinen-4-ol - tr
zoforon 1.3 -
3-p-Mentanol - -
5-6-Dimetilinden tr -
Anetol - 0.1
Alfa-Humulen - -
Fengil Alkol - tr
Borneol - 0.1
Naftalin 0.2 -
Mirtenol - 0.1
Metil Salisilat 0.2 -
fyonol - -
Ojenol - 0.1
Karvakrol - tr

A, Witch Hazel (Hamamelis) (SANLI); B, H. virginiana (MOLLER) Distilat1.
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Calismada, H. virginiana distilatlarinin ugucu bilesen profili, Sanli (A) ve Moller (B) kaynakli
distilatlar izerinden HS-SPME-GC/MS yontemi ile analiz edilmistir.

Sanl distilatinda ana bilesen olarak etanol (%79.3) tespit edilmistir. Bunun yaninda terapotik
acidan 6dnemli bilesenler olan 1,8-sineol (%0.3), linalool (%0.5) ve kafur (%0.2) belirlenmistir.
Bu bilesenlerin, H. virginiana 'nin antioksidan, antienflamatuvar ve antimikrobiyal etkileri ile
iliskilendirildigi literatiirde sik¢a vurgulanmistir (Engel vd., 1998; Gonzalez vd., 2010). Ayrica,
Durene (%]1.4) ve Prehnitene (%0.3) gibi bilesikler de distilatin ugucu profilini zenginlestiren

diger maddeler olarak tespit edilmistir.

Moller distilatinda ise etanol orani daha yiiksek (%88.8) bulunmus, ancak Sanli distilatinda
tespit edilen 1,8-sineol, linalool ve kafur gibi bilesenler ya ¢ok diisiik oranlarda ya da tamamen

eksik tespit edilmisgtir.

4.2. Hamamelis virgiana ve Formiilasyonlarda Antienflamatuvar Etkinlik

H. virginiana distilatlarinin ve hazirlanan formiilasyonun Antienflamatuvar etkinlikleri 5-LOX
enzimi iizerine olan etkileri {izerinden arastirilmistir. Numuneler %2’lik konsantrasyonda

arastirilmis ve pozitif kontrol olarak kullanilan NDGA ile sonuglar karsilastiriimistir.

Tablo 4.2.°de verilen sonuglara gére H. virginiana iceren numunelerden H. virginiana (SANLI)

distilat1 5-LOX {izerine % 28.9 £ 8.77 oraninda inhibisyon ile en kuvvetli 6rnek olmustur.

Tablo 4.2
5-LOX inhibisyon sonuglari

Numune (Son kons. %62) Inhibisyon %
Hamamelis virgiana distilati (SANLI) 28.9+8.77
HMM distilat: (Méller) 15+ 2.37
NDGA (16 pg/mL) 91.5+1.2
NDGA ICsp (pg/mL) 0.2+0.05

NDGA 16 pg/mL konsantrasyonda denenmis ve % 91.5 + 1.2 oraninda inhibitér etki

gostermistir. Ayrica [C50 degeri de hesaplanmis ve sonug 0.2 £ 0.05 pg/mL olarak bulunmustur.

Bu calismada, H. virginiana distilatinin lipoksigenaz (5-LOX) enzimi lizerindeki inhibitor

etkisi degerlendirilmis ve literatiirdeki bulgularla karsilastirilmistir. 5-LOX  enzimi,
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inflamatuvar mediatorlerin sentezinde onemli bir role sahiptir ve bu enzimin inhibisyonu,

antienflamatuvar etkinligin 6nemli bir gostergesidir.

Calismamizda, H. virginiana distilati (Sanl1) %28.9 = 8.77 inhibisyon orani ile 5-LOX enzimi
iizerinde orta diizeyde bir etki gostermistir. Ancak, Moller kaynakli distilat %15 + 2.37
inhibisyon orani ile daha diisiik bir etki sergilemistir. Bu farklilik, distilatlarin tedarik edildigi
kaynaga, iiretim siireclerine ve icerdigi fenolik bilesikler ile tanenlerin yogunluguna bagl
olabilir. Literatiirde, fenolik asitler ve tanenlerin 5-LOX enzimi inhibisyonunda etkin oldugu
belirtilmistir (Gonzalez vd., 2010). Sanh distilatinin daha yiiksek etkinligi, bu bilesiklerin

yogunlugunun daha fazla olabilecegine isaret etmektedir.

H. virginiana’nin antienflamatuvar etkinligi, icerdigi fenolik bilesikler ve tanenler ile
iligkilendirilmistir. Gonzalez vd., bu bilesenlerin enflamasyonu azaltici 6zelliklere sahip
oldugunu bildirmistir (Gonzalez vd. 2010). Hughes-Formella vd., Hamamelis distilatlarinin UV
kaynakl1 enflamasyonu baskilayabildigini ve cilt ilizerinde yatistiric1 etkiler sergiledigini rapor

etmistir (Hughes-Formella vd., 2002).

Calismamizda elde edilen sonuglar, literatiirde belirtilen bu etkilerle uyumludur ve H.

virginiana distilatinin 5-LOX enzimi {izerindeki inhibitor etkisini dogrulamaktadir.

4.3. Reolojik Davrams

25°C ve 37°C olmak iizere iki farkli sicaklikta ve farkli molekiil agirliklarina sahip kitosan
iceren formiillerin Pluronic F127 ve H. virginiana distilati oranlari sabit olmak iizere toplam 12
Ol¢iimle reolojik davranislari Brookfield reometresiyle oOlgiilmiis olup sonuglar asagidaki

gibidir.
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Sekil 4.1
25 °C Diigsiik Molekiil Agirlikli Kitosan Ve Pluronic F127 Iceren Formiilasyona Ait Reogram
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Sekil 4.3
37C Diisiik Molekiil Agirlikli Kitosan Ve Pluronic F127 Igceren Formiilasyona Ait Reogramasyona Ait Reogram
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Sekil 4.4
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Sekil 4.5

25°C Orta Molekiil Agirlikly Kitosan Ve Pluronic F127 I¢eren Formiilasyona Ait Reogram
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Sekil 4.7

37°C Orta Molekiil Agirlikli Kitosan Ve Pluronic F127 I¢eren Formiilasyona Ait Reogram
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Sekil 4.9

25 °C Yiiksek Molekiil Agirlikli Kitosan Ve Pluronic F127 Iceren Formiilasyona Ait Reogram
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Sekil 4.11
37 C Yiiksek Molekiil Agirlikli Kitosan Ve Pluronic F127 I¢eren Formiilasyona Ait Reogram
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Reolojik analizler sonucunda kitosan iceren formiilasyonlarin molekiil agirligi, sicaklik ve
icerdigi bilesenler (Etkin veya H. virginiana) dogrultusunda farkli akis modelleri sergiledigi
gozlemlenmistir. Diisliik molekiil agirlikli kitosan formiilasyonlari, etkin madde icermeyen ve

H. virginiana igerikli varyasyonlarina gore farkliliklar gostermektedir.

Etkin madde icermeyen formiilleri (Tablo 4.1 ve 4.3), 25°C’de Newtonyen akis sergilemekte
olup, diistik viskozite ile sabit bir akiskanlik gostermektedir. Ancak 37°C’de sicakligin etkisiyle

formiilasyonlar psodoplastik akisa doniiserek kayma hizi arttik¢a viskozite azalmaya baglar.

H. virginiana igeren formiiller (Tablo 4.2 ve 4.4) ise 25°C’de viskozitesini artirarak
psodoplastik akis gosterir. 37°C’de bu formiilasyonlar daha yogun bir jel haline doniisiir ve yar1

kat1 jel yapisina gecer.

Orta molekiil agirlikl kitosan formiilasyonlari, etkin madde igermeyen ve H. virginiana igerikli
varyasyonlarda daha farkli reolojik davranislar sergilemektedir. Etkin madde igermeyen
formiilleri (Tablo 4.5 ve 4.7), 25°C ve 37°C’de psddoplastik akis géstermekte olup, kayma hizi
arttikca viskozitenin azaldig1 ve formiilasyonlarin daha akici hale geldigi gdzlemlenmistir. Bu

da uygulama sirasinda yayila bilirligi artiran bir etki yaratmaktadir.

H. virginiana igeren formiiller (Tablo 4.6 ve 4.8), her iki sicaklikta da psddoplastik akis
sergilemekte ve kayma hizi arttikca viskozitenin diismesiyle daha kolay yayilan bir yapi

olusturmaktadir. Ancak 37°C’de jel benzeri yapiya doniigiim egilimi gdsterir.

Yiiksek molekiil agirlikli kitosan formiilasyonlarinda ise farkli sicakliklarda daha belirgin
viskozite degisimleri gézlemlenmistir. Etkin madde icermeyen formiilleri (Tablo 4.9 ve 4.11),
ozellikle 25°C’de psodoplastik akis gosterirken, 37°C’de formiilasyon daha az akiskan bir
yapiya gecerek jel benzeri bir yapiya donlismektedir.

H. virginiana iceren formiiller (Tablo 4.10 ve 4.12) ise 37°C’de jel benzeri akis gostermekte
olup, sicaklikla birlikte viskozitenin daha da arttig1 ve formiilasyonun yari kati jel formunda

bulundugu gézlemlenmistir.

Park vd., kitosan-Pluronic F-127 kombinasyonlarinin sicaklia duyarli hidrojeller
olusturdugunu ve bu formiilasyonlarin sicaklik artisiyla jel benzeri yapiya doniistiiglini
belirtmistir. Benzer sekilde, bu ¢alismada da diisiik ve yliksek molekiil agirlikli kitosan igeren

formiilasyonlarin sicaklikla birlikte viskozitesinin arttig1 ve dayanikh jel yapilar olusturdugu
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gozlemlenmistir. Orta molekiil agirlikli kitosan formiilasyonlarinin sicaklik artisiyla plastik akis
modeline geg¢is yaparak viskozitede belirgin bir azalma gosterdigi tespit edilmistir. Bu davranis,
Park’in termoresponsif sistemler iizerine yaptig1 gozlemlerle uyumluluk gostermektedir (Park

vd., 2009).

Pellegroni vd., kitosan bazli hidrojellerin viskozitesinin, kullanilan bilesenlerin
kombinasyonuna bagli olarak artirilabilecegini ve bu durumun biyolojik uygulamalarda avantaj
sagladigini ifade etmistir. Bu ¢alismada ise H. virginiana distilatinin eklenmesiyle reolojik
ozelliklerin iyilestirildigi ve viskozitede anlamli bir artisa neden oldugu tespit edilmistir.
Ozellikle yiiksek molekiil agirlikli kitosan iceren formiilasyonlarda bu artisin daha belirgin
oldugu ve distilatin jel yapisinin dayanikliligini artirict bir etki sagladigi gozlemlenmistir.
Diisiik molekiil agirlikli formiilasyonlarin Newtonyen akis modelini korumasi ve sicaklik
degisimlerinden etkilenmemesi ise Pellegroni’nin c¢alismasinda belirtilen kitosan bazl

hidrojellerin stabilitesi ile paralellik gostermektedir (Pellegroni vd., 2018).

Sonug olarak, bu caligmada elde edilen bulgular hem Park’in termoresponsif sistemler hem de
Pellegroni’nin viskozite ve dayaniklilik {izerine olan ¢aligsmalari ile uyumluluk gostermektedir.
H. virginiana distilatinin reolojik 6zelliklere olan olumlu etkisi, viskozitenin ve yapisal
dayanikliligin artirilmasi ile kendini gostermistir. Bu durum, formiilasyonlarin uygulama

performansini iyilestirerek klinik kullanim potansiyelini artirmaktadir.
4.4. Antimikrobiyal etkinlik

Deney paralelli olarak gergeklestirilmistir. Ortalama inhibisyon c¢aplar1 Tablo 4.3'de verilmistir.
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Tablo 4.3

Test Numuneleri Ve Standart Antimikrobiyallerin Agar Kuyu Difiizyon Yontemi Ile Antimikrobiyal Aktivite (Mm)
Sonuclart

Numune E. coli S. aureus P. C.striatum  S. aureus C.
NRRL B- ATCC aeruginosa ATCC ATCC albicans
3008 6538 ATCC BAA 1293 BAA 44 ATCC
9027 90028
Diisiik HMM - - - 55 - 12,75
Orta HMM - - - - - 11,6
Yiiksek HMM - - - - - 5
Diisiik etkin - - - 19,25 - 12,5
madde
icermeyen
Orta etkin - - - 21 - 11,25
madde
icermeyen
Yiiksek etkin - - - 20,75 - 5
madde
icermeyen
pH5 - - - - -
Amoksisilin 16 37,25 19 28 16,5
Kloramfenikol 20,25 29 19,25 17 -
Amfoterisin-B 27,25
Ketokonazol -
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Sekil 0.11
P. Aeruginosa Atcc 9027 Agar Kuyu Ile Belirlenen Antimikrobiyal Aktivite Sonuclart (Mm)(A:Distilat I¢eren
Formiiller, B:Distilat Icermeyen Formiiller C:Kontrol Gruplari)
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Sekil 0.14
S. Aureus Atcc 6538 Agar Kuyu Ile Belirlenen Antimikrobiyal Aktivite Sonuglart (Mm) (A:Distilat Iceren
Formiiller, B:Distilat Icermeyen Formiiller C:Kontrol Gruplari)
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Sekil 4.15
S. Aureus Atcc Baa 44 Agar Kuyu Ile Belirlenen Antimikrobiyal Aktivite Sonuclart (Mm)(A:Distilat Iceren
Formiiller, B:Distilat Icermeyen Formiiller C:Kontrol Gruplari)
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Sekil 0.16
E. Coli Nrrl B-3008 Agar Kuyu Ile Belirlenen Antimikrobiyal Aktivite Sonuclar (Mm) (A:Distilat Iceren Formiiller,
B:Distilat Icermeyen Formiiller C:Kontrol Gruplari)
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Sekil 0.17

C. Albicans Atcc 90028 Agar Kuyu Ile Belirlenen Antimikrobiyal Aktivite Sonuglari (Mm)(A:Distilat Iceren
Formiiller, B:Distilat Icermeyen Formiiller C:Kontrol Gruplari)
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Sekil 0.18

C. Striatum Atcc Baa 1293 Agar Kuyu Ile Belirlenen Antimikrobiyal Aktivite Sonuglart (Mm)(A:Distilat Iceren
Formiiller, B:Distilat Icermeyen Formiillerc:Kontrol Gruplary)
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Calismada, H. virginiana igeren kitosan bazli formiilasyonlarin mikroorganizmalar {izerindeki
antimikrobiyal etkinligi degerlendirilmistir. Ozellikle pozitif ve Gram negatif bakteriler ile
mantar suslart iizerindeki etkiler incelenmis ve sonuclar literatiirde bildirilen bulgularla

karsilastirilmistir.

Yapilan antimikrobiyal etkinlik testlerinde, H. virginiana 'nin C. albicans susuna kars1 belirgin
bir antifungal etki gosterdigi tespit edilmistir. Diisiik molekiiler agirlikli kitosan ve H.
virginiana kombinasyonu, C. albicans susuna kars1 12.75 mm’lik bir inhibisyon zonu
olusturmustur. Orta molekiiler agirlikli kitosan formiilasyonu ise 11.6 mm’lik bir inhibisyon
zonu ile etkili bulunmustur (Sekil 4.17). Bu sonuglar, H. virginiana 'nin mantar enfeksiyonlarina
kars1 potansiyel bir antifungal ajan olabilecegini gostermektedir. Literatiirde, H. virginiana 'nin
fenolik asit ve tanen igeriginin antifungal etkilerle iligkilendirildigi rapor edilmistir (Gonzélez

vd., 2010). Calismamiz bu bulgular1 destekler niteliktedir.

H. virginiana igeren formiilasyonlarin C. striatum susuna kars1 belirli bir antibakteriyel etkinlik
gosterdigi de gozlemlenmistir. Diisiik molekiiler agirlikl kitosan formiilasyonu, bu bakteri
iizerinde 6.5 mm’lik bir inhibisyon zonu olusturmustur (Sekil 4.16). Ancak, bu etkinligin
mantar lizerindeki antifungal etkinlige gore daha sinirli oldugu anlasilmaktadir. Gram pozitif
bakterilere kars1 tanenlerin etkisi literatiirde bakteriyel hiicre zarin1 bozarak antimikrobiyal bir

mekanizma olusturmasi ile agiklanmaktadir (Chung vd., 1998).

Buna karsilik, diger test edilen mikroorganizmalar olan S. aureus ve E. coli suslarma kars1 H.
virginiana igeren kitosan formiilasyonlarinin belirgin bir etkisi gézlemlenmemistir. Bu suglar
iizerinde inhibisyon zonu goézlenmemistir ve bu formiilasyonlarin bu bakterilere kars1 etkin

olmadig1 anlasilmaktadir (Sekil 4.13, Sekil 4.14, Sekil 4.15).

Literatiirde, Gram negatif bakterilerin dis zarinda bulunan lipopolisakkaritlerin (LPS), fenolik
bilesiklerin hiicreye girisini engelleyerek direng gelistirdigi belirtilmistir (Chung vd., 1998).
Ayrica, ¢alismamizda kullanilan kitosan konsantrasyonunun (%0.94-%1.18) Gram negatif
bakterilere kars1 etkinlik saglamak i¢in yeterli olmadigi degerlendirilmektedir (Kong vd.,

2010).

Pozitif kontrol gruplar ile karsilastinlldiginda, H. virginiana ve kitosan kombinasyonlarinin
antibiyotiklere (Amoksisilin, Kloramfenikol) kiyasla daha diisiik inhibisyon zonlar

olusturdugu goriilmiistiir. Ancak C. albicans ve C. striatum gibi suslar ilizerinde gosterdigi
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etkinlik, H. virginiana’'nmin 6zellikle antifungal ve smirli dlgiide antibakteriyel ajan olarak

kullanilma potansiyelini ortaya koymaktadir.

Sonug olarak, bu bulgular H. virginiana 'nin antifungal tedavi ve yara iyilestirme siireclerinde
destekleyici bir ajan olarak potansiyel kullanimini desteklemektedir. Ayn1 zamanda, distilat ve
kitosan konsantrasyonlarinin optimize edilmesi, formiilasyonlarin daha genis bir antimikrobiyal

etki spektrumu saglamasi i¢in 6nemli bir strateji olarak degerlendirilmektedir.

4.5. Hiicre Proliferasyonu ve Canlilik Testi (MTT Testi) Sonug¢lar:

Calismada, H. virginiana distilat1 iceren ve icermeyen kitosan bazli formiilasyonlarin yani sira
yalnizca H. virginiana distilatinin insan gobek toplardamar endotelyal hiicreleri tizerindeki 24
saatlik etkileri degerlendirilmistir. Calismada, diisiik, orta ve yliksek molekiiler agirlikli kitosan
iceren formiilasyonlar, Pluronic F-127 ve H. virginiana distilati kombinasyonlar1 temel
alimmustir. Sekil 4.19°da sunulan verilere gore, bu formiilasyonlarin hiicre canliligini koruma ve

artirma etkileri karsilastirilmistir.

Kitosan igeren formiilasyonlar, 0&zellikle diisik molekiiler agirlikli  kitosan igeren
kombinasyonlarda, hiicre canliligint yiizde 100’e yakin seviyelerde korumus ve toksisite
gostermemistir. Orta molekiiler agirlikli kitosan iceren formiilasyonlar da benzer sekilde
biyouyumlu bulunmus, ancak hiicre ¢ogalmasini artirici etkiler agisindan smirlt kalmistir.
Yiiksek molekiiler agirlikli kitosan igeren formiilasyonlar ise diger formiilasyonlara kiyasla
daha diisiik bir canlilik koruma etkisi gostermistir. Bu bulgular, literatiirde diisiik molekiiler
agirlikli kitosanin biyouyumluluk acisindan {istiin oldugu yoniindeki verilerle uyumludur

(Archana vd., 2013).

Kitosan icermeyen Pluronic F-127 bazli formiilasyonlar ise hiicre canliligini koruma agisindan
etkili olmus, ancak proliferasyon artiric1 etkilerde sinirli kalmistir. Yalnizca Pluronic F-127
iceren formiilasyonlarin toksisite gostermemesi, Pluronic F-127’nin biyoyararlanimi artirici
etkisiyle aciklanabilir (Dominguez-Delgado vd., 2016). Ancak, bu formiilasyonlarda H.
virginiana distilatinin olmamasi nedeniyle hiicre ¢ogalmasini artiric1 etkinin gozlenmedigi

anlasilmstir.
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Sekil 4.19

24 Saat HUVEC Hiicre Canliligi Grafigi KYH:Yiiksek Molekiil Agirlikli Kitosan, H. Virginiana Distilati Ve
Pluronic F-127 I¢eren Formiilasyon, KOH: Orta Molekiil Agirlikli Kitosan, H. Virginiana Distilati Ve Pluronic
F-127 I¢eren Formiilasyon, KDH: Diisiik Molekiil Agirlikli Kitosan, H. Virginiana Distilat: Ve Pluronic F-127
Iceren Formiilasyon, KYP: Yiiksek Molekiil Agurlikli Kitosan Ve Pluronic F-127 I¢eren Formiilasyon, KOP:Orta
Molekiil Agrlikl Kitosan Ve Pluronic F-127 I¢eren Formiilasyon, KDP:Diisiik Molekiil Agurlikli Kitosan Ve
Pluronic F-127 I¢eren Formiilasyon, Hamamelis: Yalnizca H. Virginiana Distilati Iceren Grup
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Yalnizca H. virginiana distilatinin uygulandigi grupta, hiicre canlilig1 ylizde 140’a kadar artmis
ve distilatin hiicre proliferasyonu iizerindeki etkisi net bir sekilde gozlenmistir. Bu sonug,
literatiirde H. virginiana’'min fenolik bilesikler ve tanen igerikleri sayesinde antioksidan ve
hiicre koruyucu 6zellikler sagladigina dair bulgularla uyumludur (Gonzélez vd., 2010). Ancak,
distilatin yiiksek dozlarda uygulandiginda toksisite egilimi gdsterdigi ve hiicre canliliginda
diisiise neden oldugu da goézlemlenmistir. Bu durum, literatiirde H. virginiana 'nin yiiksek
konsantrasyonlarda sitotoksik etkiler gosterebilece§ine dair verilerle uyumlu bulunmustur
(Deters vd., 2001). Sonug¢ olarak, kitosan iceren formiilasyonlar hiicre canliligin1 koruma
acisindan etkili bulunmus, ancak proliferasyonu artirici etkiler a¢isindan sinirli kalmigtir. Buna
karsin, H. virginiana distilat iceren formiilasyonlar, hiicre canliligin1 korumanin yani sira hiicre
cogalmasim1 da artirici etkiler gostermistir. Distilatin fenolik bilesikleri ve antioksidan
ozellikleri bu etkinin temel nedeni olarak degerlendirilmektedir. Hem kitosan hem de H.
virginiana distilat1 igeren formiilasyonlarin biyouyumlu oldugu ve yara iyilestirme {iriinlerinde
potansiyel bir bilesen olarak kullanilabilecegi ortaya konmustur. Ancak, bu formiilasyonlarin
daha etkin hale getirilmesi i¢in bilesen oranlarinin optimize edilmesi ve ileri g¢alismalarin

yapilmasi gerekmektedir.
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5. SONUC

Bu calisma, H. virginiana distilati, kitosan ve Pluronic F-127 bazli biyofilm formiilasyonlarinin
antimikrobiyal ve reolojik 6zelliklerini kapsamli bir sekilde incelemis ve potansiyel olarak yara
bakiminda kullanilabilecek etkili formiilasyonlar ortaya koymustur. Bununla birlikte, farkl
konsantrasyonlardaki kitosan ve H. virginiana distilati ile formiilasyonlar hazirlayarak
etkinligin nasil degistigini arastirmak, c¢alismanin genisletilebilecegi Onemli bir alan
sunmaktadir. Ozellikle, kitosanin farkli molekiiler agirliklar1 ve konsantrasyonlarinin, reolojik
ozellikler ve antimikrobiyal etkinlik iizerindeki etkisi, daha fazla optimizasyon gerektiren bir
konudur. Daha yiiksek konsantrasyonlarda kitosanin viskozite ve jel olusturma kapasitesinin
artmasiyla birlikte etkinliginin de degisebilecegi diisiiniilmektedir. Benzer sekilde, H.
virginiana distilatinin farkli konsantrasyonlarda kullanilmasi, antifungal ve antibakteriyel
etkinligin hangi seviyelerde en yiiksek oldugunu anlamamiza yardimci olabilir. Ayrica, bu
formiilasyonlarda kullanilan etkin maddelerin yani sira baska potansiyel etkin maddelerin
eklenmesi veya kombinasyonu ile yara bakiminda ¢ok daha etkili sonuglar elde edilebilir.
Ornegin, diger bitkisel ekstrelerin veya antibakteriyel ajanlarin formiilasyonlara dahil edilerek
hem genis spektrumlu antimikrobiyal etkinlik hem de yara iyilesme siirecine olan katkilarini

degerlendirmek, ¢alismanin farkli bir boyuta tasinmasini saglayabilir.

Sonug olarak, bu ¢alisma, farkli konsantrasyonlarda ve farkli etkin maddeler ile yapilacak ilave
arastirmalarla gelistirilmeye acik olup, yara bakiminda daha etkili ve genis spektrumlu
formiilasyonlar olusturulmasi agisindan iizerinde calismaya deger bir konudur. Bu tir
genisletilmis caligsmalar, formiilasyonlarin optimizasyonuna katkida bulunarak daha yiiksek

etkinlige sahip biyofilm sistemleri gelistirilmesine olanak taniyacaktir.
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