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KISALTMALAR VE SIMGELER

a/h Agirlik/hacim

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

DMSO Dimetil siilfoksit

DNA Deoksiriboniikleik asit

ECM Extracellular matriks, (Ekstraselliiler matriks)

EDTA Etilendiamintetraasetik asit

EGF Epidermal Growth Factor, (Epidermal biiytime faktorii)
h/h Hacim/hacim

FDA Food and Drug Administration, (Gida ve ilag dairesi)
FT-IR Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi

HaCaT insan Primer Epidermal Keratinosit Hiicre Hatt1

HCI Hidroklorik Asit

HEPES 4-(2-hydroxyethyl) piperazine-1-ethanesulfonic acid
H,0 Su

HT-2 Interlokin-2 Bagimli T lenfosit Hiicre Hatt:

IL-1 Interlokin-1

IL-4 Interldkin-4

IL-2 Interldkin-2

ml Mililitre

mM Milimolar ¢ozelti

MTT 3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2.5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide
MW Molecular Weight, (Molekiiler agirlik)

N Normal ¢ozelti

NaCl Sodyum klortir

Na2HPO4 disodyum hidrojen fosfat

NaH2PO4 Sodyum dihidrojen fosfat

NaOH Sodyum hidroksit

ng Nanogram

NIH-3T3 Fare Embriyonel Fibroblast Hiicre Hatt

PBS Phosphate Buffer Saline, (Fosfat sodyum kloriir tamponu)
PAMAM Poliamidoamin dendrimer



PLA Polilaktik asit

PLGA Polilaktik ko-glikolik asit

PVA Polivinil alkol

RPMI RPMI 1640 besiyeri

(Roswell Park Memorial Institute in 1640 Medium).

SDS Sodyum Dodesil Siilfat, (Sodyum lauril siilfat)

SEM Scanning Electron Microscopy, (Taramali elektron mikroskobu)
TGF-B Transforming Growth Factor B, (Transforme edici biiyiime faktorii )
Tris Trizma® base, 2-amino-2-hydroxymethyl-1,3-propanediol
Tris-HCI Hidroklorik asit ile pH degeri ayarlanmig Tris ¢ozeltisi

pg Mikrogram

pg/ml Mikrogram/mililitre

ul Mikrolitre

pg Pikogram

Xi



SEKILLER LISTESI

Sekil 1. Derinin genel yapisi.

Sekil 2. Epidermisin ayrintili yapisi.

Sekil 3. Dermisin katmanlart.

Sekil 4. Korneositlerin diizenlenmesi ile cilde penetrasyonun sematik yollar1 “Tugla
ve har¢” modeli.

Sekil 5. Yara onariminin farkli asamalarinin sematik gosterimi.

Sekil 6. Insan TGF beta' nin islenmis 112 amino asitlik monomerik birimi.
Sekil 7. Doniistiiriicii Biiyiime faktorii (TGF-B) reseptorleri ile Smad proteinlerinin
aktivasyonu.

Sekil 8. Yara iyilesmesi sirasinda TGF-B'nin ¢oklu fonksiyonlari.

Sekil 9. PLGA yapisi ve hidrolizi.

Sekil 10. PV A yapist ve eldesi.

Sekil 11. Kitozan modifikasyon tiplerinin temel reaksiyonlari.

Sekil 12: Dordiincii jenerasyon dendrimerlerin temsili.

Sekil 13: Iraksak Dendrimer Sentez Metodu.

Sekil 14: Yakinsak Dendrimer Sentez Metodu.

Sekil 15. Dendrimer yiizeyine bagli ilag molekiilii.

Sekil 16. Dendrimerin i¢ kavitelerine enkapsiile edilen ilag molekiilii.
Sekil 17. Plazmid DNA ile kompleks haline getirilen dendrimer.

Sekil 18. 50:50, 65:35, 75:25 ve 85:15 poli laktik-ko-glikolik asit i¢in in vivo salim
profilleri.

Sekil 19. Hidrojellerde capraz baglama metodlari.

Sekil 20. Hidrojellerden ilag salim mekanizmasi.

Sekil 21. Diliisyon yontemi ile TGF-B1’e ait standart egrinin hazirlanmasi.
Sekil 22. Nanopartikiillerde biyoadezyon tayinine ait grafik.

Sekil 23. Hidrojellerde biyoadezyon tayinine ait grafik.

Sekil 24. Hidrojellerde sertlik tayinine ait grafik.

Sekil 25. Hidrojellerde adeziflik tayinine ait grafik.

Sekil 26. Hidrojellerde koheziflik tayinine ait grafik.

Sekil 27. Hidrojellerde elastikiyet tayinine ait grafik.

Sekil 28. rhTGF-B1protein biyolojik aktivite testi.

Xii



Sekil 29. rhTGF-B1 standart egrisi.

Sekil 30. PLGA nanopartikiillerin boyut analizi.

Sekil 31. PLGA 503H (L:G; 50:50) polimerin fourier doniisiimlii kizilotesi
spektroskopisi.

Sekil 32. TGF-B1 proteinin fourier dontisiimlii kizilotesi spektroskopisi.

Sekil 33. F3 kodlu PLGA np’nin fourier dontigiimlii kizil6tesi spektroskopisi.

Sekil 34. E3 kodlu PLGA np’nin fourier doniistimlii kizilotesi spektroskopisi.

Sekil 35. TGF-Bliceren ve icermeyen PLGA nanopartikiillerin DSC analizi.

Sekil 36. rhTGF-B1 proteinin PLGA np’den salim grafigi.

Sekil 36.1. rhTGF-B1 proteinin PLGA nanopartikiillerden 72 saatlik salim grafigi.
Sekil 37. Bl kodlu PLGA nanopartikiiliin in vitro biyoadezyon grafigi.

Sekil 38. B2 kodlu PLGA nanopartikiiliin in vitro biyoadezyon grafigi.

Sekil 39. B3 kodlu PLGA nanopartikiiliin in vitro biyoadezyon grafigi.

Sekil 40. D1 kodlu PLGA nanopartikiiliin in vitro biyoadezyon grafigi.

Sekil 41. D2 kodlu PLGA nanopartikiiliin in vitro biyoadezyon grafigi.

Sekil 42. D3 kodlu PLGA nanopartikiiliin in vitro biyoadezyon grafigi.

Sekil 43. F1 kodlu PLGA nanopartikiiliin in vitro biyoadezyon grafigi.

Sekil 44. F2 kodlu PLGA nanopartikiiliin in vitro biyoadezyon grafigi.

Sekil 45. F3 kodlu PLGA nanopartikiiliin in vitro biyoadezyon grafigi.

Sekil 46. H1 kodlu PLGA nanopartikiiliin in vitro biyoadezyon grafigi.

Sekil 47. H2 kodlu PLGA nanopartikiiliin in vitro biyoadezyon grafigi.

Sekil 48. H3 kodlu PLGA nanopartikiiliin in vitro biyoadezyon grafigi.

Sekil 49. J1 kodlu PLGA nanopartikiiliin in vitro biyoadezyon grafigi.

Sekil 50. J2 kodlu PLGA nanopartikiiliin in vitro biyoadezyon grafigi.

Sekil 51. J3 kodlu PLGA nanopartikiiliin in vitro biyoadezyon grafigi.

Sekil 52. Kitozan (orta molekiiler agirlikli) polimerin fourier doniisiimlii kizilotesi
spektroskopisi.

Sekil 53. PVA polimerinin fourier dontigiimlii kizil6tesi spektroskopisi.

Sekil 54. PVA/Kitozan hidrojellerden H3_(3) ve H5_(3) formiilasyonlarinin fourier
dontistimlii kiziltesi spektroskopisi.

Sekil 55. PVA/Kitozan hidrojellerin zamana bagli su tutma yiizdeleri.

xiii



Sekil 56.

rhTGF-B1 proteinin F kodlu nanopartikiilden ve HS5 kodlu hidrojelden

salim grafigi.

Sekil 57.
grafigi.
Sekil 58.
grafigi.
Sekil 59.
grafigi.
Sekil 60.
grafigi.
Sekil 61.
grafigi.
Sekil 62.
grafigi.
Sekil 63.
grafigi.
Sekil 64.
grafigi.
Sekil 65.
grafigi.
Sekil 66.
grafigi.
Sekil 67.
grafigi.
Sekil 68.
grafigi.
Sekil 69.
grafigi.
Sekil 70.
grafigi.
Sekil 71.
grafigi.

H1 (1) kodlu PVA/Kitozan hidrojel formiilasyonunun in vitro biyoadezyon

H1 (2) kodlu PVA/Kitozan hidrojel formiilasyonunun in vitro biyoadezyon

H1 (3) kodlu PVA/Kitozan hidrojel formiilasyonunun in vitro biyoadezyon

H2_(1) kodlu PVA/Kitozan hidrojel formiilasyonunun in vitro biyoadezyon

H2_(2) kodlu PVA/Kitozan hidrojel formiilasyonunun in vitro biyoadezyon

H2_(3) kodlu PVA/Kitozan hidrojel formiilasyonunun in vitro biyoadezyon

H3_(1) kodlu PVA/Kitozan hidrojel formiilasyonunun in vitro biyoadezyon

H3_(2) kodlu PVA/Kitozan hidrojel formiilasyonunun in vitro biyoadezyon

H3_(3) kodlu PVA/Kitozan hidrojel formiilasyonunun in vitro biyoadezyon

H4_(1) kodlu PVA/Kitozan hidrojel formiilasyonunun in vitro biyoadezyon

H4_(2) kodlu PVA/Kitozan hidrojel formiilasyonunun in vitro biyoadezyon

H4_(3) kodlu PVA/Kitozan hidrojel formiilasyonunun in vitro biyoadezyon

H5_(1) kodlu PVA/Kitozan hidrojel formiilasyonunun in vitro biyoadezyon

H5_(2) kodlu PVA/Kitozan hidrojel formiilasyonunun in vitro biyoadezyon

H5_(3) kodlu PVA/Kitozan hidrojel formiilasyonunun in vitro biyoadezyon

Xiv



Sekil 72.

grafigi.

Sekil 73.

grafigi.

Sekil 74.

grafigi.

Sekil 75.

grafigi.

Sekil 76.

grafigi.

Sekil 77.

grafigi.

Sekil 78.

grafigi.

Sekil 79.

grafigi.

Sekil 80.

grafigi.

Sekil 81.

grafigi.

Sekil 82.

grafigi.

Sekil 83.

grafigi.

Sekil 84.

grafigi.

Sekil 85.

grafigi.

Sekil 86.

grafigi.

Sekil 87. PAMAM GS5 polimerin fourier doniistimlii kiziltesi spektroskopisi.

H1 (1) kodlu PVA/Kitozan hidrojel formiilasyonunun

H1 (2) kodlu PVA/Kitozan hidrojel formiilasyonunun

H1 3 kodlu
H2_1 kodlu
H2_2 kodlu
H2_3 kodlu
H3 1 kodlu
H3 2 kodlu
H3_3 kodlu
H4 1 kodlu
H4 2 kodlu
H4 3 kodlu
H5 1 kodlu
H5 2 kodlu

H5 3 kodlu

PVA/Kitozan

PVA/Kitozan

PVA/Kitozan

PVA/Kitozan

PVA/Kitozan

PVA/Kitozan

PVA/Kitozan

PVA/Kitozan

PVA/Kitozan

PVA/Kitozan

PVA/Kitozan

PVA/Kitozan

PVA/Kitozan

hidrojel formiilasyonunun

hidrojel formiilasyonunun

hidrojel formiilasyonunun

hidrojel formiilasyonunun

hidrojel formiilasyonunun

hidrojel formiilasyonunun
hidrojel formiilasyonunun
hidrojel formiilasyonunun
hidrojel formiilasyonunun
hidrojel formiilasyonunun
hidrojel formiilasyonunun
hidrojel

formiilasyonunun

hidrojel formiilasyonunun

XV

mekanik

mekanik

mekanik

mekanik

mekanik

mekanik

mekanik

mekanik

mekanik

mekanik

mekanik

mekanik

mekanik

mekanik

mekanik

ozellik

ozellik

ozellik

ozellik

Ozellik

ozellik

Ozellik

ozellik

Ozellik

Ozellik

ozellik

ozellik

ozellik

ozellik

ozellik



Sekil 88. F1 (1) (mavi) ve F4 (1) (kirmizi) kodlu PAMAM/PVA hidrojellerin
fourier doniisiimlii kizil6tesi spektroskopisi.

Sekil 89. F2 (1) (kirmuzi) ve F5 (1) (siyah) kodlu PAMAM/PVA hidrojellerin
fourier doniisiimlii kizil6tesi spektroskopisi..

Sekil 90. F3 (1) (mavi) ve F6 (1) (kirmizi) kodlu PAMAM/PVA hidrojellerin
fourier doniisiimlii kizil6tesi spektroskopisi

Sekil 91. PAMAMY/PVA hidrojellerin zamana bagli su tutma ytizdeleri.

Sekil 92. rhTGF-B1 proteinin PAMAM/PVA hidrojellerden salim grafigi.

Sekil 93. NIH-3T3 fibroblast hiicre hattinda PLGA nanopartikiillerin ve H5 kodlu
PVA/Kitozan hidrojelin sitotoksisite % grafigi.

Sekil 94. HaCaT keratinosit hiicre hattinda PLGA nanopartikiillerin ve H5 kodlu
PVA/Kitozan hidrojelin sitotoksisite % grafigi.

Sekil 95. NIH-3T3 fibroblast hiicre hattinda PVA/Kitozan hidrojellerin sitotoksisite
% grafigi.

Sekil 96. HaCaT keratinosit hiicre hattinda PVA/Kitozan hidrojellerin sitotoksisite %
grafigi.

Sekil 97. NIH-3T3 fibroblast hiicre hattinda PAMAM/PVA hidrojellerin sitotoksisite
% grafigi.

Sekil 98. HaCaT keratinosit hiicre hattinda PAMAM/PVA hidrojellerin sitotoksisite
% grafigi.

Sekil 99. NIH-3T3 fibroblast hiicre hattinda PLGA nanopartikiillerin hiicre
proliferasyon % grafigi.

Sekil 100. HaCaT keratinosit hiicre hattinda PLGA nanopartikiillerin hiicre
proliferasyon % grafigi.

Sekil 101. NIH-3T3 fibroblast hiicre hattinda PVA/Kitozan hidrojellerin hiicre
proliferasyon % grafigi.

Sekil 102. HaCaT keratinosit hiicre hattinda PVA/Kitozan hidrojellerin hiicre
proliferasyon % grafigi.

Sekil 103. NIH-3T3 fibroblast hiicre hattinda PAMAM/PVA hidrojellerin hiicre
proliferasyon % grafigi.

Sekil 104. HaCaT Keratinosit hiicre hattinda PAMAM/PVA hidrojellerin hiicre
proliferasyon % grafigi.

XVi



RESIMLER LiSTESI

Resim 1.
Resim 2.
Resim 3.
Resim 4.
Resim 5.
Resim 6.
Resim 7.
Resim 8.

Texture cihazi ile PLGA nanopartikiillerin biyoadezyon 6l¢timii.
Rekonstitiie edilen thTGF-B1proteinin SDS-PAGE goriintiisii.
F3 kodlu PLGA nanopatikiillerin SEM goriintiisii (x15000).

J3 kodlu PLGA nanopartikiil SEM goriintiisii (x10000).

H3 3 kodlu hidrojel formiilasyonunun SEM goriintiisii (x100).
HS5 3 hidrojel formiilasyonunun SEM goriintiisii (x150).
NIH-3T3 fibroblast hiicre migrasyonu goriintiileri.

HaCaT keratinosit hiicre migrasyonu goriintiileri.

XVii



TABLOLAR LIiSTESI

Tablo 1. Kimyasal penetrasyon artiricilar.

Tablo 2. Akut ve kronik yaralarda yer alan biiytime faktorleri ve sitokinlerin
salindigi hiicreler ve etkileri.

Tablo 3. Yara iyilesmesinde yer alan hiicresel mediyayorler iizerine TGF-B1’in
etkisi.

Tablo 4. ilag tasic1 sisteminde kullanilan polimerler.

Tablo 5. Hidrojelde kullanilan polimerler.

Tablo 6. Hidrojellerin Farmasdtik Uygulamalart.

Tablo 7. PLGA nanopartikiillerin formiilasyonlari.

Tablo 8. PVA/kitozan hidrojel formiilasyonlari.

Tablo 9. PAMAM/PVA hidrojellerin formiilasyonu.

Tablo 10. rhTGF-B1 proteinin standat egri absorbans degerleri.

Tablo 11. PLGA nanopartikiillerin boyut, yiizey yiikii ve PDI degerleri.

Tablo 12. TGF-B1 iceren PLGA nanopartikiillerin % verimleri.

Tablo 13. TGF-B1 igeren PLGA nanopartikiillerin enkapsiilasyon etkinigi ve in vitro
biyoadezyon 6l¢iim sonuglari.

Tablo 14. PVA/Kitozan hidrojellerin su tutma kapasitesi.

Tablo 15. PVA/Kitozan hidrojellerin in vitro biyoadrzyon ve viskozite O6l¢iim
sonuglart.

Table 16. PVA/Kitozan hidrojel formiilasyonlarinin mekanik 6zelliklerinin analiz
degerleri.

Tablo 17. PVA/Kitozan hidrojellerin sertlik sonuglart.

Tablo 18. PVA/Kitozan hidrojellerin adeziflik sonuglari.

Tablo 19. PVA/Kitozan hidrojellerin elastisite sonuglari.

Tablo 20. PVA/Kitozan hidrojellerin koheziflik sonuglari.

Tablo 21. PVA/Kitozan hidrojellerin direnglilik.

Tablo 22. F1 kodlu PAMAM/PVA hidrojellerin su tutma kapasitesi.

Tablo 23. F2 kodlu PAMAM/PVA hidrojellerin su tutma kapasitesi.

Tablo 24. F3 kodlu PAMAM/PVA hidrojellerin su tutma kapasitesi.

Tablo 25. PAMAM/PVA hidrojellerin in vitro salim % sonuglari.

Tablo 26. PLGA nanopartikiillerin NIH-3T3 hiicre hattindaki sitotoksisite sonuglart.

XViii



Tablo 27. PLGA nanopartikiillerin HaCaT hiicre hattindaki sitotoksisite sonuglari.
Tablo 28. PVA/Kitozan hidrojellerin NIH-3T3 hiicre hattindaki sitotoksisite
sonugclari.

Tablo 29. PVA/Kitozan hidrojellerin HaCaT hiicre hattindaki sitotoksisite sonuglari.
Tablo 30. PAMAM/PVA hidrojellerin NIH-3T3 hiicre hattindaki sitotoksisite
sonugclart.

Tablo 31. PAMAM/PVA hidrojellerin HaCaT hiicre hattindaki sitotoksisite
sonugclari.

Tablo 32. PLGA nanopartikiillerin NIH-3T3 hiicre hattindaki hiicre proliferayon
sonuglart.

Tablo 33. PLGA nanopartikiillerin HaCaT hiicre hattindaki hiicre proliferayon
sonugclari.

Tablo 34. PVA/Kitozan hidrojellerin NIH-3T3 hiicre hattindaki hiicre proliferasyon
sonuglart.

Tablo 35. PVA/Kitozan hidrojellerin HaCaT hiicre hattindaki hiicre proliferasyon
sonuglart.

Tablo 36. PAMAM/PVA hidrojellerin NIH-3T3 hiicre hattindaki hiicre proliferasyon
sonuglart.

Tablo 37. PAMAM/PVA hidrojellerin HaCaT hiicre hattindaki hiicre proliferasyon

sonuclari.

XiX



1. OZET

Transforme Biiyiime Faktorii iceren Farkh Farmasotik Dozaj Formlarmin

Hazirlanmasi ve Etkinliklerinin Hiicre Kiiltiirii Temelli Olarak Arastirilmasi
Aysun CELIK SOYSAL

Farmasotik Biyoteknoloji Anabilim Dali

Danigsman: Prof. Dr. Ali Demir SEZER

Amag: Tez kapsaminda; TGF-B1 proteini kullanilarak farkli farmasotik formlar
hazirlanmasi, etkinliklerinin ve protein stabilitesine katkisinin yara iyilesme

mekanizmasinda rol alan hiicrelerde gosterilmesi amaglanmigtir.

Gerec¢ ve yontem: TGF-B1 proteini i¢in 3 farkli tasiyict sistem gelistirilmistir. Bu
formiilasyonlar PLGA nanopartikiiller, PVA/Kitozan hidrojeller ve PVA/PAMAM
hidrojellerdir. PLGA nanopartikiiller ikili emilsiyon ¢oziicii buharlastirma yontemi
ile elde edilmistir. PVA/Kitozan ve PVA/PAMAM hidrojeller ise fiziksel jellesme

metodu olan dondur-¢6z yontemi ile hazirlanmustir.

Bulgular ve sonuclar: Hazirlanan polimerik ilag tasiyict sistemlerin karakterizasyon
caligmalar1 yapilmistir. Daha sonra NIH-3T3 ve HaCaT hiicre hatlarinda test edilmis
ve ozellikle serbest protein ile kiyaslandiginda protein stabilitesinin yanisira,
hiicrelerin canliligint ve proliferasyonunu artirdigi bulunmustur. Optimize edilen
formiilasyonlar ile migrasyon calismasi yapilmis ve artirdigi gozlemlenmistir.
Gelistirilen  formiilasyonlar arasinda kombinasyon sistemler olusturularak
karakterizasyon analizleri yapilmis ve elde edilen sonuglarin kiyaslamasi hiicre

temelli olarak arastirilmistir.

Anahtar Kelimeler: PLGA Nanopartikiil, PVA/Kitozan Hidrojel, PVA/IPAMAM
Hidrojel, TGF-B1, Yara iyilesmesi.



2. SUMMARY

Preparation of Different Pharmaceutical Dosage Forms Containing
Transforming Growth Factor and Investigation of Their Activities Based on
Cell Culture

Aysun CELIK SOYSAL
Pharmaceutical Biotechnology Department
Supervisor: Prof. Dr. Ali Demir SEZER

Objective: Within the scope of the thesis; It is aimed to prepare different
pharmaceutical forms using TGF-B1 protein and to demonstrate their efficacy and

contribution to protein stability in cells involved in wound healing mechanism.

Materials and Method: Three different delivery systems have been developed for
TGF-B1 protein. These formulations are PLGA nanoparticles, PVA/Kitozan
hydrogels and PVA/PAMAM hydrogels. PLGA nanoparticles were obtained by
double emulsion solvent evaporation method. PVA/Kitozan and PVA/IPAMAM
hydrogels are prepared by the freeze-thaw method, which is the physical gelling

method.

Results and Conclusion: Characterization studies of prepared polymeric drug
delivery systems have been carried out. It was then tested on NIH-3T3 and HaCaT
cell lines and was found to increase cell viability and proliferation, as well as protein
stability, especially when compared to free protein. Migration has been done with
optimized formulations and it has been observed to increase. Characterization
analyses were carried out by creating combination systems among the formulations
developed and the comparison of the obtained results was investigated based on

cells.

Keywords: PLGA Nanoparticle, PVA/Kitozan Hydrogel, PVA/IPAMAM Hydrogel,
TGF-B1, Wound healing.



3. GIRIS ve AMAC

Genel olarak yara, doku zedelenmesi veya biitiinliigliniin bozulmasi olarak
tamimlanmaktadir. Deri; epidermis ve dermis koruyucu bariyerlerinden olusur ve bu
bariyerler hasar aldiginda yara iyilesmesi tek bir bolgeyle sinirli kalmayip; hiicresel,
fizyolojik ve biyokimyasal bir¢cok sistemi icermektedir. Saglik alaninda, ge¢cmisten
giinimiize kadar yara ve yanik tedavisi saglikta 6nemli yer tutmaktadir. Yaranin
cabuk iyilesmesi, hem hasta refah1 hem de enfeksiyon riskini dnlemek i¢in istenen
bir durumdur. Yara iyilesmesi kompleks bir sistem olup bir¢ok mekanizmayi igeren
bir prosesdir. Inflamasyon, hiicre proliferasyonu, matriks olusumu, yeniden doku
modellemesi bu prosesi olusturmaktadir. Bircok biiylime faktorii ve reseptorleri de
bu mekanizmada anahtar rol oynamaktadir. Bu siireci hizlandirmak igin yara
iyilesmesinde rol alan birgok sitokin ve biiyiime faktoriiyle cesitli calismalar
yapilmistir. Bu sitokin ve biliylime faktorleri arasinda IL-1, IL-6, TNF-a, EGF, FGF-
2, VEGF, PDGF ve TGF-p baslica yer almaktadir ( Martin, 1997; Hardwicke ve ark.,
2008; Demidova-Rice ve ark., 2012).

Yara iyilesmesinde en 6nemli modulatorlerden biri TGF-B’ dir. Biiyiik oranda
plateletler olmak ftizere, aktive olmus makrofajlar, notrofiller, fibroblastlar,
keratinositler, T-lenfositler ve endotel hiicreler tarafindan tiretilmektedir. Transforme
edici biiyime faktorii (TGF-P) asidik, 1si-stabil, disiilfit bagli homodimerik bir
proteindir ve 112 amino asitten olusur. Molekiiler agirlig1 ise yaklasik 25 kDa’ dur.
Ayrica TGF-B etkili bir sitokin gorevi goriip makrofajlar ve fibroblastlar icin
kemoaktran ve mitojeniktir. Ekstraseliller matriks proteinlerin sentezini Ve
integrinlerin ekspresyonunu stimule etmektedir. Endotel hiicrelerin sayisini artirarak
anjiyogenez etkisiyle yeni graniilasyon doku olusumunu saglamaktadir ve epidermal
hiicrelerin goc¢iinii stimule etmektedirler. Memelilerde TGF-B’nin % 64-85 amino
asit sekans homolojisi gdsteren 3 tane izoformu (B-1, -2, B-3) bulunmaktadir. In
vitro, TGF-B’lar birgok hiicre tipinde etkilidir. Memelilerde yara onarimi sirasinda {i¢
TGF-B formu da rol almaktadir. Farkli gen tiriinleri oldugu i¢in in vitro ¢alismalarda
yara iyilesmesinde izoformlar arasinda potens ve biyolojik aktivite farklilig
gosterilmigtir.  TGF-f’nin  ii¢ izoformu bulunmasmna ragmen, TGF-B1 yara

iyilesmesinde daha baskin olan formdur.



TGF-B; bir heteromerik reseptér kompleksi olan TGF-B1 ve TGF-B2 reseptorlerine
baglanip, smad hiicre i¢i sinyal yolagin1 kullanarak etkisini gostermektedir
Puolakkainen ve ark., 1995; O'Kane ve Ferguson, 1997; Le ve ark., 2012).

Yara iyilesmesinde ¢esitli protein ve sitokinlerin direkt veya farkli tasiyici
sistemler ile galismalart bulunmaktadir. TGF-B1’i tercih etmemizin amaci yara
iyilesme fazlarinda erken fazda yer almaya baslayip sonraki fazlarda da etkinligi
devam eden bir sitokin olmasidir. Bu proteinin tedavide uygulanmasinda;
degradasyonunu 6nlemek, uzun siire stabilitesini, kontrollii salimini saglamak ve
tagiyict sistemle beraber kombine etki olusturmasi i¢in farkli iki farmasotik form
secilerek etkinliklerinin gosterilmesi amaglanmistir. Bu ¢alismada biyouyumlu bir
polimer olan PLGA (polilaktik-ko-glikolik asit) secilerek in vitro protein
stabilitesinin saglanmasi ve gelistirilen nanopartikiil formiilasyonu ile PLGA’dan
gelen laktat indiiksiyonunun hiicre proliferasyon iizerine kombine etkisi
amaglanmistir. Ayrica, topikal uygulama acisindan kolaylik saglayan hidrojel
formiilasyonlart gelistirilmistir. Gelistirilen PVA/Kitozan hidrojel formiilasyonlari
icerisine optimum PLGA nanopartikiil formiilasyonu segilerek hem topikal
uygulamada refahlik hem de polimer kaynakli proliferatif etkinin incelenmesi
amaclanmstir.

Dendrimerler 1980’li yillarin basinda Tomalia ve arkadaslarinin kestiyle
ortaya ¢ikmustir. Dallanmis yapisiyla kisa zamanda birgok ¢aligmayla popiiler ilag
tastyict sistemler arasinda yer almistir. Diger taraftan bu ¢aligsma kapsaminda bilinen
polimer yapisindan farkli dallanmig yapiya sahip olan dendrimerler ile hidrojel
formiilasyonlar1 gelistirilmesi ve bu formiilasyonlarin in vitro yara iyilesme
etkinliginin incelenmesi amaglanmistir (Parveen ve Sahoo, 2006; Nanjwade ve ark.,
2009; Cirpanli, 2009; Mohammadi-Samani ve Taghipour, 2015).

Bu c¢alismada yara iyilesme mekanizmasinda onemli yer tutan TGF-B1
proteini ile PLGA nanopartikiiller, PLGA nanopartikiil iceren PVA/Kitozan
hidrojeller ve direkt TGF-B1 proteini iceren PAMAM/PVA hidrojeller
gelistirilmistir. Bu formiilasyonlarin higbiri sitotoksik olmayip hiicre canliligina
biiyiik oranlarda katki saglamustir. Gelistirilen bu formlarm in vitro etkinligi ve

kombine pozitif etkileri in vitro yara iyilesme ¢alismalarinda gosterilmistir. Bunlara



ek olarak gelistirilen formiilasyonlar protein stabilitesini artirarak yara iyilesme

prosesinde proteazlara karsi korunma saglamislardir.



4. GENEL BILGILER
4.1. Deri

Deri, viicudun en biiyiik organidir. Eriskinlerde yaklagik 1.5-2 m® lik bir
alan biyiikliigiinde ve yaklasik 4 kg agirhigindadir. Deri; heterojen bir organdir ve
birden fazla yapiyr icermektedir. Santimetrekare basma yaklasik iic milyon
mikroorganizmaya ev sahipligi yapmakla birlikte immiinolojik fonksiyonlara da
sahiptir. Viicudun farkli bolgelerinde farkli kalinliklardadir ve deri ylizeyi pH degeri
yaklagik 5.5 olan asit bir mantoya sahiptir. Basta yara tedavisi olmak iizere
transdermal sistemler araciligiyla bir¢ok hastaligin tedavi edilmesinde oldukga tercih
edilen tedavi uygulama bolgesidir (Richardson, 2003; Kielhorn ve ark., 2006;
Degim, 2008).
4.1.1. Derinin yapisi

Deri, viicudun igerigini bir arada tutan, distan ige epidermis, dermis ve
hipotermis yapilarindan olugmaktadir.
4.1.1.1. Epidermis

Epidermis derinin en dig tabakasidir ve viicudun farkli bolgelerine bagli
olarak yaklasik 0.05-1 mm kalinligindadir (Maibach ve Honari, 2014). Bes ayri
hiicre katmanina sahiptir ancak kan damarlar1 ve sinir uglar1 yoktur. Viicudun ¢ogu
bolgesi dort katmana sahiptir, fakat ayak ve el derisi siirtinmeye maruz kalan
bolgeler olarak deride besinci katmani (Stratum lusidum) bulundurmaktadir
(Kielhorn, 2006). Keratinositler, melanositler ve Langerhans hiicreleri epidermiste
bol miktarda bulunmaktadir. Keratinositler, siirekli olarak bazal laminada uretilirler,
olgunlagsma ve farklilasma siirecinden sonra yiizeye go¢ etmektedirler. Keratinositler
farklilastikga; Stratum bazale, Stratum spinozum, Stratum graniilozum, Stratum
lusidum ve Stratum korneum olarak bilinen 5 tabakayi olusturmaktadir. Bazal
tabakadan stratum korneuma kadar keratinosit gegis siiresi yaklasik 14 giindiir, kendi
icerisinde stratum korneum dongiisii de ikinci bir 14 giin siirmektedir fakat bazi
infilamasyon kosullar1 bu siireci etkilemektedir. Stratum korneum; lipid
membranlarin ana bilesenleri olan serbest yag asitleri, seramidler ve sterollerden
olugsmaktadir ve deride koruyucu bir bariyer gorevi gormektedir (Bouwstra ve Ponec,
2006).



Stratum korneumdaki melanositler, esas olarak bazal katmanda bulunan, noral
krest hiicrelerinden kdklenen, pigment sentezleyen dendritik hiicrelerdir. Merkel
hiicreleri, bazal tabakada da bulunan mekanosensor reseptorlerdir. Langerhans
hiicreleri ise, epidermiste dendritik antijen isleyen ve sunan hiicrelerdir. Cogu
suprabazal pozisyonda bulunan hiicreler, toplam epidermal hiicre popiilasyonunun %
2-8'ini olusturmaktadir. Dermal-epidermal baglantis1 (DEJ), epidermis ve dermis
arasindaki arayiizeyi olusturan bir bazal membran bdlgesidir. DEJ'in baslica islevleri,
epidermis ve dermisi birbirine baglamak ve dis kuvvetlere kars1 direng saglamaktir
(Maibach ve Honari, 2014).

Stratum corneum
Stratum granulosum
Stratum spinosum
Stratum basale

. Erektor pili kast
Dermis —

Ter bezi

Hipodermis | DS

Koka Ki Motor siniri
Duyu siniri

Sekil 1. Derinin genel yapisi (http://encyclopedia.lubopitko bg.com/structure of skin.
html) Erisim tarihi: 17.12.2018
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Sekil 2. Epidermisin ayrintili yapisi (Alsaab ve ark., 2016).

4.1.1.2. Epidermis tabakalari
a. Stratum korneum

Stratum korneum, epidermisin en yiizeyindeki ve dis ortama maruz kalan
tabakasidir. Bu tabaka 15-30 hiicre sirasina sahiptir. Bu katmanda keratin proteini ile
dolu &l hiicreler yer almaktadir. Hareket halinde viicuttan stratum korneum 'daki 6li
tabaka toz gibi dokiilmektedir. Bu kuru, 6lii tabaka mikroplarin niifuz etmesini ve
alttaki dokularin dehidrasyonunu dnlemeye yardimci olur ve daha hassas olan alttaki
tabakalar igin asinmaya karsi mekanik bir koruma saglamaktadir. Bu katmandaki
hiicreler periyodik olarak dokiiliir ve yerine stratum graniilozum'dan (veya avug
iclerinde ve ayak tabanlarinda stratum lusidum’dan) itilen yeni hiicreler gelmektedir.
Tiim tabaka yaklasik 4 haftalik bir siire boyunca degismektedir. Mikrodermabrazyon
gibi kozmetik uygulamalar, kuru {ist tabakanin bir kisminin ¢ikarilmasina yardimci
olur ve cildin taze, saglikli gériinmesini amaglamaktadir (Alkilani ve ark., 2015).
b. Stratum lusidum

Stratum lusidum, stratum graniilozum'un hemen istiinde ve stratum

korneum'un altinda bulunan piiriizsiiz, yar1 saydam goriiniimlii bir epidermis



tabakasidir. Yaklasik 5 hiicre sirasindan olugsmaktadir. Avug i¢i ve ayak tabani gibi
asinma ve yipranmaya maruz kalan viicut bolgelerinde bulunmaktadir. Stratum
lusidum'u olusturan keratinositler oliidiir ve diizlesmistir. Bu hiicreler, keratohyalin
kokenli, lipit bakimindan zengin berrak bir protein olan eleidinden olugsmustur ve bu
hiicrelere seffaf (yani berrak) goriinlimlerini veren ve suya karst bir bariyer
olusturacak sekilde siralanmistir (Alkilani ve ark., 2015).
C. Stratum graniilozum

Stratum graniilozum, stratum spinozum’dan itildikge yassi bir goriiniime
sahiptir. Hiicreler ii¢ ila bes katman derinliginde diizlesir ve hiicre zarlar
kalinlagsmaktadir. Lifli olan keratin proteinlerini ve hiicrelerde lamel graniil olarak
biriken keratohyalin proteinlerini tiretirler. Bu iki protein, stratum graniilozum’daki
keratinosit kiitlesinin biiylik kismini olusturarak katmana taneli (yass1) bir goriiniim
kazandirirlar. Hiicreler dliirken ¢ekirdekler ve hiicre organelleri parcalanir ve bunun
sonucunda aciga c¢ikan keratin, keratohyalin ve hiicre membran kalintilar1 Stratum
lusidum, stratum korneum ve sag¢ ile tirnak yapilarini olusturmaktadir. Sonraki
katmanlara 6ncii keratin tiretmektedir (Alkilani ve ark., 2015).
d. Stratum spinozum

Stratum spinosum, desmozom adi verilen bir yapiyla hiicrelere katilan,
cikintili hiicre nedeniyle goriinliste dikenli bir yapiya sahiptir. Desmozomlar
birbirine kenetlenir ve hiicreler arasindaki bagi giiclendirirler. Bu katmanin “dikenli”
yapist boyama islemi sonucunda goriilmektedir. Boyanmamis epidermis numuneleri
bu karakteristik goriinimii sergilemezler. Stratum spinozum, stratum bazale
katmanindaki hiicre boliinmesi sonucu olusan sekiz ila on tabaka keratinositden
olugsmaktadir. Bu katmanin keratinositleri arasinda serpistirilmis, Langerhans
hiicreleri yer almaktadir ve bu hiicreler tabakada meydana gelen bakteriyel, yabanci
partikiiller ve hasarli hiicreler ile ilgili durumlarda yapiy1 sararak bir makrofaj islevi
goren dendritik bir hiicre tiiriidiir. Keratin filament demetleri icermektedir. Bu
katman cildi bir arada tutmaktadir ( Abdo ve ark., 2020).
e. Stratum bazale

Stratum bazale (stratum germinativum olarak da adlandirilir) en derin
epidermal tabakadir ve epidermisi, dermisin katmanlar1 altinda bulunan bazal

laminaya baglamaktadir.



Tabaka bazalindaki hiicreler, bazal membran olarak adlandirilan, i¢ ice gegen kolajen
lifleri yoluyla dermise baglanir. Dermal papilla olarak bilinen parmak benzeri
cikintili yapt dermisin yiizeysel kisminda bulunur. Dermal papilla, epidermis ve
dermis arasindaki baglantinin giiclinii artirir; katlanma ne kadar biiylik olursa,
baglantilar o kadar gii¢lii olmaktadir (Alkilani ve ark., 2015).

4.1.1.3. Dermis

Dermis; epidermis ve hipodermis arasinda bulunan sinir ve vaskiiler yapilarin
yant sira epidermal olarak tiiretilmis uzantilar1 barindiran tiimlesik fibroz ve hiicresel
matris sistemidir. Fibroblastlar, makrofajlar, mast hiicreleri ve dolasimdaki bagisiklik
hiicreleri dahil olmak iizere birgok hiicre tipi dermiste bulunmaktadir. Dermis, cildin
esnekliginden ve gerilme yetilerinden sorumludur ve mekanik hasara karsi koruma
saglamaktadir. Derideki su miktarini fonksiyonu diizenlemede yardimci olmaktadir.
Ayrica dermis, duyusal uyarici reseptorlerini ve yara iyilesmesinde de anahtar rol
alan elementleri igermektedir (Chu, 2012).

Kan ve lenf damarlari, sinirler ve sa¢ folikiilleri ve ter bezleri gibi diger
yapilar burada yer almaktadir. Dermis, fibroblastlar tarafindan iiretilen elastin ve
kolajen liflerin birbirine bagli bir agini olusturan iki bag dokusu katmanindan
olugsmaktadir ve igerdigi lif tiplerinden dolay1 asagidaki fonksiyonlar1 yerine
getirebilmektedir:

m Gii¢ saglamak i¢in kollajen;

m Derinin gerilmesine izin veren elastin

mDeriye uygulanan mekanik kuvvetlerin dagilmasina yardimci olan retikiiler
lifler bulunmaktadir.

Dermis icindeki birgok hiicre, deriyi onarmaya ve korumaya yardimeci
olmaktadir (Hinchliff, 1996). Fibroblastlar ve doku makrofajlar1 yara iyilesmesinde
esansiyeldir. Doku mast hiicreleri, yabanci maddelere yanit olarak histamin ve
heparin liretmektedir. Notrofiller ve lenfositler gibi hiicreler ise, travmaya yanit
olarak ¢evre dokularda kan damarlarindan disar1 ¢ikabilmektedir (Silverthorn, 2001).

Dermis, iki ana katmandan olusmaktadir. Bunlar epidermisin yakinindaki
papiller tabaka ve daha derinde yer alan retikiiler tabakadir. Bazal membran papiller
dermisi ve epidermisi ayirmaktadir. Papiller tabakanin ve epidermisin dalgali dogal

yiizeyi, kesme kayma kuvvetleri uygulandiginda iki tabakanin ayrilma olasiliginin
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diisik oldugu anlamina isaret etmektedir. Derideki su toplamis kabarciklar,
tabakalarin asirt kesme kuvvetleri ile ayrilmasina bir 6rnektir (Silverthorn, 2001;
Seeley ve ark., 2003).

Sekil 3. Dermisin katmanlari: Dermisin iki bileseni olan papiller ve retikiiler

tabakay1 gostermektedir. Her ikisi de bir digerine uzanan kolajen lifleri ile bag

dokusundan yapilmis olup, arasinda belirsiz bir sinir olusturmaktadir. Epidermise

uzanan dermal papillalar papiller tabakaya, alttaki yogun kolajen lif demetleri ise

retikiiler tabakaya aittir (Seeley ve ark., 2003).
a. Papiler tabakasi

Papiller tabaka gevsek, areolar bag dokusundan olusmakta, bu da bu

tabakanin kolajen ve elastin liflerinin gevsek bir ag olusturdugu anlamina
gelmektedir. Dermisin bu yiizeysel tabakasi, parmak benzeri dermal papilla
olusturmak igin epidermisin stratum basale'sine doniismektedir. Papiller tabaka
icinde fibroblastlar, az sayida yag hiicreleri (adipositler) ve ¢ok sayida kiigiik kan
damarlar1 bulunmaktadir. Buna ek olarak, papiller tabaka; bakterileri ve diger
enfeksiyonlarla savagsmaya yardimci olan fagositleri, savunma hiicrelerini, lenfatik
kilcal damarlarini, sinir liflerini ve Meissner korpuslar1 adi verilen dokunmatik

reseptorleri de igermektedir.
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b. Retikiiler tabakasi

Papiller tabakanin altinda yatan, yogun, diizensiz bag dokusundan olusan
daha kalin bir tabakadir. Bu tabaka iyi vaskiilarize edilmis ve zengin bir duyusal ve
sempatik sinir kaynagina sahiptir. Retikiiler tabaka, siki bir ag orgilisiinden
olusmaktadir. Elastin lifleri cilde bir miktar esneklik kazandirmakla birlikte harecket
yetenegi de vermektedir. Kollajen lifleri, hem papiller tabakaya hem de hipodermise
uzanan kolajen iplikgikleri ile yap1 ve gerilme mukavemeti saglamaktadir. Ayrica
kolajen, cildi nemlendirmek igin suyu baglamaktadir. Kolajen enjeksiyonlari ve
Retin-A kremleri; kollajeni disaridan vererek ya da kan akisini uyararak dermisin
onarimi ile cilt turgorunu geri kazandirmaya yardimci olmaktadir (Seeley ve ark.,
2003).
4.1.1.4. Hipodermis

Hipodermis; subkutandz tabaka olarak da adlandirilan dermisin hemen
altindaki bir tabakadir ve cildin; kemiklerin ve kaslarin altindaki fibréz dokuya
baglanmasma hizmet etmektedir. Hipodermis ve dermis arasindaki sinirm ayirt
edilmesi olduk¢a zordur. Hipodermis, iyi bir vaskiilerize, gevsek areolar bag dokusu
ve yag dokusu olarak islev goren adipoz dokudan olusmaktadir. Viicut 1s1
regiilasyonunu ve destegini saglamaktadir. Ayrica; kil folikiillerinin tabanlarini, yag
ve ter bezi kanallarini bulundurmaktadir (Seeley ve ark., 2003).
4.1.1.5. Deri uzantilar

Deri uzantilar1 arasinda yag bezleri, killar, tirnaklar, ekrin (ter) bezleri ve
apokrin bezler yer almaktadir. Bu yapilar dermisten kaynaklanip, epidermis ve dis
ortama dogru uzanmaktadir. Embriyonik gelisim sirasinda, dermal ve epidermal
etkilesimler bu yapilarin indiiksiyonu ve farklilasmasi i¢in kritik dneme sahiptir.
(Maibach ve Honari, 2014). Bu uzantilar, deride bulunduklar1 bolgelere gore sayica
degiskenlik gostermektedir. Ekrin bezler viicutta bazi 6zel bolgeler disinda yaygin
olarak bulunmaktadir. Yaklasik pH’s1t 5 olan bir salgi salgilamaktadir. Apokrin
bezler ise ergenlik donemi ile aktif rol alan 6zellikle koltukalti, anal bolge ve meme
basi ile dis genital bolgelerde yer almaktadir (Saga, 2002).
4.1.1.6. Derinin fonksiyonlari

1) Asmma ve yipranmadan korunma: Derinin maruz kaldigi siirtiinme ve

basing miktaria bagl olarak degisen kalinlik g6z kapaklarinda yaklasik 1mm iken,
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el avuglarinda ve ayak tabanlarinda ise 1 cm kalinliginda olabilmektedir (Hinchliff,
1996). Deri dayanikliligi, i¢indeki ¢oziinmeyen protein keratinin miktarindan
kaynaklanmaktadir. Deride olusan siirtiinme; subkutanéz yaglarin amortisér gorevi
gormesi ile viicudu travmalardan korumaya yardimer olmaktadir.

2) Enfeksiyon ve kimyasallara karsi koruma: Deri iizerinde ¢ok sayida
mikroorganizma yasamaktadir, bunlar saglam ve saglikli bir deri tarafindan
olusturulan bariyerleri gegemezler. Deride olusan hasar mikroorganizmalarin istilasi
icin bir ortam sunar ve kizariklik, sislik, lokalize 1s1, agr1 ve ates ile karakterize bir
inflamatuar tepki ile sonuglanmaktadir. Kan akimi artar ve enfeksiyonla savagmak ve
dokular1 onarmak i¢in 16kositler ve makrofajlar hasarli bolgeye tasinarak onarim
saglanmaktadir (Richardson, 2003).

3) Ultraviyole 1ginlarina kars1 koruma: Deri, viicudu zararli ultraviyole (UV)
isinlarindan korumaktadir. Epidermisde bulunan melanositler melanin pigmentini
tiretip UV 15181n1 emerek hiicresel DNA'ya zarar vermesini dnlemektedir (Martini ve
Seiger 2003). UV 1si@ina asir1 maruz kalmak, malign melanoma gibi ciddi
hastaliklara yol a¢maktadir. Melanin ayrica sa¢ ve goz irislerinin renginin
belirlenmesinde de rol almaktadir. Melanin {iretmeyen insanlar albino olarak
adlandirilir. Keratinden yapilan killar, viicut 1sisim1 diizenlemenin yaninda UV
1sinlarindan da korumaktadir.

4) Viicut sicakliginin korunmasi: Viicut, -52 °C ile + 49 °C arasinda degisen
sicakliklarda gevresel degisikliklere karsi hayatta kalabilmektedir (Hinchliff, 1996).
Sabit bir viicut sicakliginin (37 °C) korunmasi, derinin énemli bir islevidir ve bu
diizenleme, viicuttaki hiicresel enzimlerin normal isleyisi i¢in gereklidir.

5) Artmis sicakliga yanit: Dermisin hemen altindaki deri alt1 tabakasindaki
arterler ve damarlar, dermise kan saglayan kiiclik arteriollere ve kilcal damarlara
baglidir. Kan akimi, bu dermal kan damarlarimin dilatasyonu ve daralmasi ile
degistirilmektedir. Deride kan akisi, 1s1 kaybetme veya muhafaza etme ihtiyacina
yanit olarak yaklasik 250 ml/dak ile 3L/dakika arasinda degisebilmektedir. Viicudun
1s1s1  yiikseldiginde, dermiste bulunan kan damarlart dilate olur ve deriye
dokunuldugunda 1sinir, pembe veya kirmizi renk olugsmaktadir.

Kan, 1s1y1 deri ylizeyine tasiyarak viicuttan uzaklastirmaktadir. EKrin ter bezleri

viicut 1sisin1 azaltmaya yardimci olmaktadir. Bu bezler yaklasik 2-5 milyon
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civarindadir (Martini ve Seiger 2003) ve bunlarin dagilimi farkli viicut bolgelerine
gore degiskenlik gostermektedir. Avug i¢i ve ayak tabanlarinda 400 / cm? ve sirtta
sadece 70 / cm? vardir (Hinchliff, 1996). Bu bezlerin kendi sinirleri ve kan damarlari
vardir ve cildin sicakligi 35 °C'nin lizerine ¢iktiginda ter tiretmektedirler. Terin, %
99’u su; % 1’1 sodyum, iire, laktik asit ve potasyumdan olugmaktadir.

6) Sicakligin diismesine tepki: Soguk havalarda, ter tdretimi ile deri
kanlanmas1 azalmaktadir (Marieb, 2003). Deri alt1 doku ve yag katmanlar ile viicut
1s1 dengesi saglanmaktadir. Viicut 1sisin1 korumanin diger bir yolu da viicuttaki
killardir. Kiigiik arrektor pili kaslar sayesinde killar dikey boyuta gegerek 1s1
yalittmin1 saglamaktadir.

7) Dis uyaranlarin alinmasi: Deri en biiyilk duyu organmidir ve duyu sinir
reseptorleri bir dizi farkli uyarani algilamaktadir; basing ya da esneme gibi mekanik,
1s1 ve soguk agisindan termal bunlara drnektir (Marieb, 2003). Dermis boyunca sinir
uclar1 varken epidermisde yoktur. Bunlarin dagilimi da degismektedir. Ornegin,
parmak uglar1 ve dudaklar ¢ok hassas duyusal reseptorlere sahiptir ve oldukga iyi bir
duyusal ayrimcilik saglamaktadir (Hinchliff, 1996).

8) Emilim ve atilim: Salgi bezleri dermiste kil folikiillerinin ¢ikintilar1 olarak
yer almaktadir. Deriyi suya dayanikli hale getirmek icin lipit yapida olan, sebum,
salgilanmaktadir. Sebum bakterisit 6zellige de sahiptir. Salg1 bezleri, kil folikiilleri
ve stratum corneum tabakasi deriden emilimi ve atilimi saglamaktadir (Martini ve
Seiger, 2003).

9) Besin ve su depolama: Deri hiicrelerinde depolanan suya, kan hacmi
distiigiinde (Hinchliff, 1996) oOrne8in hasta hemorajileri gibi acil durumlarda
erigilebilmektedir. Deri ayrica yag dokusu iginde depolanan trigliseritler (yag asitleri
ve gliserol) formunda potansiyel bir enerji kaynagi da icermektedir (Martini ve
Seiger, 2003). UV radyasyonuna maruz kalmak, sadece melanin tiretimini tesvik
etmekle kalmaz, ayn1 zamanda dermiste bir kolesterol bilesiginden (7-dehidro-
kolekalsiferol) D vitamini iiretimini de baslatmaktadir.

10) Iletisim: Hekimler, hastanin sagh@ hakkinda, hastalarin derisini
inceleyerek c¢ok fazla bilgi edinebilmektedir (Hinchliff, 1996). Deride fizyolojik
degisiklikler birgok hastalik belirteci olarak yol gostermektedir.
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Buna 6rnek olarak; sicakta deri kizarmasi ve ter atimi, agri ¢ekerken solgun olma
egilimi, kalp krizi geg¢iren hastalarda genellikle gri goriiniim, deride sar1 bir
renklenme sarilik belirtisi ve deride mavi renk olusumu (siyanoz) oksijen eksikligi
belirtisi olarak degerlendirilmektedir. Ayrica; fizyolojik saglik sadece deri rengi ile
degil, goriiniisii, elastikiyeti ve hassasiyeti ile de belirtilmektedir (Richardson, 2003).

Giinlik yasamin psikolojik yonleri de deriyi etkilemektedir. Cogu insan
goriiniimiinii iyilestirmeye c¢alismakta, sa¢ ve makyaj ile gilizelligi amaglamaktadir
fakat cildimiz bazen bizi ele vermektedir. Ornek olarak; utanirken kizarmak,
heyecanlandik¢a terlemek verilebillinir. Ayrica; “Lie-detektor” testleri, gergegi
belirlemek i¢in bu istemsiz terleme reaksiyonuna dayanmaktadir (Richardson, 2003).
4.2. Deriden Gegis Ile Ilgili Bilgiler

Stratum korneum tabakasi, 15-30 kat korneositden olusan 3-20 mikrometre
kalinligindadir. Bu hiicreler epidermisde farklilagarak ‘tugla’ goriintiisii olusturmakta
ve hiicreler arasi kolesterol, fosfolipitler harg’ goriiniimii almaktadir. Transkiitanoz
su kaybma ve eksojen materyallerin girisine karsi etkili ve smurlayici bir bariyer
saglamaktadir. Bu bariyerin olusumuna ekstraseliiler lipitler katkida bulunmaktadir.
Ekstraseliiler lipidlerin (seramidler, kolesterol ve serbest yag asitleri) diizenlenmesi,
bunlarin hidrofobikligi, bilesimi bariyerin yapisimi etkilemektedir. Deriden emilim,
farkli viicut boliimleri arasinda ve bireyler arasinda degismektedir, bu bolgesel i¢ ve
bireyler arasi varyasyonlar kismen lipit bilesimi ve stratum korneum kalmligindaki
degisikliklerle ilgilidir. Bir dizi biyolojik ve anatomik faktor perkiitan penetrasyon
oranini ve boyutunu etkilemektedir. Bir¢ok ilag etken maddesi i¢in ilk gecis etkisi ve
advers etkiden dolay: ilag uygulama yollarindan birisi transdermal yoldur. Ilacin
stratum korneumdan gegisinde ilag partisyon katsayis1 onemlidir. Deriden gegis
mekanizmalar1 3 sekilde gerceklesmektedir (Sekil 4) (Saga, 2002; Chu, 2012,
Maibach ve Honari, 2014).

e Transseliiler (intraseliiler) gecis
e Interseliiler (hiicreler aras1 ) gegis

e Deri uzantilar ( kil folikiilleri, yag ve ter bezleri) araciligiyla gecis
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Sekil 4. Korneositlerin diizenlenmesi ile cilde penetrasyonun sematik yollari
“Tugla ve har¢” modeli (Werner ve Grose, 2003).

4.2.1. Transseliiler (intraseliiler) gecis

Intraseiiler geciste etken madde hiicrelerin i¢inden ge¢mektedir. Etken madde
oncelikle stratum korneumu gegip hiicrelerin lipit yapili membranint daha sonra ise
hidrofilik hiicre ortamin1 ge¢mesi gerekmektedir. Deriye bu yol ile geg¢is uzun bir
stire¢ almaktadir (Degim, 2009; Chu, 2012; Maibach ve Honari, 2014). Bu yol,
hidrofilik molekiilleri aktarmak i¢in uygun bir yol olustursada bir direngle karsilasir,
¢linkii molekiiller her hiicrenin lipofilik zarindan, daha sonra keratin igeren hidrofilik
hiicresel iceriklerden ve daha sonra hiicrenin fosfolipid iki tabakasindan ge¢melidir.
Bu nedenle, penetranin hiicre matriksinden ge¢mesi i¢in boliimleme ve difiizyon
asamas1 gereklidir (Flynn, 1996; McCarley ve Bunge, 2001). Bu yolla ¢ok az ilag
deriden gecis saglamaktadir. Transseliller yol, keratin yapisin1 degistirerek
korneositlerin gecirgenligini arttirmak i¢in {ire gibi bir penetrasyon arttirici
kullanildiginda 6nemlidir (Morrow ve ark., 2007; Nafisi ve Maibach, 2018).
4.2.2. interseliiler( paraseliiler) gecis

Bu gecis, hiicreler aras1 bosluk kullanilarak yapilmaktadir. Etken madde bu
yolda; hiicre membran protein ve lipit yapilariyla etkilesmektedir. Intraseliiler gecise
gore daha hizlidir. Kiiciik molekiil agirlikli maddeler bu gegisi kullanabilmektedir
(Degim, 2009; Chu, 2012; Maibach ve Honari, 2014). Bu yolun bariyer &zelligi,

korneositlerin olusturdugu kivrimli yapidan kaynaklanmaktadir.
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Dolayisiyla etken madde, lipit tabakalara boliinerek ve i¢ tarafa difiize edilerek
alternatif lipitlerden ve sulu alanlardan ge¢mek zorundadir. Kiigiik molekiiller;
lipofilikleri, ¢oziiniirliikkleri, molekiiler agirlik ve hidrojen bagi yetenekleri gibi
fizikokimyasal Ozelliklerine gére bu yol ile gecis saglamaktadir. Her ne kadar
stratum korneum kalinlig1 sadece 20 um olsa da, deriden gegen ¢ogu molekiiliin
gercek difiizyon yolu 400 um civarindadir. Gegirgen molekiillerin gercek yolundaki
20 katlik artis penetrasyon hizim1 énemli Ol¢lide azaltmaktadir. Hiicreler arasi yol
cogu etken madde i¢in tercih edilmekle beraber esas olarak yiiksiiz lipofilik
molekiiller i¢in uygundur (Abdel-Mottaleb ve Lamprecht, 2016; Nafisi ve Maibach,
2018).
4.2.3. Deri uzantilari araciligiyla gecis

Bu yolakta maddeler stratum korneum tabakasini atlayarak gegis
mekanizmasi gostermektedirler. Suda ¢oziniirliigii yiikksek olan ve polar maddeler
icin ter bezleri ve kil folikiilleri deriden geciste tercih edilmektedir (Saga, 2002;
Degim, 2009). Genis bir difiizyon alan1 saglayan bu yol, bir bilesigin sistemik
dolagima ulagsmak icin izlemesi gereken en kisa yoldur. Lenf ve kan dolasimi ile
beslenen sa¢ folikiilleri nanopartikiillerin penetrasyonu ve muhtemelen sistemik
erigim igin potansiyel bir hedeftir (Toll ve ark., 2004). Dermal mikrosirkiilasyona
dogrudan erisime saglarlar, ancak tiim cilt yilizeyinin sadece % 0.1’ini kapsamaktadir
ve bu nedenle ilag¢ verilisine minimal katkida bulunmaktadir (Roberts ve Walters,
2007). Sinirlayict olmasina ragmen Liu ve arkadaglarmin yaptigi caligmada insan
gbgiis derisinden verilen kafeinin iicte birinin folikiiler yol ile absorbe oldugu
gosterilmistir (Liu ve ark., 2011). Molekiillerin sebum ig¢indeki partisyon oaranlarida
sebumdan epidermisin alt katmanlarina difiizyonu agisindan ayr1 bir gecis yolu
olusturmaktadir (Flynn ve Stewart, 1988; Nafisi ve Maibach, 2018).
4.2.4. Geg¢irgenligi artirmak icin uygulanan stratejiler

Transdermal tasiyict sistemlerin en dnemli dezavantaji deriden gecisin sinirh
olmasidir. Bu nedenle, gecirgenligi perkiitan olarak arttirmak ig¢in ¢esitli ¢alismalar
yapilmigtir.  Sekil S'te  penetrasyonun arttirllmast i¢in  ¢esitli  stratejiler
gosterilmektedir. Temelde bu stratejiler tic mekanizma ile belirlenmektedir:
1) Stratum korneum'un fizikokimyasal 6zelliklerini degistirmek.

2) Stratum korneum'un hidratasyon 6zelliklerini degistirmek.
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3) Tasiyict mekanizmalar araciligr ile hiicreler arast alandaki lipitlerin ve proteinin
yapisini degistirmek (Csizmazia ve ark, 2012).
4.2.4.1. Nlac-tasiyrca iliskisi
1) Ilag¢ ve 6n ila¢ secimi

Kullanilacak aktif bilesen, farmakolojik ve/veya fizyokimyasal 6zellikleri goz
oniinde bulundurularak secilmelidir. ilag se¢imi icin ideal dzellikler sunlardir:
-Diflizyon katsayis1 yiiksek oldugunda 600 Da'dan kiiciik molekiiller tercih
edilmelidir.
-Yagda ve suda iyi ¢Oziintirliik géstermelidir.
-Yiiksek ve yeterli partisyon katsayisina (1-3) sahip olmalidir.
-Erime noktas1 < 200 °F olmalidir.
-Deride metabolize olmamalidir (Kataria ve ark, 2014; Kaur ve ark., 2014).
2) Tyon cifti

Yikli molekiiller her zaman deriye kolaylikla niifuz edemezler. Bununla
birlikte, lipofilik iyon ¢ifti teknigi epidermal penetrasyonu artirabilmektedir. Bu
teknikte, zit yiikli molekiiller epidermise daha iyi niifuz ederek etkin maddenin
salimin1 gergeklestirmektedir. Salinan bu maddeler iyon ¢ifti gibi davranmaktadir.
(Goyal AK ve ark., 2013; Goyal G ve ark., 2015). Valenta ve arkadaslar1 iyon
ciftinin etkisinin 6nemini lignokainin gecirgenligi lizerinde Saptamistir. Difiizyon
caligmalari, farkli pH degerleri olan 4.0, 6.0, 7.0 ve 8.0'da polidimetilsiloksan
(PDMS) yoluyla gergeklestirilmistir. Kararli durum lignokain akigi, farkli karsi
iyonlar kullanilarak 2.45 kata kadar arttirilmistir. En yiiksek aki lignokain
morfolinopropan siilfonat ile dl¢iilmistiir (Valenta ve ark., 2000). Riserdronat, gesitli
kemik bozukluklarinin tedavisinde kullanilan osteoklastik bir inhibitordiir. Oldukga
iyonize, asidik ve diisiik permeabiliteye sahiptir. Tiiysiiz fare {izerinde in vitro olarak
test edilen L-arginin ile iyon ¢ifti ¢ozeltisi sonucunda; akisin (14.13 + 5.49 pg / cm?)
36 kez (475.18 + 94.19 g / cm? ve 511.21 + 106.52 g / cm?) arttign gosterilmistir
(Nam ve ark., 2011).
3) Otektik karisimlar

Coziinirliikk, ¢ogunlukla bir maddenin erime noktasindan etkilenen bir

faktordiir ve deriden gegiste onemlidir. Erime noktasi ne kadar diisiik olursa, deri
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lipitlerinde ¢oziiniirliik daha fazla olmaktadir (Garg ve Goyal, 2014). Yiiksek erime
noktasini diistirmek i¢in 6tektik karigimlar tercih edilmektedir.
Otektik karisimlar, oda sicakliginda kat1 formda iken 2 veya daha fazla maddenin
belirli oranlarda karigimiyla olusan ve erime sicakligini diisiiren karigimlardir (Fiala
ve ark., 2010). Ornegin, terpenli ibuprofen, metil nikotinli mentol, yag asitleri ile
propranolol ve mentol ile lignokain verilmektedir.
4.2.4.2. Deri katmanlarinda modifikasyon
1) Hidratasyon

Su hem hidrofilik hem de hidrofobik ilaglarin deriden niifiiz etmesi igin
Oonemlidir. Normal kosullarda, stratum korneum'da % 10-20 oraninda su
bulunmaktadir. Epidermisin hidrasyonu, permeasyonun arttirilmasi i¢in énemli bir
parametredir. Bu teknikte, suda uzun siire bekletilmis deri bol miktarda suyu
emebilmektedir. Dogal Nemlendirici Faktor (NMF), korneumun higroskopik 6zelligi
igin aract gorevi gormektedir. Temel olarak serbest amino asitler ve bunlarin
tuzlarindan olugmaktadir. Deri hidrasyonu, keratinlerin sismesine ve lipitlerin
paketlenmesine neden olmanin yani sira, polar ve polar olmayan yollar1 da
etkilemektedir (Haftek ve ark., 1998).
2) Kimyasal permeabilite artiricilar

Kimyasal penetrasyon artiricilar; stratum korneum’un lipit yapisini bozarak,
hiicreler aras1 proteinle etkilesirler veya ilacin partisyonunu artirarak stratum
korneum’dan geg¢isini artirmaya yardimci olmaktadir (Garg ve ark., 2013).
Kimyasal arttiricilar agagidaki 6zellikleri igermelidir:
-Toksik ve alerjen olmamalidir.
-Hizli ¢alisma aktivitesine sahip olmalidir.
-Tek yonlii olmalidir.
-Hem eksipiyanlarla hem de ilaglarla uyumluluk gostermelidir (Garg ve ark., 2012;
Erdal ve ark., 2014). Tablo 1’de kimyasal penetrasyon artiricilar ve Ornekleri

belirtilmistir.
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Tablo 1. Kimyasal penetrasyon artiricilar (Abdel-Mottaleb ve Lamprecht, 2016).

Kimyasal gruplar Ornekler

Hidrokarbonlar Alkanlar, alkenler, mineral yaglar

Alkoller Gliserol, glikol, etanol

Asitler Oleik asit ve diger yag asitleri

Aminler Primer, sekonder ve tersiyer aminler

Amidler Pirolidon  (N-metil-2-pirolidon,  2-
pirolidon) azones

Esterler Izoperopi myristat

Siirfaktanlar Sodyum  lauril  siilfat,  sorbitan
monolaurat, polisorbat 80, dodesil
dimetil amaonyumpropan siilfat.

Terpenler, terpenoitler ve esansiyel yag | Mentol, limonen

asitleri

Siilfoksitler Dimetil siilfoksit (DMSO)

Lipitler Fosfolipitler

4.2.4.3. Deri katmanlarinin kaldirilmasi
1) Mikroigneler

Mikroigneler hem hipodermik igne hem de transdermal yama olarak
kullanilmaktadir. Bu aletler, bir ilag havuzu ve sinirlere ulasmayan mikroigne
cikintilariyla ilag gecirgenligine yardimer olmaktadir. Bu igneler 200-750 mikron
uzunlugundadir ve 150-650 mikroigne / cm? olacak sekilde yer almaktadir. Igne
materyalleri; silikon, metal, seker ve plastiklerden olugmaktadir. (Duan ve ark.,
2011). Bu mikroigneler dort baslikta toplanmaktadir: (i) Yama yaklagimi olan
(epidermal tabakaya direkt yamay1 lokal olarak uygulama), (ii) Kaplama ve deriye
batirma yaklagimi (ilagla birlestirilen igneler, farmakolojik aktif kismin salinmasi ya
da ¢oziinmesi yoluyla gerceklesmektedir), (iii) Biyobozunur mikroigne (ilacin dahil
oldugu biyobozunur polimerik mikroignenin deriye batirilmasi) ve (iv) I¢i bos
mikroigne (i¢i bos bir delige sahip igneler ile epidermal yiizeyin delinmesi) (Garg ve

ark., 2011). Bu yontemi igeren bircok klinik arastirmalar bulunmaktadir. Insiilin,
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hormonlar, kalsitonin ve cesitli peptit ve proteinler gibi biiyiik molekil agirlikli
ilaglar i¢in iyi bir yontem oldugu ileri siiriilmektedir (Donnelly ve ark., 2014).
2) Mikrodermabrazyon

Mikrodermabrazyon, se¢ime bagh olarak stratum korneum’u kaldirarak
deriden gecirgenligin artirilmast esasina dayanmaktadir. Deride agilan bu kesinin
derinligi hastanin ihtiyacina baglidir. Bu teknik; peptitler, insiilin ve asilar gibi biiyiik
molekiiler agirlikli ilaglar i¢in olduk¢a ©nem teskil etmektedir. Bu yontemde,
epidermisin  tamamen ¢ikarilmasi1 tercih edilmemektedir. Skountzou ve
arkadaglarinin yaptig1 ¢alismada influenza asisinin topikal yoldan verilmesi yoluyla
transkiitan immiinizasyon gozlemlenmistir. Dis deri bariyeri, biiylik as1
molekiillerinin veya partikiil antijenlerin deriden bagisiklik hiicrelerine erigsmesine
izin veren etanol-su hidratasyonu ve mikrodermabrazyon yontemi ile birlikte
kullanilmasiyla asilabilmektedir (Skountzou ve Kang, 2009).
3) Folikiiler tasinma

Ter bezleri ve sag¢ folikiilleri zengin invaskiilarizasyon igermektedir. Sag
folikiilleri 172 + 70 mm, yag folikiilleri 86 = 37 mm boyutundadir ve ilag¢ taginma
yollarindan biridir. Bu hidrofilik ve ayni zamanda yiiksek molekiiler agirlikli
molekiiller igin topikal preparat hazirlanmasinda 6nem arzetmektedir (Garg ve ark.,
2011).
4.2.4.4. Elektriksel teknikler
1) Ultrason

Fonoforez veya sonoforez olarak da adlandirilmaktadir. Bu ydntemde
gecirgenlik, ultrasonik dalgalar ile saglanmaktadir. Mekanizma iki yontem ile
gerceklesmektedir.
(@) Ses dalgalarinin deriye uygulanmasi ile lipitlerin akigkanligini artirarak,
gecirgenligi transseliiler yol ile saglamaktadir.
(b) Ses dalgalarinin deride porlar olusturmasi ile protein veya asilar gibi biiyiik
molekiiler agirlikl ilaglarin gegmesi saglanmaktadir.
Calismalarda bu yontem hastalarda deksametazon, ketoprofen veya lidokain
gecirgenligi icin tercih edilmistir fakat bu yontemde ses dalgalarinin 1s1 enerjisine

donlismesi nedeniyle baz1 avantaj ve dezavantajlar1 bulunmaktadir.
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Avantajlart arasinda; ilag penetrasyonunu artirmasi, kontrollii salimin uygulanmasi,
sistemik etkiye neden olmamasi yer almaktadir. Dezavantajlari ise; zaman alici bir
yontem olmasi, tahrise, karincalanmaya ve yanmaya sebep olmasidir (Tiwari ve ark.,
2004).
2) Iyontoforez

Iyonize ilacin elektriksel akim ile deriden gecisi olarak tanimlanmaktadir.
Galvanik veya voltaik hiicre ile 0.5 mA / cm'lik impulslar seklinde uygulanmaktadir.
Pozitif yiikli iyon ve negatif yiiklii iyonlar1 ¢eken katot ve anot sistemini
icermektedir. (Garg ve Goyal, 2012). Mekanizmasi Faraday yasasina dayanmaktadir.
Bu yasaya gore, cilde verilen ilag uygulanan akimla dogru orantilidir. Cildin pH'st
O6nemli bir rol oynamaktadir, cilt pH's1 ne kadar yiiksek olursa, deri gecirgenligi de o
kadar fazla olmaktadir (Dhote ve ark., 2012). Yapilan bir ¢alismada, enflamasyon ve
atopik dermatit tedavisinde niikleer faktor-kappa B’nin (NF-kappa B) topikal
uygulamasi incelenmisdir. Sonuclar iyontoforezin NF-kappa B oligoniikleotitin
(ODN) transdermal yoldan verilmesi i¢in yararli ve umut verici bir teknik oldugu
gosterilmistir (Hashim ve ark., 2010). Gomez ve arkadaslarinin baska bir ¢alismada,
osteoporez tedavisi i¢in topikal kalsiyum ve fosfat iletimini incelemislerdir. Sonuglar
kemikteki kalsiyum ve fosfatin restorasyonu ile kemik yogunlugunda bir artis
oldugunu gostermistir (Gomez ve ark., 2012).
3) Magnetoforez

Bu yontemde, deriye niifuz eden ¢6ziinen maddenin etrafina manyetik alan
uygulanmaktadir. Ornegin, benzoik asit diyamanyetik bir maddedir ve manyetik alan
etrafa uygulandiginda, difiizyon 6zelliklerini arttirmaktadir. Bu yontemle iligkili en
biiytik sinirlama, stratum korneum'un 6zelliklerini degistirebilmesidir (Garg ve ark.,
2015).
4) Elektroporasyon

Bu uygulama, milisaniyede >100V olacak sekilde kisa elektriksel iletimleri
icermektedir. Bu teknik iki mekanizma ile c¢alismaktadir; birincisi lipit ¢ift
katmanlarinda, korneositlerde por olusumudur, ancak kiigiik yiiklii molekiiller bu yol
ile gecemezler. Ikincisi, yiiksek voltaj uygulayarak epidermistede sulu porlar
olusturarak yiiksek gecirgenlik saglamaktir (Arora ve ark., 2012). Eriksson ve

arkadaslar1 caligmalarinda, prostat kanserini tedavi etmek icin prostat spesifik
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antijeni kodlayan DNA asisin1 elektroporasyon teknigi ile transdermal olarak
calismiglardir. Prostat kanserinin niiks ettigi hastalarda basarili biyokimyasal
sonuglar elde ettiklerini bildirmislerdir (Eriksson ve ark., 2013). Proteinlerin,
oligontikleotidlerin, kii¢iik molekiillerin, heparin, insiilin, dekstran ve C vitamininin
bu yontemle verilmesi ile ilgili pozitif yonli caligmalar bulunmaktadir.
Elektroporasyon iki tiptir. Birincisi tersinir elektroporasyon; burada elektrik
iletimleri deriden gegirgenlikte kisa siireli artislar yapar ve hiicre canlilig
korunmaktadir. Bu yaklasim biyoteknoloji ve tiptaki uygulamalarda yer almaktadir.
Ikincisi ise geri doniisiimsiiz elektroporasyon olup; elektrik iletimleri deriden
gecirgenligi artirirken, hiicre 6liimiine veya nekroza yol agmaktadir. Bu yontem gida
endiistrisinde ve sterilizasyon amagh kullanilmaktadir (Marwah ve ark., 2016).
5) Fotomekanik dalga

Bu teknik makromolekiillerin (40 000 Da) iletilmesini saglamaktadir. Cilt
genclestirme ve akne skarinin iyilesmesi gibi dermatalojik alanlarda da kullanimi
mevcuttur. Ayn1 zamanda hedeflendirilmis polistiren insizyonu ile iretilen lazerle
olusturulan stres basing dalgasi olarak da adlandirilmaktadir (Lee ve ark., 1999).
4.3. Yara

Yara, doku zedelenmesi veya biitiinliigiinlin  bozulmas1  olarak
tanimlanmaktadir. Deri; epidermis ve dermis koruyucu bariyerlerinden olusmaktadir.
Bu bariyerler hasar aldiginda yara iyilesmesi tek bir bolgeyle kalmaz; hiicresel,
fizyolojik ve biyokimyasal bir¢ok mekanizmayi i¢cermektedir (Demidova-Rice ve
ark., 2012).
4.3.1.Yara tipleri

e Akut yara: Yaniklar, travmatik yaralanmalar ve cerrahi olarak olusturulmus

yaralari icermektedir (Li ve ark., 2007). Onarim siireci diizenli ve zamaninda

geligir. Anatomik ve fonksiyonel biitiinlik daha iyi kazanilir. Plateletler,

keratinositler, immun sistem hiicreleri, mikrovaskiiler hiicreler ve

fibroblastlar bu proseste 6nemli rol oynamaktadir (Strodtbeck, 2001).

e Kronik yara: lIyilesme siireci uzun ve zor olan ya da iyilesemeyen yaralari
kapsamaktadir. Akut yaradan farki kronik yaranin iskemi, hipoksi veya

enfeksiyon bulundurmasidir (Demidova-Rice ve ark., 2012).
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e Abrasyon (Asinma): Yizeysel deri kayb1 olabilen, yaniklar gibi sinir uglar
ortaya ¢ikan agrili yaralanmalardir.

e Kesik: Doku kaybi olmayan nester gibi keskin bir nesneden kaynaklanan
yaralardir.

e Ulser: Bag doku ile birlikte epitel yiizeyde hasarlar1 olan yaralardir.

e Cerrahi eksizyon: Bir nester (keskin bicak) veya baska bir kesme aleti

kullanan bir doktor veya cerrahin neden oldugu yaralardir (Strodtbeck, 2001).

Bu smiflandirmaya ek olarak Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezleri (CDC)
tarafindan tanimlanan Cerrahi Yara Siniflandirma Dereceleri (I — IV) belirtilmistir.
Bunlar;

Smif 1 / Temiz: Inflamasyonun ve enfeksiyonun olmadigi, solunum,
beslenme, genital veya idrar yolu ameliyat yaralarina ek olarak, temiz kapali yaralar
yer almaktadir.

Smmif II / Temiz-Kontamine: Solunum, beslenme, genital veya idrar
yollarinin kontrollii kosullar altinda oldugu ve olagandisi bir kontaminasyon olmayan
ameliyat yaralarini kapsamaktadir.

Simif III / Kontamine: Acik, kaza yaralanmalarii igermektedir. Ayrica,
steril bir teknikte (6rnegin acik kalp masaji) veya gastrointestinal yaralanmalar ve
enflamasyonun meydana geldigi insizyonlarda, biiyiik ¢apli kirilmalar bu kategoride
yer almaktadir.

Smmif IV / Kirli-Enfekte: Cansiz dokuya sahip eski travmatik yaralar ve
mevcut Klinik enfeksiyonu veya i¢ organlarin hasar aldig1 yaralanmalar1 igermektedir
(Onyekwelu ve ark., 2017).

4.3.2. Yara iyilesmesi

Temel olarak yara iyilesmesi 4 fazdan olusmaktadir:
Hemostaz

Inflamasyon

Proliferasyon/ graniilasyon

A W o

Remodeling/ maturasyon (Li ve ark., 2017)
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4.3.2.1. Hemostaz

Yara baslangicinda kan ve lenfatik sivi disar1 ¢ikmaktadir, bunu takiben
koagiilan sistem aktive olup hem instrinsik hem ekstrisik faktor ile kan pihtilasma
mekanizmas1 aktive olmaktadir. Instrinsik etki trombositlerden, ekstrinsik etki ise
yarali bolgeden kaynaklanmaktadir. Vazokonstriksiyon sonrasi hasarli endotele
plateletler tutunur ve adenozin difosfat (ADP) araciligiyla yarali bolgede trombosit
kiimelesmesi saglanmaktadir. Kisa siireli vazokonstriiksiyon sonrasi damar dilate
olarak kan komponentlerinin akigi gergeklesir. Hemostaz ve enflamasyon fazlari ayri
ayr1 olarak degerlendirilse de siire¢ olarak birbiri igerisinde gerceklesen olaylardir.
Beyaz kan hiicrelerinin yan1 sira trombositlerden birgok sitokin ve pihtilagma faktorii
de salinmaktadir (Martin, 1997; Hardwicke ve ark., 2008; Demidova-Rice ve ark.,
2012) .

Platelet iliskli biiyiime faktorii (PDGF) , faktor 9, transforme edici biiylime
faktorti beta (TGF-B), damar endoteli biiytime faktorii (VEGF), fibroblast biiyiime
faktoric (FGF) hem anjiyogenezi hem reepitelizasyonu uyarmaktadir. PDGF.
fibroblastlar i¢in kemotaktik bir ajan olup TGF-B ile birlikle fibroblast mitozunu
uyararak sonraki fazlarda kolajen fibril yapisinin olusumunu saglamaktadir.
Fibrinojenin fibrine doniisiimii ile enflamasyonun hiicresel bileseni olarak yapisal
destegi de olusturmaktadirlar (Habif, 1996; Tocco ve ark., 2012).
4.3.2.2. inflamasyon

Hemostazin koagiilasyon fazinda enflamasyon fazi da baslamaktadir.
Kemotaktik ajanlarla monositler ve makrofajlar bélgeye toplanir ve ilk 6-8 saat
igerisinde polimorfo niikleer 16kositler (PMN) yarayir tikamaktadir. TGF- damar
icinde PMN’lerin migrasyonunu kolaylastirir ve 24-48 saat icerisinde PMN’ler
maksimum sayiya ulagmaktadir. Makrofajlar ise dlii hiicre atiklarini ve bakterileri
fagosite etmektedir. FGF, TGF-p ve TGF-a; PDGF ve aktive olmus kompleman
sistem komponentlerinden C3a ve C5a salimi i¢in kemotaktik rol oynamaktadir.
Inflamasyon siiresinde, monositler damar disina ¢ikarken, makrofajlar bu olay
sonlandirmaktadir. Makrofajlar bu siireci temizlerken bir yandan da 3-4 giin
icerisinde c¢esitli  bliylime faktorlerini {iretmektedirler. Endotel hiicrelerinin

cogalmasini diiz kas hiicrelerinin ikiye katlanmasini ve fibroblast cevrenin

25



olusmasina aracilik etmektedirler. Yara iyilesmesinde makrofajlardan TGEF’ler,
sitokinler, IL-1, timor nekroz faktér (TNF) ve PDGF salinmaktadir (Habif, 1996).
4.3.2.3. Proliferasyon/ graniilasyon

Bu faz birgok alt fazi igermektedir. Buradaki alt fazlar i¢ ige gegmis bir
prosestir. Bu alt fazlar fibroplazi, matriks birikimi, anjiyogenez ve tekrar yeni
epitelizasyon olarak adlandirilmaktadir. 5-7 giin igerisinde fibroblastlar yara
bolgesine go¢ etmektedirler. Kolajen yap1 bolgeyi sarmaktadir. Normal yara iyilesme
slirecinin baginda tip 3 Kkolajen baskin iken sonraki siiregte tipl kolajen yer
almaktadir (Cho ve Lo, 1998). Tropokolajen, tiim kolajen tiplerinin prekiirsoriidiir
ve tropokolajen endoplazmik retikulumda prokolajene donisiir, prokolajen
ekstraseliiler bosluga salinarak peptidazlar araciligiyla kolajen fibrillerini
olusturmaktadir. Daha sonra heparan siilfat, hyaluronik asit, kondrotin siilfat ve
keratin siilfat iceren glikozaminoglikanlar (GAG) ve fibronektinler yarayi sarar ve
proteoglikanlar kovalent baglanarak protein cekirdegi ve bir matriks olusumunu
saglamaktadirlar (Hardwicke ve ark., 2008; Demidova-Rice ve ark., 2012).

Yara iyilesmesinde anjiyogenez olusumu; endotelyal hiicrelerin maturasyonu,
migrasyonu ve mitozu ile ger¢eklesmektedir. FGF ve VEGF anjiyogenezi modiile
etmektedir. Re-epitelizasyon, yara periferine hiicre gogii ile olusmaktadir. Hiicreler
oncelikle ince bir epitelyum tabaka olusturur daha sonra epidermal biiylime
faktorleriyle yara iyilesmesi devam etmektedir. Bu alt fazlarin sonucunda temiz ve
kontamine olmamig yara 4 hafta gibi bir siirede iyilesmektedir (Tocco ve ark., 2012).
4.3.2.4. Remodeling/ maturasyon

Ug haftanin sonunda yara hizl1 degisiklikler gegirerek tekrar modellenir ve bu
stire¢ yara baglangicindan yillar alabilen bir siiregtir. Kolajen yikimi ve birikimi
dengeli bir formda gergeklesmektedir. Yara alaninda devam eden bir fibroblast
proliferasyonu yer almaktadir. Deri, maksimum gerimini 12 hafta sonunda
tamamlayarak orijinal haline doniismektedir (Habif, 1996; Sorg ve ark., 2017).

4.3.3. Yara iyilesmesinde rol alan biiyiime faktorleri

Yara iyilesme mekanizmasinda; enflamasyon fazi, yeni doku olusumu ve
dokunun yeniden modellemesi dahil olmak tizere bir dizi olay yer almaktadir. Yarali
alanin (Sekil 5) onarim islemi, gesitli biiyiime faktorleri, sitokinler ve diisiik

molekiiler agirlikli bilesiklerin, yarali kan damarlarmin serumundan ve degraniile
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edici trombositlerden salinmasiyla hasardan hemen sonra baglamaktadir. Kan damar
yapisinin bozulmasi ¢apraz bagl fibrin, fibronektin, vitronektin ve trombospondin
gibi ekstraseliller matriks proteinleri ile kan pihtilasma mekanizmasini
olusturmaktadir (Clark, 1993; Clark, 1996; Martin, 1997; Werner ve Grose, 2003).
Yaralanmadan birkag saat sonra, inflamatuar hiicreler yara dokusuna go¢
etmektedirler. lk olarak nétrofiller bunu takiben monositler ve lenfositler yaral
alana gelmektedir. Mikroorganizmalara kars1 savunma olarak ¢ok ¢esitli proteinazlar
ve reaktif oksijen tiirevleri tretirler ve hiicre debrisini fagosite etmektedirler (Clark,
1993; Karal-Y1lmaz ve ark., 2011).

- Keratinosit
./ Kan daman!

Dermis

/& Fibroblast

. Kan pihtis1
(™ Notrofil |
o

[Platelet

Kas

@} Makrofaj

Yara matriksi

—~. Miyofibroblast

[ ------- Graniilasyon
_______ dokusu

Sekil 5. Yara onariminin farkli agamalarinin sematik gosterimi. A: Yaralanmadan
12-24 saat sonra yarali alan bir kan pihtis1 ile doldurulur. Nétrofiller pihtida yer
almaktadir. B: Yaralanmadan 3-7 giin sonra, nétrofillerin ¢ogunlugu apoptoza
ugramistir. Bu onarim asamasinda makrofajlar yara dokusunda bol miktarda
bulunur. Endotel hiicreleri pihtiya go¢ eder, ¢ogalir ve yeni kan damarlar
olustururlar. Fibroblastlar, yara dokusuna gé¢ eder ve burada hiicre disi matrisi
cogaltir ve birikirler. Olusan bu yeni dokuya graniilasyon dokusu denir.
Keratinositler yara kenarinda ¢ogalirlar ve yarali dermis ile ge¢ici matrisin iizerine

g6¢ ederler. C: Yaralanmadan 1-2 hafta sonra yara tamamen graniilasyon (devam)
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dokusu ile doldurulur. Fibroblastlar, miyofibroblastlara doniigserek yara
biizilmesine ve kolajen birikmesine yol agmustir. Yara tamamen neoepidermis ile
kaphdir (Werner ve Grose, 2003).

Bu savunma fonksiyonlarma ek olarak, yara onariminda proliferatif fazi
baglatan biiyiime faktorleri ve sitokinlerin kaynagi olan inflamatuar hiicreleri de
onemlidir. Yara kenarinda keratinositlerin migrasyonu ve proliferasyonu ile baslar ve
bunu, yaranin komsulugundaki dermal fibroblastlarin proliferasyonu izlemektedir.
Bu hiicreler daha sonra gegici matrise go¢ ederler ve biiyiik miktarlarda ekstraseliiler
matriks birikimi gergeklestirirler. Ayrica, yara fibroblastlar1 bir kasilma fenotipi
kazanir ve yara kontraksiyonunda Onemli bir rol oynayan hiicre tipi olan
miyofibroblastlara doniismektedir (Werner ve Grose, 2003). Baskin anjiyogenez,
yeni kan damarlarinin olusumuna yol agar ve yara kenarinda sinir filizlenmesi
meydana getirmektedir. Olusan bag doku, ¢ok sayida kilcalin biraraya gelmesiyle
goriiniis olarak graniilasyon dokusu olarak da bilinmektedir. Son olarak, graniilasyon
dokusundan olgun yaralara gegis, siirekli kolajen sentezi ve kolajen katabolizmasi ile
karakterize edilmektedir. Yara dokusu mekanik olarak yetersizdir ve sa¢ folikiilleri,
yag bezleri ve ter bezleri de dahil olmak iizere uzantilardan yoksundur. Skarlasma da
bazen asir1 olabilmektedir, bu da hipertrofik skarlara veya keloidlere yol agmaktadir.
Buna zit olarak, memeli embriyolarindaki yara iyilesmesi lgiincii trimesterin
baslangicina kadar, miikemmel bir onarim ile sonuglanmaktadir. Embriyonik ve
yetiskin memeliler arasindaki iyilesme siirecinde temel farkliliklar galisilmaya
devam edilmektedir (Saga, 2002; Werner ve Grose, 2003).

Hiicre-hiicre ve hiicre matriks etkilesimlerinin 6nemine ek olarak, onarim
siirecinin tiim asamalar1 ¢ok ¢esitli farkli biiyiime faktorleri ve sitokinler tarafindan
kontrol edilmektedir. Bunlar arasinda platelet kaynakli biiyiime faktorleri (PDGF),
fibroblast biiylime faktorleri (FGF), graniilosit-makrofaj koloni uyarici faktor (GM-
CSF), epidermal biiylime faktorii (EGF), vaskiiler endotelyal biiyiime faktori
(VEGF), anjiyopoietinler, insiilin benzeri biliyiime faktorleri (IGF), sinir biiyiime
faktoriic (NGF), transforme edici biiylime faktorii beta (TGF-B), aktivinler, kemik
morfogenetik proteinler (BMP), kemokinler, proinflamatuar sitokinler, leptin ve
interlokin-10 yer almaktadir (Werner ve Grose, 2003; Sorg ve ark., 2017). Tablo
2’de akut ve kronik yaralarda rol alan biiyiime faktorleri, hiicreleri ve etkileri

belirtilmistir.
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Tablo 2. Akut ve kronik yaralarda yer alan biiyime faktorleri ve sitokinlerin

salindigi hiicreler ve etkileri (Barrientos ve ark., 2008).

Biiyiime
faktorleri

EGF

FGF-2

TGF-B

PDGF

VEGF

IL-1

IL-6

TNF-a

Hiicreler

Plateletler
Makrofajlar
Fibroblastlar

Keratinositler
Mast hiicreleri
Fibroblastlar
Endotel hiicreler
Diiz kas hiicreleri
Kondrositler

Plateletler
Keratinositler
Makrofajlar
Lenfositler
Fibroblastlar

Plateletler
Keratinositler
Makrofajlar
Endotelyal
hiicreler
Fibroblastlar

Plateletler
Notrofiller
Macrofajlar
Endotelyal
hiicreler

Diiz kas hiicreleri
Fibroblastlar

Notrofiller
Monositler
Makrofajlar
Keratinositler

Notrofiller
Makrofajlar

Notrofiller
Makrofajlar

Akut
yaradaki
etkinlik

Artmus

seviyeler

Artmig
seviyeler

Artmis
seviyeler

Artmis
seviyeler

Artmis
seviyeler

Artmis
seviyeler

Artmig
seviyeler

Artmis
seviyeler

Fonksiyon

Re-epitelizasyon

Graniilasyon doku
olusumu
Re-epitelizasyon
Matriks  olusumu ve

yeniden modelleme

Inflamasyon
Graniilasyon
olusumu
Re-epitelizasyon
Matriks  olusumu ve
yeniden modelleme
Inflamasyon
Graniilasyon
olusumu
Re-epitelizasyon
Matriks  olusumu ve
yeniden modelleme

doku

doku

doku

Graniilasyon
olusumu

Inflamasyon
Re-epitelizasyon

Inflamasyon
Re-epitelizasyon

Inflamasyon
Re-epitelizasyon
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Kronik
yaradaki
etkinlik

Azalmis

seviyeler

Azalmig
seviyeler

Azalmig
seviyeler

Azalmig
seviyeler

Azalmig
seviyeler

Artmis
seviyeler

Artmis
seviyeler

Artmis
seviyeler



Transgenik ve knock-out fare teknolojilerinin gelistirilmesi, embriyonik
gelisim sirasinda birgcok farkli genin islevine yeni bakis acilari saglamistir. Bu
teknolojiler, genlerin asir1 ekspresyonu yani sira embriyonik kok hiicrelerde homolog
rekombinasyon yoluyla gen knock-out'lar1 veya dominant negatif mutantlarin asirt
ekspresyonuna olanak saglamaktadir. En Onemlisi, gen uyarimi veya asiri
ekspresyonun, hem indiiklenebilen hem de Cre-lox teknolojilerini kullanarak
mekansal ve zamansal kontrolii proteinlerin islevlerini belirlemeyi miimkiin
kilmaktadir (Werner ve Grose, 2003).

Silinmis, mutasyona ugramis veya asir1 eksprese edilen genlerin farkli onarim
stireglerinde roliinii agiklamak i¢in kullanilabilen ¢ok sayida, genetik olarak
degistirilmis fareler mevcuttur. Gegmis yillara gore, yara iyilestirme deneylerinde
kullanilan genetik olarak degistirilmis farelerin sayisinda iissel bir artis goriilmiistiir
ve bu ¢alismalar, yara onariminda bitylime faktorlerinin in vivo fonksiyonu ile ilgili

bir¢ok veri saglamistir ( Saga, 2002; Werner ve Grose, 2003).
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4.4. Transforme Edici Biiyiime Faktorii Beta (TGF-p)
4.4.1. Transforme edici biiyiime faktorii beta (TGF-p) ailesi ve yapisi

Transforme edici biiyiime faktorii beta (TGF-B), biiyiik bir protein ailesidir.
Bu ailenin igerisinde biiylime ve farklilasma faktorleri (GDF), kemik morfogenetik
proteinler (BMP), aktivinler (ACT), inhibinler (INH), glial koékenli norotropik
faktorler (GDNF) ve anti-Miillerian hormon (AMH) gibi bir¢ok protein yer
almaktadir (Poniatowski ve ark., 2015). Transforme edici biiyiime faktorii (TGF)
ailesi ise tekrar iki aileye ayrilmaktadir. Bunlar TGF-a ve TGF-f’dir. TGF-a, EGF'ye
benzerdir ve ortak bir reseptore sahiptir. Diger yandan TGF-$, EGF'den ¢ok farklidir.
TGF-B, ¢ogu niikleusa sahip hiicrelerden, ozellikle kanser hiicrelerinden salgilanan
bir proteindir. TGF-p ayrica TGF-B1, TGF-2 ve TGF-B3 olarak alt gruplara ayrilir
ve insan kromozundaki genlerin yerleri sirasiyla 19q13, 141 ve 14924 olarak
belirtilmektedir (Imanishi, 2000).

Transforme edici biiylime faktorii (TGF-B) asidik, 1siya dayanikli, disiilfit
bagli homodimerik bir proteindir. Molekiiler agirligr yaklagik 25 kDa’dir. 112 amino
asitten olugmaktadir. Bilyiikk oranda plateletlerden salgilanmaktadir. Ayrica; yara
bolgesinde lokalize olan makrofajlardan, T-lenfositlerden, endotel hiicrelerden,
fibroblastlardan da salinmaktadir (Puolakkainen, 1995). Sekil 6’da insan TGF-f’nin

112 amino asitlik monomeric yapis1 verilmistir.

1 { 20

RICCCUCY CEELECT TS0

0

40 30 0
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C, CHOE 90@0@@@@000

Sekil 6. insan TGF beta' nin islenmis 112 amino asitlik monomerik birimi (Gombotz
ve ark., 2002).
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TGF-p etkili bir sitokin olup makrofajlar ve fibroblastlar icin kemoaktrant ve
mitojeniktir. Ekstraseliiler matriks proteinlerin sentezini stimule etmektedirler.
Endotel hiicrelerin sayisimi artirarak anjiyogenez etkisiyle yeni graniilasyon doku
olusumunu saglamaktadir. Epidermal hiicrelerin gogiinii de stimule etmektedirler
(Puolakkainen ve ark., 1995).

Memelilerde TGF-B’nin % 64-85 amino asit sekans homolojisi gosteren 3
tane izoformu (B-1, B-2, B-3) bulunmaktadir. In vitro, TGF-f’lar bir¢ok hiicre tipinde
etkilidirler. Ektraseliiler matriks proteinlerinin ve integrinlerin ekspresyonunu
stimule etmektedirler. Memelilerde yara onarimi sirasinda ii¢ TGF-f formu da rol
almaktadir. Farkli gen iirlinleri oldugu i¢in in vitro ¢aligmalarda yara iyilegsmesinde
izoformlar arasinda farkli potens ve biyolojik aktivite farkliligi gosterilmektedir (Le
ve ark., 2012).

4.4.2. TGF-p’min reseptor ve hiicre i¢i sinyalizasyon mekanizmasi

Memeli TGF-beta izoformu (TGF-betal, 2, 3) latent Onciiler olarak
sentezlenir, genellikle latent TGF-beta baglayici protein ile kompleks halinde
salgilanir, daha sonra proteolitik ayrilma yoluyla hiicre disina ¢ikarilir. Aktif TGF-
beta'lar daha sonra biyolojik  fonksiyonlarint  reseptor araciligi ile
gerceklestirmektedir (Puolakkainen ve ark., 1995; Frank ve ark., 1996; Werner ve
Grose, 2003).

TGF-f reseptord, serin treonin kinazlar olan TGF-BRI ve TGF-BRII olarak
adlandirilan iki ayri transmembran glikoproteinden olusmaktadir. TGF-f ligandi,
daha sonra bir heterotetramerik reseptor kompleksi olusturmak i¢in TGF-BRI'i
uyaran TGF-BRII' ye baglanmaktadir. TGF-BRII'nin fosforilasyonu, TGF-BRI'in
intrasitoplazmik kinazini aktive etmektedir. Daha sonra, hiicre i¢i sinyal yolu, Smad
ad1 verilen proteinler tarafindan aktive edilir ve gergeklestirilir. Sekiz farkli Smad
proteini tanimlanmistir ve genellikle ti¢ kategoriye ayrilmistir:

1.1, 2, 3, 5 ve 8 reseptor iliskili Smadler (R-Smads);

2. Co-Smad (Smad 4);

3. 6 ve 7 olan inhibitér Smadler (I-Smad) (O'Kane ve Ferguson, 1997; Werner ve
Grose, 2003; Faler ve ark., 2006).

R-Smad’lar 2 ve 3 oldukg¢a 6nemlidir ¢linkii bunlar dogrudan TGF-f3 reseptor
kompleksi ile etkilesime girmektedirler. Diger R-Smad’lar, kemik morfojenik
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proteinlerini baglayanlar gibi diger membran reseptorleri ile etkilesime girmektedir.
TGF-B membran reseptoriine baglandiktan sonra, TGF-BR kompleksinin hiicre igi
kinaz aktivitesi, Smad 2 veya Smad 3'u fosforile etmektedir ve bu da molekiillerin
aktif protein haline gelmesini saglamaktadir. Smad 2 ve Smad 3'in ortak bir
sinyalizasyon yoluna sahip olmasina ragmen, kiiciik farkliliklar farkli hiicresel
etkilere yol agmaktadir. Ornegin, Smad 3 dogrudan DNA ile etkilesebilirken, Smad
2, DNA ile etkilesime girmek ve gen ckspresyonunu etkilemek igin baska
transkripsiyon faktorlerine ihtiyag duymaktadir. Fosforile edilmis Smad 2 veya 3
daha sonra co-Smad protein olan Smad 4 tarafindan taninir ve baglanir. Bu R Smad /
Smad 4 kompleksi daha sonra gen transkripsiyonunu diizenlemek ve TGF-B'nin
etkilerini gostermek i¢in g¢ekirdege dogru hareket ederler (O'Kane ve Ferguson,
1997; Werner ve Grose, 2003; Faler ve ark., 2006). Sekil 7°’de TGF-p reseptor

aktivasyonu belirtilmistir.
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Sekil 7. Donistiiriicii Biiylime faktorii (TGF-B) reseptorleri ile Smad proteinlerinin
aktivasyonu. TGF-B ilk once latent iligkili proteine (LAP) baglanan aktif olmayan bir 6ncii
olarak iiretilir. ikincisi latent TGF-B baglayic1 proteine (LTBP) kovalent olarak baglanr.
(devam)
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Aktivasyon {iizerine, TGF-B hiicre dis1 baglanma proteinleri (dekorin, fibromodulin)
tarafindan disar verilir veya sinyal transdiiserine sunan reseptorleri olan (tip II ve tip I) tip
III reseptoriine baglanir. Ligand baglanmasi iizerine, TGF-f once tip |1 hemen sonra tip |
reseptoriine baglanarak fosforilasyon gerceklesmektedir. Daha sonra Smad2 ve Smad3'i
baglayarak fosforile ederler. Fosforlanmis Smad2 ve Smad3, Smad4'e baglanirlar.
Spesifikligi saglayan ve hedef genlerin aktivasyonuna yol agan diger transkripsiyon
faktorlerine baglandiklar1 ¢ekirdege translokasyon yaparlar (Werner ve Grose, 2003).

Smad'larm aktivitesini etkileyen birgok faktor vardir. Inhibitér Smadler (6 ve
7), R-Smad’larin hem TGF-BR hem de Smad 4 ile etkilesimini 6nleyerek inhibitor
etki gosterirler. Ayrica, IFN-y ve TNF-a'nin Smad sinyali {izerinde engelleyici
etkileri oldugu ileri siiriilmiistiir. Ek olarak, hiicre igi bir B-spektrin proteininin (EIf
protein) Smad aktivitesi i¢in bir kofaktor oldugu ileri siiriilmiistiir. Smad proteinleri,
TGF-B'nin yara iyilesmesindeki etkilerini arastirmada ayri bir basamak haline
gelmistir. Genetigi degistirilmis farelerde, ¢esitli Smad’larin ekspresyonunu 6nleyen
mutasyonlarla bir¢cok c¢alismalar yapilmistir. Sonu¢ olarak, TGF-B'nin rolii
sinyalizasyon mekanizmasi ile birlikte in vitro ve in vivo yara onariminda
gosterilmistir (Faler ve ark., 2006).

4.4.3. Yara iyilesmesinde TGF-§

Sporn ve ark. biiytime faktorlerinin ve proteinlerin disa ve ige difiizyonuna
izin veren kiiciik bolmeler tasarlamiglardir. TGF-f igeren bu bdlmeler, siganlarin
dorsal derisine deri altindan implante edildiginde, bélmelerdeki toplam protein,
kollajen ve DNA birikiminin hizlandigin1 gostermislerdir. Bu ¢alisma sadece TGF ile
yara iyilesmesi arasindaki baglantiyr gosteren ilk ¢aligma olmasa da izole edilmis
TGF'nin in vivo etkisini gosteren ilk ¢aligmadir (Sporn ve ark., 1983; Faler ve ark.,
2006). Sigan derisinde deri alti bolmeler kullanilarak, Cromack ve ark. yara
stvisindaki TGF- ekspresyonunun 7. giinde zirve yaptigim1i ve 16. glinde bile
baslangi¢ seviyesinin iizerinde kaldigini1 bulmustur (Cromack ve ark., 1987; Faler ve
ark., 2006).

TGF-B'nin yara onarimui sirasinda kritik yara iyilestirici faktorlerin birikimini
tesvik ettigi bilindikten sonra, bir sonraki adim yara iyilesme hizin1 ve giiciinii
degistirip degistirmedigini belirlemektir. TGF-f si¢an insizyonel yaralarina dogrudan

uygulandiginda, yara gerilme mukavemeti lizerinde doza bagli, dogrudan uyarici bir
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etki gosterilmistir. (cildi yirtmak icin gereken kuvvetle oOlgiiliir). Aslinda,
hizlandirilmis yara iyilesme oranina ek olarak, maksimum yara giiclinde kontrole
kiyasla % 220 oraninda bir artig gézlemlenmistir. Ayrica, mononiikleer hiicrelerin ve
fibroblastlarin artan bir akisi1 ve TGF-B uygulama yerinde kollajen birikiminde
belirgin bir artis kaydedilmistir. Bu ¢alisma ve benzer diger ¢alismalar ile birlikte
TGF-B normal yara iyilesmesini hizlandirmak i¢in potansiyel bir farmakolojik ajan
olarak degerlendirilmistir (Mustoe ve ark., 1987; Brown ve ark., 1988; McGee ve
ark., 1989; Faler ve ark., 2006).

TGF-beta’nin ii¢ izoformu hem farkli hem de ortiisen fonksiyonlara sahiptir.
In vitro olarak, fibroblastlar igin mitojenik olduklart gosterilmistir, ancak
keratinositler dahil olmak iizere diger hiicrelerin ¢ogunun ¢ogalmasini inhibe edici
ozellileri de bulunmaktadir. Ayrica, TGF-beta'lar, hiicre dis1 matris proteinleri ve
integrinlerin ekspresyonunun ¢ok gii¢lii uyaricilaridir. Boylece yara sitokinlerinden
beklenen Ozelliklere sahiptirler ve gercekten de yara iyilestirme senaryosunda en ¢ok
calisilan molekiiller arasindadirlar (Puolakkainen ve ark., 1995; Frank ve ark., 1996;
O'Kane ve Ferguson, 1997; Werner ve Grose, 2003; Le ve ark., 2012).
Tablo 3. Yara iyilesmesinde yer alan hiicresel mediyatorler tizerine TGF-B1’in etkisi
(Beanes ve ark., 2003; Faler ve ark., 2006).

Hiicre tipi EtKisi

Fibroblast Kemotaksis

ECM komponentlerin sentezinde artis
Proteaz ekspresyonunda azalma
Proteaz inhibitor ekspresyonunda artis
TGF-B tiretimi

Proliferasyon

Endotel hiicreler Proliferasyon ve motilitede azalma

Kemotaksis (Yara bolgesine migrasyon)

Makrofaj Proteaz ekspresyonunda azalma
Maturasyonda artig
Keratinosit In vitro

-Maturasyonda artis
-Proliferasyonda azalma
-Migrasyonda artig

In vivo

-Tartigmali sonuglar
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TGF-beta’nin yara model c¢alismalarinda; fareler, siganlar, domuzlar,
kobaylar, tavsanlar ve insanlar gibi bir¢ok tiir kullanilmistir. Hem normal hem de
bozulmus iyilesme modelleri ¢alisilmis ve yaralanma prosesleri ayn1 zamanda kesik,
kismi kalinlik yaralanmasi, tam kalinlik yaralanmasi, eksizyon, akut ve kronik
yaralara gore de degisimleri belirtilmistir. Yara iyilesmesi sirasinda TGF- beta'y
modiile etmek i¢in eksojen maddelerin eklenmesinin etkisi doz, tasiyici sistem ve ve
tastyici zamanlamasi gibi bir dizi faktore baglidir. Yapilan bir derleme calismasinda,
normal ve bozulmus yara iyilesmesi hayvan modellerinde TGF-beta'nin etkinligini,
etkinligini belirleyen ¢aligmalarda yontemleri ve sonuglari 6zetlenmistir (Roberts ve
Sporn, 1996). In vitro ¢alismalarda, TGF-beta’nin ii¢ izoformu da etkinliklerinde
olduk¢a benzerdir, ancak in vivo c¢alismalarda, bu izoformlarin mekéansal-zamansal
dagilimi ve etkileri oldukga spesifiktir. TGF-B1 tiim dokularda ve hiicrelerde en fazla
olan izoformdur, daha sonra TGF-B2 ve en az TGF -3 gelmektedir. TGF-f2,
cogunlukla tiikiirik, amniyotik sivi, anne siiti ve goz gibi viicut sivilarinda
bulunurken, TGF-B3; sivi veya dokularda biiyiikk miktarlarda mevcut degildir
(O'Kane ve Ferguson, 1997; Werner ve Grose, 2003).

Ekzojen TGF-B1 uygulamasi, yara onarimint hizlandirir ve yaralarin gerilme
mukavemetini artirmaktadir. Genel olarak, TGF-B1 ve TGF-B2'in, skar olusturma
etkileri ileri siiriiliirken; TGF-B3 aksi yonde skar olusumunu azalttig1 belirtilmektedir
(Beanes ve ark., 2003). TGF-B’nin, immiinositokimya ve in situ hibridizasyon
caligmalar ile belirlenen farkl tiirlerdeki ekspresyonlarda bazi farkliliklar vardir ve
muhtemelen tiirler icinde de bu farkliliklarin olmasi miimkiindiir. Ornegin, farelerde
DNA’da zincir farkliliklar1 olabilmektedir. Normal ciltte TGF-pl, tiirler arasindaki en
az heterojenligi gosteren formdur. TGF-BI, tiim tiirlerin bazal lamina ve mezenkimal
hiicrelerinde bulunur, ancak domuz derisinde saglam dermiste TGF-B1 yoktur.
Ayrica insan derisinde suprabazal keratinositlerde de TGF-B1 ekspresyonuda
goriilmektedir. Normal murin derisinde TGF-B2 ekspresyonu dis epidermal
tabakalarla smirli iken domuz derisinde tiim epidermal tabakalarda giiglii
immiinositokimyasal sonuglar yer almaktadir. Insan derisinde, normal derinin
dermisinde TGF-B2 bulunmadigi, ancak yapilan galismalarda alinan sonuglarin,
suprabazal tabakada immiinositokimyasal lekelenmeyi gésterdigi bildirilmistir. Sigan

derisinde TGF-B2, sag folikiilleri ve yag bezleri ile iligkilidir. TGF-B3, ti¢ izoformun
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en degiskenidir: insan epidermal Keratinositlerinde temel olarak eksprese edilir ve
ayrica hem keratinositlerde hem de seb6z bezlerde domuz derisinde ¢ok kuvvetli bir
sekilde eksprese edilirken, murin ve sigan saglikli derisinde TGF-B3 ¢ok diisiik
olarak eksprese edilmektedir (Werner ve Grose, 2003).

Yaralanmanin ardindan, TGF-B seviyeleri onemli olgiide degismektedir.
Yetiskin fare insizyonal yaralarda ¢alisildiginda yaralanmadan 1 giin sonra, TGF-fI
ve B2 diizeylerinin hizla arttif1, ancak TGF-B3'in sadece yaralanmadan birka¢ giin
sonra arttigit ve aym zamanda TGF-B1 diizeylerinin diistigli gozlenmistir.
Heterozigot olan transgenik farelerde TGF-B3 mutasyonundan dolay1 % 50 daha az
TGF-B3 seviyeleri gozlenirken;, TGF-BI seviyesi, insizyonel yaralanmay1 takip eden
giin homozigot kontrol farelere kiyasla daha belirgin bir sekilde artmistir. TGF-f32
seviyesi ise azalmistir. Yapilan bir caligmada, bir albiimin promoterinin kontrolii
altinda TGF—’y1 asir1 eksprese eden bir transgenik fare kullaniminda, yaralanmadan
7 glin sonra TGF-B3 seviyesinin arttirildigini ve TGF-B1'in azaldigini belirtmislerdir.
Bu sonuglar, yara iyilesmesi sirasinda TGF-B1 ve TGF-f3 izoformlarinda bir ¢apraz
regililasyon oldugunu gostermektedir; TGF-B3 yiiksek oldugunda, TGF-B1 diisiiktiir
ve bunun tersi de gecerlidir. TGF-B3'in TGF-pl'e oran1 yiiksek oldugunda yaralarin
verimli iyilestigi ileri striilmistir (O'Kane ve Ferguson, 1997; Werner ve Grose,
2003).
4.4.3.1. Yara bolgesinde TGF-§ ekspresyonu

Yaralamadan hemen sonra, TGF-B1 trombositlerden biiyiik miktarlarda
salmir ve bu trombositlerden aktif TGF-B1'in salimi; nétrofiller, makrofajlar ve
fibroblastlar i¢in bir kemoatraktan gérevi goriir ve bu hiicreler aracigi ile, TGF-p1
ekspresyon seviyelerini daha da artirmaktadir (Sekil 8). Aktif formlarin yani sira
latent TGF-betalar da yara matrisi icinde firetilir ve ortama salinirlar, bdylece
proteolitik enzimler tarafindan siirekli salim saglanmaktadir. Farkli hiicresel
kaynaklarin ve gegici depolamanin bu kombinasyonu, onarim iglemi boyunca siirekli
bir TGF-beta teminini saglamaktadir. Cesitli yayinlar, farkli tiirlerin yara sivisinda
TGF-beta'larin varligini bildirmektedir. Ayrica, her bir izoformun, yara dokusunda
karakteristik bir dagilima sahip olmasiyla, her ii¢ izoformun ekspresyonu, onarim
sirasinda bir¢ok farkli hiicre tipinde saptanmistir. Cogu ¢alismada, TGF-B1 ve B2'nin

hizli bir uyarimi gozlenirken, daha sonraki onarim asamalarinda TGF-$3
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ekspresyonunda bir artis goriilmistiir. Ligandlara ek olarak, Tip I ve Tip Il TGF-beta
reseptorleri, iyilesme yarasindaki gesitli hiicre tiplerinde de mevcuttur (Werner ve
Grose, 2003).

TGF-beta'larin, yara onarimindaki deride ekspresyon oranina ve eksojen
TGF-beta’nin etkilerine dayanarak, TGF-beta'larin re-epitelizasyon ve graniilasyon
doku olusumunu uyardigi one siiriilmiistir. TGF-beta'nin re-epitelizasyona etkisi
paradoksal gériinmektedir; Keratinosit proliferasyonu tizerindeki in vitro ve in vivo
inhibitor etkisinin yanisira, yaralanmadan sonra keratinositler tarafindan ekspresyonu
re-epitelizasyonun negatif bir diizenleyicisi olarak diisiiniilmektedir (Coffey ve ark.,
1988; Sellheyer ve ark., 1993).

Ayni zamanda, fibronektin agisindan zengin olan gecici yara matrisi
keratinosit goc¢ii i¢in gerekli integrinlerin ekspresyonunu indiikler ve eksojen TGF-
B’nin Keratinosit migrasyonu ile yara re-epitelizasyonunu uyardigi gosterilmistir.
Bununla birlikte, tiiysiiz fare kulak yaralariin TGF-B1 ve TGF-f2 nétralize edici
antikorlarla tedavisi, bu iyilesme modelinde endojen biiylime faktorlerinin re-
epitelizasyon ve neovaskiilarizasyon i¢in gerekli olmadigin1 géstermistir (Eskild-
Jensen ve ark., 1997). Ayrica, yanik yaralarinin sentetik bir TGF-f3 antagonisti ile
tedavi edilmesi, yara yeniden epitelizasyonunu hizlandirmistir (Huang ve ark., 2002).

Transgenik ve knock-out fare modelleri ile elde edilen birkag ¢alismada, yara
re-epitelizasyonunda endojen TGF-B1'in engelleyici bir roli ortaya koyulmustur.
Graniilasyon dokusundaki TGF-B’nin varligi, etkili iyilesme prosesinde 6nem arz
etmektedir, ¢iinkii  TGF-f'min  anjiyojenezi, fibroblast proliferasyonunu,
miyofibroblast farklilasmasini ve matris birikmesini uyardigi gosterilmistir. Bu
hipotez, hem iyilesme orani hem de iyilesmis yaranin giicii agisindan, eksternal TGF-
B’nin yara onarimu i¢in yararl bir etki gosterdigi birka¢ hayvan modelinde yapilan
bir dizi ¢alisma ile desteklenmistir. Bu bulgularin tamamlayicisi, TGF-f'nin anormal
ekspresyonunun, glukokortikoid ile tedavi edilen yash farelerde ve diyabetik
sicanlarda goriilen yara iyilesme bozuklugu ile iligkili oldugunu gosteren bulgulardir

(Frank ve ark., 1996; Werner ve Grose, 2003; Li ve ark., 2007; Le ve ark., 2012).
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Sekil 8. Yara iyilesmesi sirasinda TGF-B'nin ¢oklu fonksiyonlari. Lokal kanama
iizerine TGF-B trombositlerden biiyiik miktarlarda salmir. Iyilesen yarada, 16kositler,
makrofajlar, fibroblastlar ve keratinositler tarafindan iretilir ve enflamatuar
hiicrelerin, fibroplazinin, matris birikiminin ve anjiyogenezinin filtrasyonunu
uyarmak i¢in bu hiicreler lizerinde etki eder. Tersine, endojen TGF-B'nin yeniden
epitelizasyona engel olduguda gosterilmistir (Werner ve Grose, 2003).
4.4.3.2. TGF-B1 ve TGF-B2 proteinlerin antikorlarla nétralize edilmesi
Bir¢ok calisma, kutanéz yaralarda TGF-f’larin 6nemli bir rolii oldugunu
desteklemektedir. ilk olarak, TGF-B’larin ve reseptdrlerinin azaltilmis ve/veya gegici
ekspresyonlarinda  yetiskin  yaralariyla kiyasla fetal yaralarda skarlagsma
gozlenmedigini gosterilmistir. Ayrica, insan yanik sonrasi hipertrofik yaralardaki
fibroblastlarda TGF-B’larin ve reseptorlerinin giliglii ve devamli ekspresyonu
saptanmis ve keloid dokularda ve keloid-tiirevli fibroblastlarda TGF-f1 ve -B2'nin
asir1 ekspresyonu bulunmustur. Son olarak, yara dokusunda TGF-B'nin aktivitesinin
arttig1 goriilmektedir. Bu nedenle TGF-P biyoaktivitesini inhibe eden hiicre dis1 bir
matriks proteoglikan olan dekorin ekspresyonu, yanik sonrasi hipertrofik yaralarda
azalmistir. Bagka bir TGF-3 baglama proteini olan fiboromodulin (Sekil 7), gebeligin
ileri donemlerinde skarli yaralara kiyasla skar olusmayan fetal yaralarda yiiksek
seviyelerde eksprese edildigi gosterilmistir. Ote yandan, embriyonik sigan

yaralarinda dekorinin, daha sonra skar gelisen yaralara kiyasla yara izi birakmayan
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iyilesmelerde downregiile oldugu gosterilmistir. Boylece, dekorinin skar yanitindaki
rolii belirlenmeye devam edilmektedir (O'Kane ve Ferguson, 1997; Martin, 1997,
Werner ve Grose, 2003).

Diger bir yandan, farkli konsantrasyonlarda TGF-B1 ile yapilan fetal
yaralarin tedavisi, bu yaralarda belirgin sekilde skarlasmaya neden olmustur ve bu
da, TGF-B1'in kutandz skarda dogrudan bir rol oynadigimi gostermistir. Bu bulgu,
Shah ve arkadaslarinin ¢alismalariyla da desteklenmistir (Shah ve ark., 1994; Shah
ve ark., 1995; Werner ve Grose, 2003). Bu c¢alismalarda, inzisyonel sigan yaralari
TGF-B1'e veya TGF-B1 ve -B2'nin kombinasyonuna karsi notralize edici antikorlarla
ile tedavi edilmistir. Bu tedavi ekstraseliiler matriks birikiminde ve sonrasinda
skarlagmada belirgin bir azalmaya neden olmustur; bu sonuca gore, endojen TGF-B1
ve -B2'nin yetiskin hayvanlarda kutanéz skarlasmaya neden oldugu disiinilmistiir
(O'Kane ve Ferguson, 1997; Martin, 1997; Werner ve Grose, 2003).

Antisens TGF-B1 oligodeoksiniikleotitleri ile topikal olarak tedavi edilen fare
yaralarinda da azalmig bir skar etkisi gozlenmistir (Choi ve ark, 1996). Son olarak,
sentetik bir TGF-f antagonistinin topikal uygulamasi, domuz yaniklarinda ve
eksizyonel yaralarda ve tavsan deri eksizyonlarinda skarlasmay1 azaltmistir (Huang
ve ark., 2002).

Diger taraftan, ayni tipteki yaralarin rekombinant TGF-B3 ile tedavisinde
skarlasmayi inhibe ettigi belirtilmistir, bu da TGF-f3'iin, diger TGF-p izoformlart ile
antagonize etkilesme igerisinde oldugunu gostermistir. Bununla birlikte, diger
calismalarda TGF-B3'in bag dokusu birikimi iizerindeki etkisine iliskin celigkili
sonuglar belirtilmistir. TGF-B3'lin hayvan modellerinde Yasla-bozulan yaralara
ekzojen uygulamasiyla yeni dermal matriste bir artis oldugunu gdstermislerdir (Cox,
1995). Ekzojen TGF-B3'in skar yaniti iizerindeki etkisinden bagimsiz olarak,
endojen proteinin yara iyilesmesinde ve skar olusumundaki rolii belirlenmeye devam
edilmelidir. Yara onariminda TGF-B'nin 6nemini yansitan ¢alismalar arasinda, TGF-
B sinyal yolunun c¢esitli basamaklarinda eksiklik veya fonksiyon kazanimlarina bagl
olarak genetik modifiye edilmis farelerle yapilan ¢aligmalar da devam etmektedir
(Werner ve Grose, 2003; Le ve ark., 2012).
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4.5. Tla¢ Tastyic1 Polimerler

Yeni ilag molekiillerinin arastirilmas: ve gelistirilmesinin yan1 sira
giiniimiizde polimerlerin tedavi ve teshisde ila¢ tasiyicit sistemler olarak Onemi
artmaktadir. Etkin maddenin etkinligini ve giivenirliligini artirmak, etkin maddenin
kontrollii salimini, dozlamasmin ayarlanmasini, stabilitesini saglamak ve etkin
maddenin hidrofilik veya hidrofobik 6zelligini iyilestirmek i¢in birgok ilag tasiyici
sistemler gelistirilmektedir. Bu sistemler arasinda non-viral polimerik yapili
sistemler 6nemli bir yer tutmakta ve birgok dogal ve sentetik polimerler
kullanilmaktadir (Stewart ve ark., 2018). Ayrica oral ilag dagiliminda; tat-maskeleme
ajani, stabilizator ve koruyucu ajan olarak da kullanimi yaygindir (Yang ve ark.,
2001; Parveen ve Sahoo, 2006).

Ilag tastyic1 sistem olarak polimerler farkli bircok o6zelliklere sahiptirler.
Sentetik ya da dogal yapida bulunabilirler. Biiyiikk zincirlere sahip, lineer veya
makromolekiiler yapida olan polimerler gesitli fonksiyonel gruplar igerirler, diger
diisiik ve yliksek molekiiler agirlikli malzemelerle karistirilabilinirler ve herhangi bir
uygulama i¢in uyarlanabilinirler. Yiizey modifikasyonlarina agiktirlar. Bu 6zellikler,
ilag tasiyici sistemlerde polimerleri giderek daha onemli hale getirmektedir. Bu
alandaki ilerlemeler, yeni ilag tasiyict sistemlerin gelistirilmesine yol agmistir (Yang
ve ark., 2001; Parveen ve Sahoo, 2006; Nanjwade ve ark., 2009). Yiizey ve hacim
ozelliklerinin uygun bir sekilde degerlendirilmesi, c¢esitli ilag verme uygulamalar
icin polimerlerin tasarlanmasina yardimci olabilmektedir (Demidova-Rice ve ark.,
2012). Bu yeni teknolojik gelismeler, kimyasal yollarla ilag modifikasyonlarini ve
polimerik matrislerde ilag enkapsiilasyonunu saglamaktadir. Ilag tagmmasi ve
hedefleme yaklasimlarindaki teknik gelismeler ile tedavinin etkinlii ve bdylece
insan sagligr gelismektedir. Polimer temelli enkapsiilasyonlarda ve kontrollii ilag
salim sistemlerinde yeni teknolojik gelismeler, ilaglarin uygulanmasinin optimize
edilmesine yonelik olanaklar sunmaktadir. Bu gelismeler tedaviyi daha verimli hale
getirmeye ve hastalar i¢in yan etkileri ve diger olumsuzluklari en aza indirmeye
katkida bulunmaktadir (Hardwicke ve ark., 2008).

Farmasotik polimerler, kontrollii salim (uzatilmis ve hedeflendirilmis),
stabilite ve biyoyararlanim saglamak i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Monolitik

tagiyict sistemler, bir ilacin bir polimer matrisi i¢inde dagildigi ve difiizyon ile
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serbest birakildigi sistemlerdir. Bir matris iiriniinden ila¢ salimi hizi, genel olarak
stirekli salim karakteristii gosteren polimer zincirlerinin baglangic ilag
konsantrasyonuna ve pargalanmasina baglidir (Hardwicke ve ark., 2008; Tocco ve
ark., 2012).

Biyomedikal alanda, polimerler implant olarak da kullanilir ve uzun siireli
kullanim beklenmektedir. Genel olarak, farmasotik uygulamalarda arzu edilen
polimer oOzellikleri, film olusturma (kaplama), viskozite (reoloji diizenleyici),
jellesme (kontrollii salim), yapisma (baglanma), pH-bagimli ¢oziiniirlik (kontrollii
salim), organik ¢oziiciiler i¢inde ¢oziiniirliik (tat maskelemesi) ve bariyer 6zellikleri
(koruma ve paketleme) sayilmaktadir (Yang ve ark., 2001; Dai ve ark., 2005).

Polimer temelli ilag tasiyict sistemlerde giivenlik ve biyouyumluluk 6nemli
bir yere sahiptir. Biyouyumlu polimerlerin karakterizasyonunda, formiilasyon
gelistirme ve ilag tastyici sistem olarak degerlendirilme iki Onemli noktadir.
Biyolojik olarak parcalanabilen polimerler, ¢oziinmiis veya dagilmis ilacin devam
eden salimi ile biyolojik sivilarda pargalanma Ozelliklerine sahiptir. Polimerlerin
yiizey ve hacim 6zellikleri uygun modifikasyonlar ile ¢esitli ilag tasiyici sistemlerin
tasarlanmasinmi saglayabilmektedir. Biyobozunur polimerler, viicutta toksik olmayan
monomerlere ayrisabildikleri i¢in ilag tasinmasinda yaygin kullanim alani bulurlar.
Polietilen oksit gibi kopolimerler veya dendrimerler gibi yeni molekiiler yapilar,
genlerin ve makromolekiillerin taginmasinda ¢okca arastirilmaktadir. Biyomedikal
alanda, oOzellikle doku miihendisligi ve kontrollii ilag sistemlerinde sentetik
biyobozunur polimerlerin uygulanmasi yaygindir. Ornegin; polimerik bir implantin
biyobozunur olmasi, cerrahi miidahale ile fonksiyonel Omriiniin sonunda
cikarilmasina gerek kalmayan yani ikinci bir ameliyat ihtimalinin olmayacagi
anlamina gelmektedir (Srivastava ve ark., 2016).

Doku miihendisliginde, biyobozunur polimerler, dokulara gore tasarlanabilir,
mekanik gerilmelere dayanabilen, hiicre ekimi-bliylimesi i¢in uygun bir yiizey
saglayan ve yiikiin yeni dokuya aktarilmasina izin veren bir oranda bozunabilen bir
polimer iskeleti saglamaktadir. Kontrollii ilag sisteminde, biyobozunur polimerler
hem ilag tasiyici sistem hem de tibbi bir cihaz olarak avantajlar sunmaktadir (Yang
ve ark., 2001; Dai ve ark., 2005). Tablo 4’te ila¢ tasiyict sistem olarak kullanilan

polimerler siniflandirilmistir.
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Tablo 4. ilag tasici sisteminde kullanilan polimerler (Saltzman ve Fung, 1997; Pillai

ve Panchagnula, 2001).

Siniflandirma

Polimer

Dogal Polimerler

Protein temelli polimerler

Kolajen, albiimin, jelatin

Polisakkaritler

Agaroz, aljinat, karragenan, hyaluronik
asit, dekstran, kitozan, siklodekstrinler.

Sentetik Polimerler

Biyobozunurlar

Poliesterler

Polilaktik  asit, poliglikolik asit,
polihidroksi biitirat, poli(e-kaprolakton),
poli(B-malik asit), polidioksanonlar.

Polianhidritler

Polisebasik  asit, poliadipik asit,
politerfitalik asit ve ¢esitli kopolimerler.

Poliamidler

Poliimino karbonatlar, poliaminoasitler.

Fosforos temelli polimerler

Polifosfatlar, polifosfonatlar,
polifosfazenler.

Digerleri

Polisiyano akrilatlar, politiretanlar, poli
(orto  esterler), polidihidropiranlar,
poliasetaller.

Biyozunur olmayanlar

Seluloz tiirevliler

Karboksimetil seliilloz, etil seliiloz,
seliiloz asetat, seliiloz asetat propiyonat,
hidroksipropil metil seliiloz.

Silikonlar

Polidimetilsiloksan, kolloidal silika.

Akrilik polimerler

Polimetakrilat, polimetilmetakrilat,
polihidro etil-metakrilat.

Digerleri

Polivinil pirolidon, etil-vinil asetat,
poloksamerler, poloksaminler.

4.5.1. Poli(Laktik-Ko-Glikolik Asit) (PLGA)

Poli (laktik-koglikolik) asit (PLGA), gida ve ila¢ idaresi (FDA) ve Avrupa
ila¢ ajanst (EMA) tarafindan onaylanmis, yaygin olarak kullanilan biyolojik olarak
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parcalanabilir bir polimerdir. Biyomateryaller arasinda; PLGA uygulamalari, hem
ilag tasiyici sistem olarak hem de doku miihendisligi i¢in olduk¢a elverislilik
gostermektedir. PLGA; polilaktik asit (PLA), poliglikolik asit (PGA)
monomerlerinin belli oranlarda polimerizasyonu ile olugsmaktadir. Bu oranlarin
karisimi sonucu fizikokimyasal ozellikler ve molekiiler agirlik degisimiyle farkl
PLGA polimerleri elde edilmektedir (Parveen ve Sahoo, 2006; Cirpanli, 2009).
PLGA’nin kristal yapist kopolimer zincirindeki iki bileseninin molar oranina
baghidir. PLGA’da, % 70’den az PGA igeren kopolimerler amorf yap1 gostermektedir
ve diklorometan, etil asetat gibi organik ¢oziiciilerde kolaylikla ¢oziiniirler. PGA
hidrofilik 6zellikte oldugundan hiicre i¢i kosullarda kolaylikla ¢oziinmektedir. PLA
ise yan zincirinde PGA’e gore fazladan bir metil grubu tasidigindan daha hidrofobik
ozelliktedir ve biyobozunmasi PGA’den ¢ok daha uzun siirede gergeklesmektedir.
Bu nedenle PLGA’nin sudaki bozunma 6zelligi kopolimerin molekiil agirligina ve
laktik: glikolik oranina baglidir. Yiiksek glikolik asit igerigi ve disiik molekiil
agirligi, biyobozunma oranini artirmaktadir (Kutlu, 2008). Sekil 9’da PLGA

polimerinin yapis1 ve hidrolizi gosterilmistir.

0
I N g 0
HO 0 H¢
ch CH
0 yod— " + )k/
HO
&)L 0 ) OH

Poli(lakfik-ko-glikolik asit) Laktik asit Glikolik asit

BIYOBOZUNUR \ /

Viicut tarafindan metabolize olur.

Sekil 9. PLGA yapis1 ve hidrolizi (Stewart ve ark., 2018).

PLGA; 50:50, 75:25, 80:20, 85:15 gibi monomer oranlariyla belirtilmektedir.
Bu oranlar laktik: glikolik oranini gostermektedir. Polimerin laktik asit miktar
arttikca daha az hidrolize oldugu ve daha yavas salim gosterdigi belirtilmektedir

(Cirpanli, 2009; Mohammadi-Samani ve Taghipour, 2015). PLGA; su varliginda
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hidroliz yolu ile monomerik asitlerine pargalanip, krebs dongiisii araciligi ile CO; ve
su halinde viicuttan atilirlar. PLGA ile hazirlanan nanopartikiillerin hiicreye alinimi
ise kismi pinositoz ve klatrin bagimli endositoz araciligiyla olmaktadir (Kutlu, 2008).

PLGA'nin bozunmasi, cerrahi islemler olmaksizin implantasyon yoluyla
istenilen dozlarda siirekli ila¢ salimi igin kullanilabilecegini gostermistir. Ek olarak
polimer tipinin; ilag matriksinin fiziksel 6zellikleri, molekiil agirligi, laktik:glikolid
orani ve ila¢ konsantrasyonu gibi ilgili parametreleri, ilag tipine bagli olarak arzu
edilen bir dozaj ve salim araliginin elde edilmesi i¢in ayarlanmasini miimkiin
kilmaktadir (Yang ve ark., 2001; Dai ve ark., 2005; Parveen ve Sahoo, 2006; Karal-
Yilmaz ve ark., 2011). Bununla birlikte; dozun hizli ve tutarsiz salimu ile ilag-polimer
etkilesimlerinden kaynaklanan potansiyel toksisite i¢in ayrintili bir degerlendirme
gerekmektedir. PLGA,; Kontrollii ve uzun etkili salim sistemi olarak ilag¢ tasinmasinda
yaygin olarak tercih edilmektedir. Polimerin ilag tasiyici sistemler olarak kullanimi
mikropartikiiller, nanopartikiiller veya iskele yapilar1 gibi sistemler arasinda
yayginlik gostermektedir. Bu sistemler erozyon/aginma kontrollii olup etkin
maddenin salim1 ger¢eklesmektedir (Mohammadi-Samani ve Taghipour, 2015).

PLGA, biyolojik olarak uyumlu olan bir polimerdir. Bircok etkin madde,
protein, DNA, RNA ve peptitler gibi ¢esitli farkli makromolekiiler igin ilag tasiyict
sistem olarak kapsamli bir sekilde ¢alisilmaktadir (Yang ve ark., 2001; Dai ve ark.,
2005; Karal-Yilmaz ve ark., 2011). PLGA’nin uzun Klinik calismalari, elverisli
bozunma 6zellikleri ve kontrollii-uzatilmis ilag salim olanaklar ile, biyolojik olarak
parcalanabilen polimerler arasinda en popiiler olanidir. Bu polimer birgok tibbi
uygulamalarda kullanilmasiyla birlikte, farkli yara iyilestirici ajanlar1 tasiyarak
mutualist bir etki gosterdigide calismalarda vurgulanmaktadir. Antibiyotikler, anti-
enflamatuar ilaglar, proteinler-peptidler ve yara iyilesmesinin ¢esitli fazlarini / sinyal
dongiilerini hedefleyen niikleik asitler gibi etkin maddeleri enkapsiilleyerek
PLGA’nn ilag tasiyici sistem etkileri tartistlmistir (Dai ve ark., 2005; Karal-Yilmaz
ve ark., 2011).
4.5.1.1. PLGA’nin yara iyilesme iizerine etkisi

Yara tedavisinde PLGA’nin hem kendi etkinligi hemde tasiyici sistem olarak
katki saglamasi kombine etki gostermektedir. Laktat, yara iyilesme siireclerinde

onemli bir rol oynamaktadir. Yara iyilesme sirasindaki fizyolojik sonuglardan biri
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enflamasyon hiicreleri tarafindan artan oksijen tiiketimi ile mikrodolasimda olusan
hipoksidir. Hipoksi, glikolizasyonu igceren anaerobik solunumu destekler ve son
tirtinlerden biri olan laktati tiretir (Schreml ve ark., 2010). Yapilan bir ¢alismada
yaralardaki laktat seviyelerindeki artisin kolajen sentezi ve yara onarimi i¢in énemli
bir sinyal oldugunu belirtmistir. ileri siiriilen mekanizma, PHD mono-ADP
ribozilasyonunda laktata bagli fibroblastlarda kollajen prolilhidroksilazin (PHD)
aktivasyonudur. Kollajen prolilhidroksilaz, prokollajen hidroksilasyonu ve kollajen
olgunlagsma islemlerini kontrol eden bir enzimdir. Fibroblastlardaki artmis
prokollajen laktat dehidrogenaz 1 (LDH1) ve niikleer poli-ADP-riboz polimerazlar
arasindaki substrat rekabetinden etkilendigi bulunmustur (Constant ve ark., 2000). In
vitro veriler, laktatin endotelyal hiicrelerin proliferasyonunu, migrasyonunu ve kilcal
olusumunu uyarabilecegini gostermistir (Beckert ve ark., 2006). Calismalar ayrica
laktat indiiklii endotelyal progenitor hiicrelerin ve vaskiilojenezin in vivo iyilesmesiyi
ve anjiyogenezi de gostermistir (Beckert ve ark., 2006; Porporato ve ark., 2012).

Porporato ve arkadaslar1 ekzojen laktat uygulamasiin anjiyogenez ve yara
lyilesme siireglerini hizlandirabildigini, PLGA'nin onaricit anjiyogenez ve yara
tyilesmesini hizlandirmak i¢in laktat tedarik etmek i¢in en uygun polimer oldugunu
ortaya koymustur (Porporato ve ark., 2012). PLGA ve poli (laktik asit) (PLA) 'nin
fiziksel, kimyasal ve biyolojik o6zelliklerinin kapsamli bir sekilde anlasilmasi
PLGA'nin se¢ilmesine yardimecr olmaktadir. PLA ve PLGA in vivo laktat salim
caligmalart i¢in test edildiginde PLGA, tedavi edilmeyen farelere kiyasla laktatin
plazma seviyesinde 4 kat artis gosterdigi belirtilmistir ve PLA ise yara tedavisinde
PLGA kadar laktat saglamadigi ileri siirlilmiistiir. Ayrica yapilan bir ¢alismada,
yaralanma sonras1 10 giinliik siiregte yarali bolgede kontrol grubuna gore yaklasik %
60 oraninda azalma gozlenmistir. Bu sebeple PLGA terapétik olarak laktat kaynagi
olabilecegi gosterilmistir (Jain, 2000; Chereddy ve ark., 2016).
4.5.2. Polivinil alkol (PVA)
4.5.2.1 Polivinil alkol yapisi

Poli (vinil alkol) (PVA), ticari olarak polivinil asetattan iiretilmektedir.
Hidroksil gruplarma sahip lineer hidrofilik bir polimerdir. Ilag tasiyic1 sistem olarak
hidrojellerin tretiminde yaygin olarak kullanilmaktadir (Guirguis ve Moselhey,
2012; Ullah ve ark., 2019). Sekil 10’da PVA polimer yapisi ve eldesi verilmistir.
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Polivinil asetat Polivinil alkol

Sekil 10. PVA yapisi ve eldesi (Ben Halima, 2016)

4.5.2.2. Polivinil alkoliin genel 6zellikleri

PVA, termal ve kimyasal stabilite, film olusturma kabiliyeti, uzun siireli pH
ve sicaklik stabilitesi ve canli dokularla yiiksek biyouyumluluk 6zelliklerine sahiptir
(Deshpande ve ark., 2012). Ayrica, PVA toksik olmayip, minimal hiicre adezyonu ve
protein adsorpsiyon o6zellikleri gostermektedir (Hassan ve Peppas, 2000). Bununla
birlikte, saf PVA hidrojellerinin dogada oldukca kirilgan oldugu bilinmektedir. PVA
hidrojelleri ayrica mekanik biitiinliiklerini arttirmak icin ¢apraz baglama maddeleri
veya elektron demetleri veya p-radyasyonu gibi radyasyon kullanilarak kimyasal
olarak capraz baglanmistir. Bu sinirlamanin iistesinden gelmek i¢in en yaygin strateji
PVA'y1 bagka bir polimerle kombinasyon halinde bir i¢ ice gegen polimerik ag
hidrojeline dahil etmektir. PVA, hidrojel olusturmak igin birgok polimerlerle
karistirilabilme 6zellikligine sahiptir (Das ve Subuddhi, 2019). Khan ve arkadaslar
difenhidramin HCI'nin kontrollii verilmesi i¢in PVA bazli hidrojelleri calismustir.
Polimer omurgasinda asili hidroksil (-OH) nedeniyle artan PVA konsantrasyonunun
sisme ve ila¢ salimin1 arttirdig: bildirilmistir. Ayrica, hazirlanan hidrojellerin pH 1.2,
5.5 ve 7.5 arasinda iyi sisme Ozellikleri gosterdigi ifade edilmistir (Khan ve Ranjha,
2014). Bano ve arkadaslari PVA/Kitozan membranlarin yanik yaralariin
iyilesmesinde etkili oldugunu bildirmistir. Ayrica sisme ve antibakteriyal ozellikleri

degerlendirilmistir (Bano ve ark., 2019).
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4.5.3. Kitozan
4.5.3.1. Kitozan yapisi ve eldesi

Biyolojik ve katyonik bir polisakkarit olan kitozan, tibbi uygulamalarla
gelecek vaat eden dogal bir polimerdir. Kitozan; eklembacaklilarin, kabuklu
boceklerin ve mantar hiicre duvarlarinin dis iskeletlerinde yaygin olarak bulunan
kitinden {iretilen dogal bir biyopolimerdir (Senel ve McClure, 2004; Motiei ve ark.,
2017). Yapisal olarak, kitozan dogal amin gruplarina sahip pozitif yikli bir
polisakkarittir. Yapida - (1 — 4) bagh N-asetil-D-glukozamin ve D-glukozamin
bulunmaktadir (Li ve ark., 2018). Sekil 11’de kitozan modifikasyon tipleri

belirtilmistir.
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Sekil 11. Kitozan modifikasyon tiplerinin temel reaksiyonlar1 (Li ve ark., 2018).

4.5.3.2. Kitozanin fizikokimya o6zellikleri

Kitozan; toksik olmayan, biyouyumlu, biyobozunur, antimikrobiyal,
hemostatik aktivite gosteren ve mukoadezyon gibi etkili ozelliklere sahip bir
polimerdir. Viicut tarafindan emildikten sonra lizozim ve ¢esitli enzimler araciligi ile
oligosakkarit ve monosakkaritlere degrade olurlar. Essiz fizikokimyasal ve biyolojik

Ozelliklerine ragmen, kitozan diisiik c¢oziiniirliige ve zayif mekanik Ozelliklere
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sahiptir. Bununla birlikte, bu sorunlar1 ¢6zebilmek igin birgok yaklasim
gelistirilmistir. Serbest amino ve hidroksil gruplari, fonksiyonel proteinlerle yiiksek
afinite gOstermis ve gelistirilmis ¢Oziiniirlige sahip ¢ok ¢esitli kitozan tiirevleri
tiretmek i¢in kullanilmistir. Bu nedenle kitozan, ilag / gen / as1 tasiyic sistem, doku
mihendisligi, yara iyilesmesi ve kozmetik {iriinlerin tiretimi gibi ¢esitli biyomedikal
ve farmasotik islemlerde yaygin olarak kullanilmaktadir (Prabaharan, 2008; Kean ve
Thanou, 2010).
4.5.3.3. Kitozanmin farmasotik kullanim alanlar:

Kitozanin o6zelliklerine ve modifikasyonlarina dayanarak hedeflenen ilag
taginmasina yonelik potansiyel uygulamalar asagidaki gibi 6zetlenmektedir:
1) Biyouyumluluk ve diger biyoaktif bilesiklerle reaksiyon bolgelerine sahiptir.
2) Stabil olmayan ila¢ molekiillerinin giliglii mide asitleri ve immiin sistem
tepkilerinden korunmayi saglamaktadir.
3) Spesifik ilaglarin emilimini arttirmak i¢in mukozal dokulara yapisabilmektedir.
4) Elektrostatik etki ile DNA gibi anyonik biyomakromolekiillerle kompleks
olusturmada kolaylik saglamaktadir.
5) Birgok polisakkarit gibi kitozanda kolon bolgesinde degrade oldugu i¢in kolon
hedefli uygulamalarda yaygimn kullanimi yer almaktadir (Wang ve ark., 2015; Lin ve
ark., 2015; Mao ve ark., 2010).
4.5.3.4. Kitozanin yara iyilesme iizerine etkisi

Kitozan hidrofilik ve katyonik yiike sahip bir polimerdir. Bir¢ok ilag etkin
maddesi, biiyime faktorleri, kok hiicreler ve protein-peptitler icin uygun bir ilag
tasiyict sistem olarak kullanilabilinir. Ozellikle yara tedavisinde kitozan temelli
hidrojel, nanapatikiiller, filmler ve yara ortiileri gibi farkli formiilasyonlar, farkli
donemlerde yara iyilesmesini indiikleyebilir ve yara iyilesmesini etkileyen olumsuz
faktorleri inhibe edebilirler. Yara kasilmasini, iyilesmesini hizlandirma ve
hemostatik 6zellikleri polimerin tercih sebepleri arasindadir. Temel olarak kitozan,
yara bdlgesinde nemli bir ortam ve ikincil enfeksiyonlara karst koruma
saglamaktadir. Yara eksiidasini ortamdan uzaklastirir. Yeniden epitelizasyona
katkida bulunur. Anjiyogenez ve kolajen maturasyonunu artirmaktadir (Liu ve ark.,

2018). Kitozan, yara iyilesmenin erken fazinda pro-inflamatuar sitokinleri ve
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biiylime faktorlerini iiretebilen ve salgilayabilen inflamatuar hiicrelerin goc¢iinii tegvik
ettigi bulunmustur (Sezer ve Cevher, 2011).

Modifikasyonlara ek olarak, kitozan her bir bilesenin avantajlarin1 uygulamak
icin diger polimerler ile karistirilabilir, boylece yara iyilesmede terapotik etkinlikte
artis goriilmektedir. Sukumar ve arkadaslart ipek, Kitosan, aljinat, dekstrin ve
rekombinant insan epidermal biiylime faktorii iceren yeni bir hidrojel ile sicanlarda
derin diyabetik yaralarin iyilesme silirecini hizlandirdigi ve doku miihendisligi
acisindan bir¢ok avantaja sahip oldugunu bildirmislerdir (Sukumar ve ark., 2015).
Baska bir ¢alismada, PVA/Kitozan hidrojeli derin ikinci derece yanik olan siganlarda
kullanilmis ve yaranin parafin gazli ve pamuklu gazli bezle tedavi edilenlere kiyasla
daha erken iyilestigi bildirilmistir (Nacer Khodja ve ark., 2013). Ar1 zehiri i¢eren
PVA/Kitozan hidrojeller ile yapilan diger bir ¢caligmada standart bir antienflamatuar
ila¢ olan diklofenak jel ile karsilastirilabilecek anti-enflamatuar etki gostermistir ve
kitozan ve ar1 zehirinin kombinasyonunun, diyabetik sicanlarda yara iyilesmesini
onemli dlgtide hizlandirdigr ileri stirtilmistiir (Amin ve Abdel-Raheem, 2014). Sezer
ve arkadaslarmin tavsanlarda yapmis olduklar1 bir ¢alismada fukoidan-kitozan ile
hazirlanan filmlerin dermal yanik yaralarinda 14 giin sonunda diger tedavi ve kontrol
gruplarina kiyasla en 1yi dermal papiller rejenerasyon, re-epitelizasyon gézlemlendigi
ve yaralarin hizli kapandig: bildirilmistir (Sezer ve ark., 2007). Bagka bir ¢alismada
ise kitozan- fukoidan ile hazirlanan mikrokiirelerin hem in vitro hemde in vivo
uygulama sonuglarinda gore yanik yaralarinda tedavisi siiresini anlamli olgiide
kisalttig1 bildirilmistir (Sezer ve ark., 2008).

4.5.4. Dendrimerler
4.5.4.1. Tanim ve genel ozellikleri

Geleneksel olarak polimer teknolojileri agirlikli olarak lineer polimerler
tizerine odaklanmistir.  Yiikksek oranda dallanmis polimerler, dallanmis
makromolekiillerin 6zelligi olarak diger geleneksel polimerlerden oldukc¢a farklilik
gostermektedirler. Dendritik ve yiiksek dalli makromolekiillerin benzersiz yapisal
ozellikleri geleneksel lineer polimerlere nazaran daha cesitli varyasyonlarda bag
kurarak daha fazla ve yeni fiziksel Ozellikler olusturmalarini saglamaktadir.
Dendrimerler, ilag iletim sistemlerinde kullanilan polimerlerin yapisal formlari ile

karsilagtirildiginda birgok avantaj sunmaktadir. Dar polidispersiteleri ve nanometre
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boyutlarinda olmalari, biyolojik bariyerleri ge¢melerinde kolaylik saglamaktadir.
(6rn:  ekstravazasyon altindan vaskiilerendotelyal dokulara wulasacak kadar
kiigtiklerdir) ( Nanjwade ve ark., 2009).

Dendrimerler, polimerik malzemelerin yeni bir sinifi olarak nano-boyutlu, iyi
tanimlanmis homojen ve agac benzeri atomlardan veya dallanmis yapilardan olusan
monodispers sistemlerdir. Bu malzemelerin yapisi, fiziksel ve kimyasal 6zellikleri
tizerinde blyiik bir etkiye sahiptir. Benzersiz davranislarinin bir sonucu olarak,
dendrimerler c¢ok ¢esitli biyomedikal ve endiistriyel uygulamalarda tercih
edilmektedir. Bunlar, proteinler gibi biyomolekiillere benzer boyutlara ve
fizikokimyasal Ozelliklere sahip c¢ok yonll, iyi tanimlanmig, boliimlere ayrilmis
polimerlerdir (Nanjwade ve ark., 2009; Jain ve ark., 2010).

Bu ¢oklu dallanmis molekiiller 1978'de Fritz Vogtle tarafindan, 1980’lerin
basinda Donald Tomalia ve arkadaslar1 tarafindan ve ayn1 zamanda fakat bagimsiz
olarak George R. Newkome tarafindan kesfedilmistir. “Dendrimer” kelimesi iki
kelimeden olusan, Yunanca “dendron” anlamina gelen aga¢ ve “meros” anlamindaki
birim kelimelerinin birlesimidir. Bunlar ayn1 zamanda "kaskat molekiilleri" olarak da
adlandirilabilinir. Dendrimerler, kiiciik bir molekiill veya dogrusal bir polimer
cekirdegi  etrafinda  olusturulan  simetrik  dallanma  birimleri  igeren
makromolekiillerdir. Poliiyonik dendrimerler kalici bir sekle sahip degildir ve artan
jenerasyonlar ile boyut, sekil ve esneklik gibi dzellikleri degiskenlik gostermektedir
(Nanjwade ve ark., 2009).

Dendrimerler, suda ¢oziiniir, biyoyararlanimi ve biyouyumlulugu yiiksek
molekiiller oldugu i¢in ilag tasiyici sistemlerde ve farkli ila¢ uygulama yollarinda
¢okca tercih edilmektedir. Dendrimerler, dalli monomer birimlerinden basamak
basamak sentezlendiginden, farkli dallanma birimleri ve yiizey fonksiyonel gruplari
secerek molekiil biiyiikligi, sekli, boyutu, yogunlugu, polaritesi, esnekligi ve
¢cOzlinirligli tizerinde kontrol saglamak miimkiindiir. Dendrimerler, i¢ kavite
bosluklara ve acgik konformasyona sahip oldugu icin hidrofobik ilag molekiillerini
enkapsiillenmesini saglamaktadir (6zellikle diisiik jenerasyon formlar1). Ek olarak,
geleneksel makromolekiillere kiyasla ¢ok daha yiiksek bir ylizey fonksiyonel grup
yogunluguna da sahiptirler (Nanjwade ve ark., 2009; Noriega-Luna ve ark., 2014).
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4.5.4.2. Dendrimerlerin yapisi

Dendrimerler, baslangi¢ atomlari karbon ve azot ile diger elementlerin
kiiresel bir dallanma yapisi olusturarak tekrarlayan bir dizi kimyasal reaksiyonla
eklenen yapilardir. islem tekrarlanirken, ardisik katmanlar eklenir ve kiire arastirmaci
tarafindan istenen boyuta genisletilebilinir. Son hali, biyiikligi kiiresel olan
makromolekiiler yapidir. Bu yapilar kandaki albiimin ve hemoglobine benzemektedir
(Nanjwade ve ark., 2009; Tian ve Ma, 2013).

Tipik bir dendrimer yapi, {i¢ bilesenden olusur:
v' Bir baslatici ¢ekirdek, dendrimerin biiytikligiinii ve seklini belirler;
v’ I¢ katmanlara veya i¢ cekirdege radyal olarak tutturulan tekrarlayan
birimlerden olusan kusaklar, dendrimer tarafindan kapatilabilecek
boslugunun miktarin belirler;
v" Yiizeye eklenen her yapi, dendrimer veya diger kimyasal modifikasyonlarin
biiylimesine izin vermektedir (Noriega-Luna ve ark., 2014).
4.5.4.3. Dendrimerlerin adlandirilmasi

Dendrimer {iiretimi, dendrimerin merkezinden perifere dogru giderken
odaklanir ve dallanma noktalar1 arasinda homostural tabakalara neden olur.
Cekirdekten dendrimer yiizeye dogru giderken odak noktalarinin sayist iiretim
sayisidir, yani merkezden cevreye giderken dort odak noktasina sahip olan bir
dendrimer, 4. nesil dendrimer olarak gosterilmektedir. Burada, bu terim sadece bir
G4-dendrimer olarak kisaltilmistir, 6rnegin 4. nesil bir polipropilen imin bir “G4-
PPI-> dendrimer olarak kisaltilmistir. Dendrimerin ¢ekirdek kismi “sifirinci” nesil
veya “G0” olarak terminolojide gosterilmektedir. Bu nedenle gekirdek yapi, odak
noktalar1 olarak kabul edilmediginden, c¢ekirdek yapt higbir odak noktasi
sunmamaktadir. Dendrimer sentezi sirasindaki ara molekiiller bazen yarim
jenerasyonlar olarak da adlandirilmaktadir (Jain ve ark., 2010; Noriega-Luna ve ark.,

2014). Sekil 12’ de dendrimer yapisi ve jenerasyon Ozelligi gosterilmistir.

52



G4 Jenerasyon
numaralari

cekirdek

internal
kavite

dallanma odak ﬁoktasn

noktalan terminal  kimyasal erisilebilinir noktalar
Dendrimer Dendron
Sekil 12. Dordiincii jenerasyon dendrimerlerin temsili - Merkezi bir inisyator

cekirdeginden baslayarak tekrarlayan bir dizi mermi dizisinden olusur. Sonraki her
bir kabuk, daha biiyiik bir molekiiler ¢apa, iki kati reaktif yilizey alanina sahip yeni
bir "nesil" polimeri temsil eder ve 6nceki jenerasyonun molekiil agirliginin yaklagik

iki katidir (Noriega-Luna ve ark., 2014).

4.5.4.4. Dendrimerlerin ila¢ tasiyici sistem olarak gerekli 6zellikleri

Dendrimerleri ilag tasiyici sistem olarak in vivo ve in vitro uygulamalarda

belli dzellikleri tasimas1 gerekmektedir. Ilacin yan etkilerinin en aza indirgenmesi,

tastyicinin dzelliklerini degistirerek saglanabilmektedir. ideal dendrimerler asagidaki

ozellikleri tasimalidir: (Liu ve ark., 2012; Noriega-Luna ve ark., 2014)

>

YV V. V VYV V

Immiinojenik ve toksik olmamals;

Biyopargalanabilir olmals;

Bagirsak, kan-doku ve hiicre membrani gibi bariyerleri asabilmeli;

Klinik etkiyi saglamak i¢in gerekli siire icinde dolagimda kalabilmeli;
Spesifik yapilara hedeflenebilmeli;

Bagli oldugu molekiiller ile uyumlu olmali ve etkin maddenin stabilitesini

saglamalidir (Liu ve ark., 2012; Noriega-Luna ve ark., 2014).

4.5.4.5. Dendrimerlerin fizikokimyasal 6zellikleri

Dendrimerlerin 6zellikleri miimkiin oldugunca, farmasétik uygulamalar igin

gelistirilmektedir. Yapisal olarak; proteinler, DNA vb. gibi 6nemli biyolojik yapilara

benzer boyutlara sahiptir. Bir ilacin farmakokinetik ve farmakodinamik 6zelliklerini
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gelistirerek, bdylece biyoyararlanimda da bir artis saglamaktadir. ilaglarin, sinyal
gruplarinin, hedefleme gruplarmin  veya biyouyumluluk gruplarinin  biyo-
konjugasyonu i¢in uygun ¢ok sayida terminal yiizey grubuna sahiptir. Dendrimer
yiizeyleri, transseliiler, epitelyal veya vaskiiler biyogegirgenligi arttirmak veya
direngli hale getirmek icin fonksiyonel gruplar ile tasarlanabilmektedir. I¢
kavitelerdeki bosluk, kiiciik molekiillii ilaglari, metalleri veya goriintiileme
ajanlariin enkapsiillenmesi i¢in olanak saglamaktadir. Bu boslukta enkapsiillenen
molekiillerin toksisitesini azaltmasina ve uzatilmis salimma katki saglamaktadir
(Boas ve ark., 2006).

Yiiksek jenerayonlu dendrimerler, notr, apolar ve katyonik yilizey gruplarina
sahip olanlar; diisiik nesil dendrimerler, anyonik veya nétr kutuplu terminal yiizey
gruplart tasiyanlar ile karsilastirildiginda daha biyouyumlu oldugu belirtilmistir.
Kiiciik fonksiyonel gruplar veya polietilen glikol (PEG) ile modifiye edilen birgok
dendrimerin immiinojenisitesi daha diisiik veya hi¢ yoktur. Biyodagilimi optimize
etmek i¢in modifiye edilebilen yiizey gruplari; reseptor aracili hedefleme, tedavi
dozaj1 veya ilacin i¢ alandan kontrollii salimina katki saglamaktadir. Nano boyutlari
sayesinde viicuttan atilmasi daha kolaydir. Dogrusal polimerlerde yapilamayan;
dendrimerlerin boyutu ve molekiiler kiitlesi, sentez sirasinda spesifik olarak kontrol
edilebilir. Dendrimerler, dogrusal polimerlere kiyasla daha diisik viskoziteye
sahiptir. Bu yapilarin molekiiler kiitlesi arttiginda, viskoziteleri dordiincii
jenerasyonda maksimumdan gecer ve sonra da azalmaya baglar. Bu davranis,
dogrusal polimerlerinkinden farklidir. Dendrimerler birgok zincir ucunun varligi
nedeniyle yiiksek ¢oziiniirliik, karisabilirlik ve reaktiviteye sahiptir. Bu tasiyicilar,
cok sayida c¢oziicii icinde c¢ozlniirliige sahiptir. Hidrofilik gruplarda sonlanan
dendrimerler polar ¢oziicillerde ¢ozliniirken, hidrofobik u¢ gruplara sahip olan
dendrimerler polar olmayan ¢oziiciiler i¢inde de ¢oziinebilmektedirler. Geleneksel
lineer polimerlerden farkli olarak, adim adim sentezlenen dendrimerler, ¢ok diisiik
bir polidispersiteye sahip iyi organize edilmis yapilara sahiptir. Cok yonlii
fonksiyonel gruplara sahip oldugu i¢in Ornegin antiviral terapotik maddeler gibi
biyolojik reseptdr bolgeleri ile ¢coklu etkilesimler saglanmasinda rol almaktadir (Jain

ve ark., 2010; Imae, 2012; Liu ve ark., 2012).
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4.5.4.6. Dendrimer tipleri

PAMAM Dendrimer - Poliamidoamin (PAMAM) dendrimerler, kiiresel
veya eliptik formdadir. Baslangic materyali olarak amonyak veya etilendiamin
kullanilarak sentezlenirler. Bunlarin yiiksek ¢oziiniirliigii ve reaktivitesi, yiizeydeki
fonksiyonel u¢ gruplarin ve i¢ kavitelerinin varligindan kaynaklanmaktadir.
PAMAM dendrimerler, genellikle metanol ¢ozeltisi igerisinde ticari olarak temin
edilmektedir. Starbust ticari isimli dendrimerler, bir trisaminoetilenimin ¢ekirdegine
dayanan bir PAMAM alt tip dendrimeridir. Ticari ismin kaynagi, bu tipteki yiiksek
kusak dendrimerlerin yapisina bakildiginda goézlenen yildiz benzeri kisimlardan
etkilenmistir (Jain ve ark., 2010; Tian ve Ma, 2013; Noriega-Luna ve ark., 2014).

PAMAMOS Dendrimer - Poliamidoamin Organosilikon (PAMAMOS), ilk
ticari dendrimer iceren silikonlardir. Hidrofilik ve niikleofilik poliamidoamin
(PAMAM) i¢, hidrofobik organosilikon (OS) dis kisimlarindan olusan tersinir
molekiiler olmayan misellerdir. Bu dendrimerler, nanoskopik PAMAM ve OS
alanlar1 ile petek benzeri aglarin hazirlanmasi i¢in son derece yararli Onciil
molekiillerdir (Jain ve ark., 2010; Tian ve Ma, 2013).

PPl Dendrimer — Polipropilenimin (PPI) baslangigta Vogtle tarafindan
gelistirilen bilinen en eski dendrimerlerden biridir. Cekirdek yapisi, u¢ grup olarak
birincil aminler ve i¢ kismida tersiyer propilen aminleri olan diamino biitan (DAB)
yapisina dayanmaktadir. Bu dendrimerler "DAB-dendrimerler” olarak da
anilmaktadir. PPl dendrimerler ticari olarak G5'e kadar temin edilebilmektedir ve
malzeme bilimi ve biyoloji alaninda yaygin kullanimi bulunmaktadir. Bunlar
AstramolTM ticari olarak mevcuttur (Jain ve ark., 2010; Tian ve Ma, 2013; Noriega-
Luna ve ark., 2014).

Tecto Dendrimer - Diger dendrimerler tarafindan ¢evrelenmis terapdtik ajan
igcermeyen bir ¢ekirdekten olusmaktadir, es zamanli olarak teshis ve tedavi edebilen
yapilara sahiptir. Farkli bilesiklerle; hastalikli hiicre tanima, hastalik durumunun
teshisi, ila¢g dagilimi ve tedavi sonuglarinin raporlanmasi gibi ¢esitli fonksiyonlar
gerceklestirebilmektedir (Jain ve ark., 2010;Shinde ve ark., 2010; Baig ve Nayak,
2015).

Siv1 Kristalli Dendrimerler - Mezofaz davranigini gésterebilen mezojenik

gruplar igeren yiiksek derecede dallanmis oligomer veya dendritik yapili bir
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polimerdir. Bunlar mezojenik (siv1 kristali) monomerlerdir. Ornek olarak mezojen
fonksiyonellestirilmis karbosilan dendrimerleri verilebilinir (Jain ve ark., 2010;
Shinde ve ark., 2010; Noriega-Luna ve ark., 2014).

Cok Dilli Dendrimerler - Bu dendrimerler, yiizeylerindeki belirli bir
fonksiyonel grubun ¢oklu kopyalarindan olusmaktadir (Jain ve ark., 2010; Shinde ve
ark., 2010; Noriega-Luna ve ark., 2014).

Kiral Dendrimerler - Bu dendrimerlerdeki kiralite, kiral ¢ekirdege yapisal
olarak farkli fakat kimyasal olarak benzer dallarin baglanmasina dayanmaktadir.
Enantiomerik ¢0ziiniirlikler icin kiral yapilar ve asimetrik sentez igin kiral
katalizorler olarak potansiyel kullanimlar1 bilinmektedir (Jain ve ark., 2010; Shinde
ve ark., 2010; Baig ve Nayak, 2015).

Hibrid Dendrimerler -Hem dendritik hem de liner polimerleri igeren
kopolimer yapilardir. Hibrid dendrimerler, "sifir jenerasyon" un periferik aminlerinin
tamamen tek fonksiyonlu hale getirilmesiyle elde edilmektedir ( Jain ve ark., 2010;
Abbasi ve ark., 2014)

Polietilenimin dendrimer- Modifiye edilmis diger dendritik yapilardan daha
kolay temin edilebilen yapisal olarak ¢esitli katmanli, siitunlu ve kiibik kendiliginden
diizenlenmis kafesler seklindeki yapilardir (Jain ve ark., 2010; Shinde ve ark., 2010;
Noriega-Luna ve ark., 2014).

Amfifilik Dendrimerler - Zincir ucunun iki ayrilmis bélgesinden, bir yarisi
elektron veren ve diger yarisi elektron ¢eken yapilardan olusmaktadir (Jain ve ark.,
2010; Shinde ve ark., 2010; Noriega-Luna ve ark., 2014).

Miseller Dendrimerler - Suda ¢6ziiniir hiper dalli polifenilen misellerin tek
molekiillii miselleridir (Jain ve ark., 2010; Shinde ve ark., 2010; Noriega-Luna ve
ark., 2014).

Peptid Dendrimerler - Bu dendrimerler dallanma veya i¢ iinite olarak amino
asitlerden olusur. Polilizin iskeletine dayanan bir dendrondur. Bu tip dendrimerler
1988 yilinda J. P. Tam tarafindan tanitilmistir, agirlikli olarak as1 ve hastalik teshisi
arastirmalart gibi biyolojik uygulamalarda kullanilmistir (Jain ve ark., 2010; Shinde
ve ark., 2010; Noriega-Luna ve ark., 2014).

Frechet-Tipi Dendrimerler - Hawker ve Frechet tarafindan gelistirilen ve

polibenzil eter hiper dalli iskeletine dayanan daha yeni bir dendrimer tipidir. Bu
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dendrimerler genellikle yiizey gruplari olarak karboksilik asit gruplarina sahiptirler,
daha fazla yiizey kurgusu i¢in iyi bir sabitleme noktasi olarak islev goriirler ve bu
hidrofobik dendrimer tipinin ¢Oziiniirliigiinii arttirmak ic¢in polar yilizey gruplari
kullanilmaktadir (Frechet, 2002; Jain ve ark., 2010).

Glikodendrimerler-  Karbonhidrat  gruplarinin ~ dendrimer  yapisina
baglanmasiyla olusturulmaktadir. Bu dendrimerler iki gruba ayrilmaktadir. Birincisi
karbonhidrat kapli dendrimerler; ikincisi karbonhidrat merkezli dendrimerlerdir. Bu
yapilar; protein-karbonhidrat etkilesimleri gibi bir¢cok interseliiler biyolojik
calismalarda kullanilmaktadir (Jain ve ark., 2010; Shinde ve ark., 2010; Baig ve
Nayak, 2015).
4.5.4.7. Dendrimer sentez metodlari
1) Iraksak Dendrimer Sentez Metodu

Bu yontem ilk olarak Tomalia tarafindan tanmtilmigtir. YoOntemde
dendrimerlerin biiyiimesi ¢ekirdek bir bolgeden kaynaklanmaktadir. Cekirdek, en az
iki koruyucu dallanma bolgesi igeren iki veya daha fazla sayida reaktif ile tepkimeye
sokulur, ardindan koruyucu gruplarin ¢ikarilmasi, birinci nesil dendrimerleri
olusturmaktadir. Bu islem istenilen biiyiiklikkteki dendrimer elde edilene kadar
tekrarlanir. Bu yaklasimla, ilk sentezlenmis dendrimerler, ayrica starbust
dendrimerler olarak bilinen poliamidoaminlerdir (Jain ve ark., 2010; Noriega-Luna
ve ark., 2014).

2) Yakinsak Dendrimer Sentez Metodu

Yakinsak dendrimer sentezi, final ylizey grubunun ne olacagiyla
baslamaktadir. Dendrimer, ylizey tinitelerini giderek daha fazla birbirine baglayarak
ice dogru ilerlemektedir. Biiyliyen yapilar yeterince biiylik oldugunda, birkag tanesi
tam bir dendrimer vermek i¢in uygun bir cekirdege eklenir. Yakinsak biiylime
yonteminin, arzu edilen iriinii saflagtirmanin nispeten kolay olmasi gibi birkag
avantaji vardir, nihai yapidaki kusurlarin meydana gelmesi minimize edilir,
dendronlarin ve cekirdek molekiiliin reaksiyonlarinda stearik problemler meydana
geldigi icin yiiksek jenerasyon dendrimer sentezi i¢in uygun degildir (Jain ve ark.,
2010; Liu ve ark., 2012; Noriega-Luna ve ark., 2014). Sekil 13 ve Sekil 14’ te hem

raksak hem de yakinsak dendrimer sentez metodu gosterilmistir.
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Sekil 13: Iraksak Dendrimer Sentez Metodu: Cekirdek, en az iki koruyucu
dallanma bdlgesi igeren iki veya daha fazla sayida reaktif molii ile reaksiyona

sokulur, ardindan koruyucu gruplarin uzaklastirilmasi saglanmir (Jain ve ark.,

2010).
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Sekil 14: Yakinsak Dendrimer Sentez Metodu: Yiizey iiniteleri kademeli
olarak sentezlenip dallanma noktalari ile birbirine baglayarak olusturulur
(Jain ve ark., 2010).

3) Cift Ustel ve Karisik Dendrimer Sentez Metodu

Bu yaklasimda, iki iriin (hem yakinsak hem de 1raksak biiylime igin
monomerler), biiyiime siirecini tekrarlamak i¢in kullanilmaktadir. Ortogonal olarak
korunan bir trimer vermek {izere birlikte reaksiyona sokulur. Cifte iistel biiylimenin
giicii, nispeten az sayida adimda biiyilk dendrimerler olusturma olanag:

saglamaktadir (Jain ve ark., 2010; Noriega-Luna ve ark., 2014).
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4) Hipercekirdekli ve Dalli Monomerler ile Dendrimer Sentez Metodu

Bu yoOntem, bir dalda, daha az adimda veya daha yiiksek verimlerde
dendrimerler olusturmak {izere birbirine baglanabilen oligomerik tiirlerin 6nformunu
icermektedir. Cekirdek, en az iki koruyucu dallanma bdlgesi igeren iki veya daha
fazla sayida reaktif molii ile tepkimeye sokulur, ardindan koruyucu gruplarin
uzaklastirilmas: saglanir. Sonraki serbestlestirilmis reaktif alanlar, ilk nesil
dendrimerleri olusturmaktadir (Jain ve ark., 2010; Noriega-Luna ve ark., 2014).
4.5.4.8. Dendrimerler yoluyla ila¢ dagitim mekanizmasi

Iyi tanimlanmis 3D yapist ve birgok fonksiyonel yiizey grubu, ilag
molekiillerinin hem dendrimerlerin i¢ kismina enkapsiilasyonu hem de yiizey
gruplarina elektrostatik veya kovalent baglanma olanagini saglamaktadir (Nanjwade
ve ark., 2009). Ila¢ tasnmasinda kullanilan bu Sekil 15 ve Sekil 16°da belirtilmistir.

Drug

Sekil 15. Dendrimer yiizeyine bagli ila¢ molekiilii (Nanjwade ve ark., 2009)
Drugz

Sekil 16. Dendrimerin i¢ kavitelerine enkapsiile edilen ilag molekiilii

(Nanjwade ve ark., 2009).
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4.5.4.9.Dendrimerlerin farmasétik uygulama alanlari

Yiizeyden, igten ve cekirdekten farkli uygulamalara uyarlanabileceginden,
artik her biri benzersiz Ozelliklere sahip 50'den fazla dendrimer ailesi vardir.
Dendrimerlerin birgok potansiyel uygulamasi, benzersiz molekiiler yapilarina, ¢ok
islevli yilizey ve i¢ kavitelerinin varhigma dayanmaktadir. Bu spesifik ozellikler,
dendrimerleri biyomedikal ve endiistriyel uygulamalar dahil olmak {izere cesitli
teknolojik kullanimlara uygun hale getirmistir (Nanjwade ve ark., 2009).

Dendrimerler, ¢esitli sitotoksik ila¢ maddeleri i¢in hedeflenen molekiiller
olarak kullanilmakla birlikte ayrica gesitli hastaliklar1 tedavi etmek igin aktif kisim
olarak da kullanilmaktadir, bdylece son yillarda dendrimerler farmasotik alanda
popiilerlik kazanmistir (Nanjwade ve ark., 2009; Jain ve ark., 2010; Noriega-Luna ve
ark., 2014).
1) Biyomedikal Alanda Dendrimerler

Dendritik polimerler yapisal olarak protein, enzim ve virlislere benzemektedir
ve kolayca fonksiyonlagabilmektedirler. Dendrimerler, diger molekiilleri ya yiizeye
baglayabilir ya da i¢ bosluklarina enkapsiile edebilirler. Dendrimer, biyolojik ajan
olarak degerlendirilmesi i¢in belirli 6zelliklere sahip olmalidir. Baslica bu 6zellikler
toksik ve immiinojenik olmamasi, biyolojik gecirgen olmasi ve spesifik yapiy1
hedefleyebilmesidir. Spesifik senteze bagli olarak PAMAM dendrimerler, Klasik olan
benzerlerlerinden ayrilarak Starbust makromolekiil gelistirilmistir. PAMAM
dendrimerler ayrica tiimor hiicrelerini hedeflemek icin kullanilmaktadir. Hedefleme
amagh goriintiileme ajan1 belirli bir bolgeye segici olarak baglanmasi i¢cin dendrimer
yiizeyine konjuge edilebilinir. Sisplatin ile yapilan bir ¢alismada, karboksilat sonlu
bir PAMAM dendrimerin yiizey gruplartyla kompleks olusturulmustur; bu kompleks
serbest ilag¢ ile karsilastirildiginda, sisplatin'in ¢oziliniirliiglinde on kat bir artig
saglanmistir (Cheng ve ark., 2008; Nanjwade ve ark., 2009; Noriega-Luna ve ark.,
2014; Gupta ve Perumal, 2014; Baig ve Nayak, 2015).
2) Manyetik Rezonans Goriintiileme Kontrast Ajanlar1 Olarak Dendrimer

Dendrimer bazli metal selatlar, manyetik rezonans goriintiileme kontrast ajani
olarak gorev yapmaktadir. Dendrimerler, 6zelliklerinden dolay1 goriintii kontrast
maddesi olarak ¢ok uygun yapidadirlar ve iizerinde yapilan bir¢cok test bunlarin

geleneksel olanlardan daha gii¢lii bir kontrast maddesi oldugunu gostermistir.
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Viicudun manyetik rezonans anjiyografisinde (MRA) vaskiiler yapinin
goriintiilenmesini gelistirebilmektedir (Nanjwade ve ark., 2009; Noriega-Luna ve
ark., 2014). Ayrica, altinci nesil poligadolinyum dendrimer, monovalent gadolinyum
ajanin 24 dakika yar1 omrii ile karsilastirildiginda, 200 dakikalik bir yar1 émre sahip
uzatilmis bir artig gostermistir. Bu uzun siireli gelistirme siiresi, 3D MR anjiyografisi
icin son derece kullanishdir. Son c¢alismada, dendrimer bazli bir MRI ajanin
molekiiler boyutunun atilim yolunu degistirdigi bulunmustur. 60 kDa'dan daha az
molekiiler agirliga sahip kontrast ajanlari, bobreklerden uygun sekilde atilmaktadir.
Daha biiylik boyutlu ve hidrofilik kontrast ajanlart kan havuzu kontrast ajani olarak
kullanim i¢in daha uygun bulunmustur. Lenfatik goriintiileme i¢in daha biiyiik
hidrofilik ajanlar kullanilmigtir (Cheng ve ark., 2008; Nanjwade ve ark., 2009;
Noriega-Luna ve ark., 2014; Gupta ve Perumal, 2014; Baig ve Nayak, 2015).
3) Antitiimor Tedavisinde Kullanilan Dendrimerler

Dendrimerler, manyetik rezonans goriintileme ve kontrast madde olarak
timor goriintiileme i¢in diagnostik reaktif olarak kullanilmistir. Boyutu ve
hidrofilikligi degistirilerek ve tiimor hedefleyici antikorlarla birlestirerek, bu
bilesikler bir dizi spesifik goriintiileme amaci i¢in kullanilabilmektedir. Kullanilan
ilag, radyasyona maruz birakilmayan kosullar altinda toksik olmamali, bdylece
1sinlanmadigi zaman oOn ilag gorevi gormelidir. S-aminolevulinik asit gibi 1s18a
duyarli maddeler igeren dendrimerler, dendrimerlerin yiizeyine baglanmis ve
timorjenik keratinositlerin fotodinamik tedavisi (PDT) ig¢in bir ajan olarak
calistimistir.  Ayrica, glikodendrimer Onemli bir terapotik molekiiller sinifi
olusturmaktadir. Dendrimerler, karsinomay1 engellemek i¢in karsinomadan tiiretilmis
T-antigen baglama reseptdrleri ile etkilesime girecek bir ilacin iiretilmesi amaciyla
arastirtlmistir. Bu tip glikodendrimer, daha yiiksek afiniteye sahip olan daha yliksek
jenerasyona sahip T-antijenine karst monoklonal antikorlar ile nesile bagimli bir
sekilde reaksiyona girmistir. Dendrimerlerin kanserde terapdtik kullanimlar ve teshis
amagl kullanimi giderek artmaktadir (Cheng ve ark., 2008; Noriega-Luna ve ark.,
2014; Gupta ve Perumal, 2014; Baig ve Nayak, 2015).
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4) Gen Transfeksiyonunda Dendrimerler

Gen transfeksiyonu, DNA'nin inert bir tasiyiciyla veya dogrudan hiicre
cekirdegine hedefli verilmesidir. Bu siireg, genlerin regiilasyon siiregleri veya istenen
proteinlerin ekspresyonunu ve mutasyonlar1 incelemek i¢in molekiiler biyolojide ¢ok
degerli bir arag haline gelmistir. Transfeksiyon igin ideal vektor, yiiksek verime
sahip, immiinojenik ve toksik olmayan, biyopargalanabilir ve uzun kan dolasim
stiresine sahip olmalidir. PAMAM dendrimerler, genetik materyal tasiyicilari olarak
test edilen ilk dendrimerlerdir. Amino sonlu PAMAM veya PPl dendrimerler, viral
olmayan gen transfer ajanlart olarak bildirilmis ve DNA'nin endositoz ile
transfeksiyonu ve sonugta hiicre ¢ekirdegine tasindigi Dbelirtilmistir. Aktif
dendrimerler igeren SuperFectTM adli bir transfeksiyon reaktifi ticari olarak
bulunmaktadir. Bu aktive edilmis dendrimerler, viriislerden daha biiyiik miktarda
genetik materyal tasima kapasitesine sahiptir (Jain ve ark., 2010; Noriega-Luna ve
ark., 2014).

SuperFect — DNA kompleksleri yiiksek stabilite ile karakterize edilir ve
DNA'nin ¢ekirdege lipozomlardan daha verimli tasinmasini sagladig: bildirilmistir.
Dendrimerlerin yliksek transfeksiyon etkinligi, iyi tanimlanmis yapilarindan ve
endozomal kagisdaki pH degisimini tamponlamasina izin veren aminlerin (3.9 ve
6.9) diisik pKa'sindan kaynaklanmaktadir. Siklodekstrin ile modifiye edilen
PAMAM dendrimerler, lusiferaz gen ekspresyonunda, modifiye olmayan
PAMAM'dan yaklagitk 100 kat daha yiiksek bir ekspresyon gosterdigi de
calismalarda belirtilmistir (Cheng ve ark., 2008; Jain ve ark., 2010; Noriega-Luna ve
ark., 2014; Gupta ve Perumal, 2014). Sekil 17’de dendrimer-plazmid DNA

kompleksinin transfeksiyonu ve hiicre i¢i yolu gosterilmistir.
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Sekil 17. Plazmid DNA ile kompleks haline getirilen dendrimer, terapdtik protein
tireten ve hiicre i¢i, lokal ve sistemik etki saglayan hiicre ¢ekirdegini hedef alir (Jain

ve ark., 2010).

5) Biyomimetik Olarak Dendrimerler

Iyi tanimlanmis makromolekiiler boyutlara ve bdlmeli yapiya sahip olan
dendrimerler, ¢ok ¢esitli biyomolekiiller i¢in ideal taklitlerdir. Ticari olarak temin
edilebilen dendrimerler mikro bir ¢evre olusturma olanagi saglamaktadir, bu da
yapay katalitik bolgeler veya enzim taklit¢ilerinin yapimi i¢in farkli 6zelliklere sahip
bosluklar olusturmaktadir. Dendrimer molekiilleri, iskeletlerinin sertligine veya
konformasyonel hareketliligine bagli olarak karakterize edilirler ve dogal olarak
olusan proteinlere kiyasla daha elverisli 6zellikler saglayabilirler. Dogal proteinlere
gore daha yogun bir sekilde paketlenmis yapi, 6rnegin bazi peptid temelli dendrimer
sistemi proteazlara kars1 belirgin bir artis gostermistir. Dendrimerler ayrica spesifik
biyolojik tanima i¢in dogada kullanilan g¢esitli protein bazli reseptorleri taklit
edebilirler. Glikomimetikler, yapis1 sadelestirilmis ve modifiye edilmis analog
karbonhidratlardir. Romatizma, dermatit ve sedef hastaligi gibi kronik iltihaph
rahatsizliklarin tedavisi i¢in kullanilabilen aktif bir molekiillerdir (Jain ve ark., 2010;

Gupta ve Perumal, 2014).

63



6) Transdermal Ila¢ Tasinmasinda Dendrimerler

Transdermal tasiyict sistemler, mevcut olan ilag rezervuari boyunca kisa yari
Omre sahip olan ilacin aktivitesini ve salim ozelliklerini uzatarak ilacin kontrollii,
stirekli uygulanmasini amaglamaktadir. Akut ve kronik romatoid ve osteoartritin
tedavisinde ¢ok etkili olan ketoprofen, diflunisal gibi non-steroidal antiinflamatuar
ilaglar ile PAMAM dendrimer kompleksi, penetrasyon artirici olarak deri yoluyla
ila¢ niifuzunu artirmistir. Ketoprofen ve diflunisal ilaglart G5 PAMAM dendrimer ile
konjuge edilerek farkli galismalar i¢in de arastirmalar yapilmistir (Cheng ve ark.,
2008; Gupta ve Perumal, 2014; Baig ve Nayak, 2015).
7) Oral ila¢ Tasinmasinda Dendrimerler

Oral ilag taginmasinda en popiiler ila¢ uygulama yollarindan biridir ve tiretim
kolayligi, diisiik maliyet, uygulama kolayligi ve dozajin tasarlanmasinda esneklik
nedeniyle farmasétik alanda daha fazla ilgi gérmiistiir. Oral ilag tasinmasi, uygulama
tipi, tedavi edilen hastalik ve hasta, tedavinin siiresi ve ilacin 6zellikleri gibi cesitli
faktorlere baghdir. Oral kullanim i¢in kontrollii salim sistemi ¢cogunlukla ¢6ziinme,
difiizyon veya ilacin salim oraninin kontrolinde her iki mekanizmanin
kombinasyonuna dayanan kati maddelerdir. Oral ila¢ uygulamasinin 6nemli bir
avantaji, ilacin yavagca dozajdan salinmasi ve kontrollii ilag salimi ile daha az
dalgalanan plazma ilag¢ seviyesinin korunmasidir; fakat diisiik ¢oziiniirliik gibi bazi
sorunlar1 vardir (Cheng ve ark., 2008; Gupta ve Perumal, 2014; Baig ve Nayak,
2015).
8) Okiiler fla¢ Tasinmasinda Dendrimerler

Aktif ilaclarin géze lokal olarak uygulanmasi, okiiler bozukluklarin tedavisi
icin en ¢ok verilen uygulama yoludur. Dendrimerler, okiiler ilag taginmasi igin gesitli
avantajlar sunmaktadir. Ideal bir okiiler ilag tasiyici sistem tahris edici olmayan,
biyouyumlu, steril, izotonik ve biyolojik olarak pargalanabilmelidir. Okiiler ilag
uygulamasma yonelik son problemler arasinda, goz icinde pilokarpinin kalma
sliresini arttirma ¢aligmalar1 yer almaktadir. PAMAM dendrimerler, karboksilik veya
hidroksil yiizey gruplart ile modifiye edilerek dendrimerlerin pilokarpin
biyoyararlanimini arttirdigi belirtilmistir (Cheng ve ark., 2008; Gupta ve Perumal,
2014; Baig ve Nayak, 2015).
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9) Pulmoner ila¢ Tasinmasinda Dendrimerler

Pulmoner ilag tasinmasinda dendrimer calismalar1 arasinda, enoksaparinin
pulmoner emilimini arttirmak i¢cin PAMAM dendrimerler kullanarak plazma anti-
faktor Xa aktivitesini 6lgerek ve gozlemleyerek bir kemirgen modelinde derin ven
trombozunu onleme etkinligine bakilmistir. G2 ve G3 jenerasyonun pozitif yiiklii
PAMAM dendrimerlerle arttigi  bildirilmistir.  Enoksaparinin  bu  relatif
biyoyararlanimi % 40 artmis iken, negatif yiiklii karboksilik gruplar igeren G2.5
PAMAM yari-jenerasyon dendrimerler etkili olmamistir. Dolayisiyla, pozitif yiiklii
dendrimerler, Enoksaparin pulmoner iletimi i¢in daha uygun tasiyicilar oldugu
belirtilmistir (Bia ve ark., 2007).

Dendritik polimerler, 21. yiizyillda nanoteknolojinin parlayan ve gelisen
sistemleridir. Dendrimerlerin kontrollii sekli, boyutu ve farkli islevleri, DNA, metal
nanokristaller ve nanotiipler gibi diger nano 6lgekli yapilar ile uyumluluklari; hibrid
yapilar olusturmaya elverisli olmalari ¢okca calisilma sebepleri arasindadir. Bu
multifonsiyonel 6zellikleri dendrimerlere giin gegtikge ilgiyi artirmaktadir (Noriega-
Luna ve ark., 2014; Gupta ve Perumal, 2014).
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4.6. Kullanilan Farmasotik Sekiller
4.6.1. Nanopartikiiller
4.6.1.1. Tanmimi ve genel ozellikleri

Genel olarak nanopartikiiller, 10-1000 nm arasinda degiskenlik gosteren,
etken maddeyi enkapsiile ve/veya adsorbe edebilen kolloidal sistemler olarak
tanimlanmaktadir. Yapilan son ¢aligsmalar ise 400 nm-1000 nm arasindaki boyutlarda
nanopartikiiller mikron alt1 nanopartikiiller olarak kabul edilmektedir (Yokoyama,
2018). Nanosistemler ile ila¢ etkinligini artirmak, toksisiteyi azaltmak, stabiliteyi
saglamak ve sonucunda hasta uyuncunu artirmak  hedeflenmektedir.
Nanopartikiillerinen 6nemli 6zelliklerinden biri partikiil boyutu ve yiizey yikleridir
(Saltzman ve Fung, 1997; Khan ve ark, 2019).
Nanopartikiiller, morfolojilerine, boyutlarina ve kimyasal 6zelliklerine bagl olarak
cesitli kategorilere ayrilmaktadir. Bunlar;
. Karbon temelli nanopartikiiller ( Fullerenler, karbon nanotiipler)

. Metal nanopartikiiller ( Au, Ag, Cu)

. Seramik nanopartikiiller

. Semi-konduktor nanopartikiiller

. Polimerik nanopartikiiller

. Lipid temelli nanobartikiiller (Saltzman ve Fung, 1997; Khan ve ark, 2019).

Nanopartikiiller, bilegsimlerine bagli olarak nanokapsiiller (etken madde hazne
icinde rezervuar tipi) veya nanokiireler (etken madde matris i¢inde homojen
dagilmig) olarak adlandirilabilmektedir (Guterres ve ark., 2007; Pawar ve Babu,
2010). Nanopartikiillerin boyut, zeta potansiyeli ve ilag salim profilleri gibi
ozellikleri, farkli polimer uzunluklari, yiizey aktif cisimleri ve hazirlama teknikleri
kullanilarak kontrol edilebilmektedir. Dogal veya sentetik polimerlerden olusabilir ve
ilaglar, farmasotik wuygulama i¢in nanopartikiiller igerisine hapsedilebilir,
dagitilabilir, ¢oziilebilir veya adsorbe edilebilinir (Abdel-Mottaleb ve Lamprech,
2016).
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4.6.1.2. Nanopartikiillerin hazirlanis yontemleri

Nanopartikiillerin hazirlanmasinda uygun yontemin secilmesi, kullanilan ilag
aktif maddesinin ve polimerin fizikokimyasal 6zelliklerine baglidir. Bu 6zellikler
dikkate alinarak se¢ilmelidir.
4.6.1.2.1. Emiilsiyon-solvent buharlastirma yontemi

Nanopartikiillerin hazirlanmasinda oldukga tercih edilen bir yontemdir ve iki
asama igermektedir. ilk adim, bir nanopartikiil siispansiyonu elde edilen polimer
cozeltisinde sulu bir fazin emiilsifikasyonundan olusur. Bu adimda emiilsiyon
olusumu, yiiksek hizli homojenizasyon veya ultrasonikasyon kullanilarak hazirlanir.
Ikinci asama, polimer ¢ozeltisini olusturan ugucu organik ¢oziiciilerin (diklorometan,
Kloroform) ortamdan uzaklagsmasini icermektedir. Bu yontem nanopartikiillerin tek
emiilsiyon (su i¢inde yag) ve ¢ift emiilsiyon (su i¢inde yag-su) seklinde hazirlanarak
kullanilir ve farmasoétik alanda genis bir uygulamaya sahiptir. Suda ¢oziinmeyen ilag
aktif maddeleri i¢in tek emiilsiyon tercih edilirken, peptit ve protein gibi hidrofilik
aktif maddeler igin ¢ift emiilsiyon tercih edilmektedir (Maroof ve ark., 2015; Tyagi
ve Pandey, 2016).
4.6.1.2.2. Tuzla ¢oktiirme yontemi

Bu yontem kullanilarak, su ile karigsabilen ¢6ziici sulu c¢ozeltiden
ayrilmaktadir. Baslangicta polimer ve ilag aktif maddesi bir ¢oziicii iginde
¢oziindiiriiliir, daha sonra polivinilpirolidon veya hidroksietil seliiloz ile magnezyum
klortir, kalsiyum kloriir gibi elektrolitleri igeren sulu bir jel i¢cinde emiilsiyon haline
getirilir, daha sonra bu yag iginde su emiilsiyonu, su ile seyreltilir. Boylece ¢oziicii
difiizyonu 1ile nanopartikiil olusumu gerceklesmektedir. Bu yontem elektrolit
konsantrasyonu, organik fazdaki polimer konsantrasyonu, stabilizator tipi, karigtirma
hizi, faz orami gibi ¢esitli parametrelerden etkilenmektedir. Bu teknik, yiiksek
verimlilik saglayan etil seliloz, polilaktik asit ve polimetakrilik asit
nanopartikiillerinin hazirlanmasinda oldukc¢a tercih edilmektedir. Bu yontem, 1siya
duyarl ilag aktif bilesenleri i¢in avantajlidir, ¢iinkii bu teknikte sicaklikta bir artisa
gerek yoktur. Yontemin dezavantajlari ise, bu yontemin lipofilik ilag aktif maddeleri
ve kapsamli nanopartikiil yikama asamalari i¢in uygun olmamasidir (Allemann ve

ark., 1993; Kumari, 2018).
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4.6.1.2.3. Emiilsiyon-difiizyon yontemi

Nanopartikiillerin hazirlanmasinda kullanilan diger bir yontem, emiilsiyon-
difiizyon yontemidir. Enkapsiilleyici polimer; benzil alkol, propilen karbonat gibi
kismen suyla karistirilabilen bir ¢oziicii icinde ¢ozlindiiriiliir ve her iki suya doymus
stvinin  baslangi¢ termodinamik dengesi korunmalidir. Daha sonra polimer-suya
doymus ¢6ziicli fazi, dengeleyiciyi igeren sulu bir ¢ozelti i¢inde emiilsifiye edilir, dis
faza c¢oziicii diflizyonu ve yag/polimer oranmna gore nanopartikiil olusumu
gerceklesmektedir. Son olarak; kaynama noktasina gore kullanilan ¢oziici,
buharlastirma veya filtrasyon yoluyla uzaklastirilir. Homojenlestirme gerektirmez,
yiiksek enkapsiilasyon verimliligi, yiiksek tekrarlanabilirlik ve dar boyut dagilimi bu
teknigin temel avantajlaridir (Panyam ve ark., 2004; Tyagi ve Pandey, 2016).
4.6.1.2.4. Nanopresipitasyon

Bu yontem ¢oziicli yer degistirme yontemi olarak da bilinmektedir. Coziicii
yer degistirmesi, Oncesinde olusturulmus bir polimerin bir organik c¢ozeltiden
cokeltilmesini ve organik ¢6ziiciiniin, yiizey aktif madde varliginda veya yoklugunda
sulu ortamda difiizyonunu igermektedir. Aseton veya etanol gibi yar1 polar, suyla
karigabilen bir ¢oziiclide; polimer, ilag ve lipofilik yiizey aktif madde ¢oziiliir. Bu
karisim daha sonra manyetik karistiricidaki sulu ¢ozeltiye dokiiliir ve hizli ¢oziicii
difiizyonu ile nanopartikiiller olusturulur. Coziicii daha sonra indirgenmis basing
altinda ortamdan uzaklagtirilir. Partikiil boyutu, organik fazin sulu faza ilave edilme
hizindan etkilenir. Artan karigtirma hizinin, hem partikiil boyutunu hem de ilag
enkapsiilasyonunu azalttig1 bildirilmistir. Nanopresipitasyon yontemi, diisiik
¢ozinirlige sahip ilaglar igin olduk¢a uygundur. YoOntemdeki parametreler
ayarlanarak, nanopartikiil biiytikligii ve ilag salimi1 kontrol edilebilinir (Mironov ve
ark., 2008; Tyagi ve Pandey, 2016).
4.6.1.2.5. Polimerizasyon yontemi

Bu yontemde, monomerlerin polimerizasyonu sulu bir ¢ozelti ortaminda
gerceklestirilir ve polimerizasyondan sonra, ila¢ aktif maddesi, nanopartikiiller
yiizeyinde adsorpsiyonla veya polimerizasyon ortaminda ¢oziilerek hazirlanmaktadir.
Polimerizasyonda kullanilan stabilizatorler ve yiizey aktif maddeleri, ultrasantrifiij
kullanilarak nanopartikiil stispansiyonundan uzaklastirilir ve partikiiller, izotonik bir

ortamda yeniden siispande edilirler. Bu yontemin polibiitil siyanoakrilat veya
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polialkil ~ siyanoakrilat  nanopartikiillerin  hazirlanmasinda  tercih  edildigi
belirtilmektedir. Nanopartikiillerin hazirlanmas1 ve biiyiikliigii kullanilan siirfaktan
ve stabilizatorlerin konsantrasyonundan etkilenmektedir (Puglisi ve ark., 1995;
Kumari, 2018).

4.6.1.2.6. Diyaliz yontemi

Diyaliz yonteminde polimer, organik bir ¢oziicii igerisinde ¢ozilindiiriiliir ve
uygun bir molekiiler agirlikli diyaliz tiipiine yerlestirilir. Cozliciinlin zar i¢inde yer
degistirmesini takiben, ¢oziliniirliigiin kaybina bagl olarak polimerin kademeli olarak
toplanmasiyla nanopartikiil silispansiyonlari olusturulur. Kiicik ve dar dagilmis
nanopargaciklarin sentezi igin etkili ve basit bir yontem olarak kabul edilmektedir
(Tyagi ve Pandey, 2016; Kumari, 2018).
4.6.1.2.7. Koaservasyon veya iyonik jelasyon yontemi

Kitozan, sodyum aljinat ve jelatin gibi biyolojik olarak bozunabilir hidrofilik
polimerler kullanilarak nanopartikiillerin hazirlanmasinda birgok ¢alisma yapilmistir.
Hidrofilik kitozan nanopartikiiller, Calvo ve ark. tarafindan gelistirilen iyonik
jelasyon yontemi ile hazirlanmistir. Yontem iki sulu faz igerir. Biri polimer kitosan
iceren faz ve digeri bir polianyonik sodyum tripolifosfat igeren fazdir. Bu yontemde,
nano boyutlu koaservatlar, pozitif yiikli kitozan amino gruplarinin negatif yiikli
tripolifosfat ile etkilesimi ile olusturulur. Iki sulu faz arasindaki elektrostatik
etkilesim, oda sicakliginda iyonik jelasyon ile gergeklesmektedir (Tyagi ve Pandey,
2016; Kumari, 2018).
4.6.1.2.8. Siiperkritik akiskan teknolojisi (SCF)

Biyolojik olarak bozunabilir mikro ve nanopartikiillerin hazirlanmasinda
kullanilan giivenli bir yontemdir. Siiperkritik sivilar genellikle basing degisikligine
ragmen faz degistirmeyen sivilar olarak tanimlanir. Siiperkritik CO»; 1liml1 kosullari,
toksik olmayan, yogun gaz teknolojisi ve bu sivinin etkili bir partikiil iiretim teknigi
saglamasi nedeniyle siiperkritik sivi olarak yaygin kullanimi vardir, geleneksel
yontemlerin dezavantajlarinin ¢ogunu ortadan kaldirmaktadir. Siiperkritik ¢ozeltinin
(RESS) ve siiperkritik anti-solvent yonteminin (SAS) hizli genislemesi en ¢ok
kullanilan yontemlerdir. RESS yonteminde, aktif madde ve polimer siiperkritik
¢Oziicii icinde yiiksek basingta c¢oziiliirken; SAS yonteminde ilag molekiilleri,

organik ¢oziicii iginde ¢oziildiikten sonra siiperkritik sivi (genellikle siiperkritik CO,)
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ile temas halinde birakilmaktadir. Organik faz, siiper kritik ¢oziicli i¢cinde hizla
¢ozilir ve siiziilebilen nanopartikiiller ortama birakilir (Ingale ve Chaudhari, 2013;
Tyagi ve Pandey, 2016).
4.6.1.3. PLGA nanopartikiillerin hazirlanmasi

Peptid-protein gibi hidrofilik etkin maddelerde genellikle ikili emiilsiyon
(w/o/w) ¢oziicli buharlastirma yontemi kullanilmaktadir. Yontem; (w/o/w=su/yag/su)
formunda hazirlanip homojenizasyon ya da ultrasonikasyon destekli kullanilmaktadir
(Mohammadi-Samani ve Taghipour, 2015; Jaklenec ve ark., 2008).
4.6.1.4. PLGA nanopartikiillerin farmakokinetik ve biodagilim profili

Ilag tastyict sistem olan PLGA’nin; etkin madde miktar1, biyodagilim ve
istenen terapotik etki igin ilgili konsantrasyonun iyi belirlenmesi gerekmektedir. Bu
nedenle, tasiyict sistemin tasarim esaslar1 ve aktif farmasotik bilesenlerin
degradasyonu ve klirens mekanizmalari 6nemlidir. PLGA'nin biyodagilimi ve
farmakokinetigi, lineer olmayan ve doza bagl bir profil izlemektedir (Nanjwade ve
ark., 2009). Onceki calismalar hem mononiikleer fagosit sisteminin (MPS) hemde
kan klirensinin  PLGA tasiyict sistemlerin dozu ve kompozisyonuna baglh
olabilecegini disiindiirmektedir (Mohammadi-Samani ve Taghipour, 2015). Ek
olarak tiim viicut otoradyografisi ve nicel dagilim deneyleri, nanopartikiiller gibi bazi
PLGA formiilasyonlarinin karacigerde, kemik iliginde, lenf diigiimlerinde, dalakta ve
peritonal makrofajlarda hizla biriktigini gostermektedir. PLGA ilag tasiyici
sistemlerin ilk asamada salim orami (yaklasik %30) yiiksektir ve daha sonra
yavaglamaktadir. Bu veriler, PLGA c¢alismalarinda yiizey modifikasyonunun roliinii
arastirmis ve yiizey modifiye edici ajanlarin dahil edilmesinin kan dolagiminin yari
omriinii 6nemli Olgiide artirabilecegini diisiindiirmektedir (Cirpanli, 2009). Sekil

18’de PLGA igerdigi farkli polimer oranlara gore salim grafigi verilmistir.
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profilleri modellenmistir. Gosterim 65:35 PLGA, kopolimerin% 65'inin laktik asit ve

% 35'inin glikolik asit oldugu anlamina gelmektedir. ilk sifir salim periyodu ile

bifazik salim profili ve ardindan hizli bir ilag salimi gozlemlenmistir. Profillerde

ayrica laktik oranindaki azalma ile salim hizinda artis gosterilmektedir

(Mohammadi-Samani ve Taghipour, 2015).
4.6.1.5. PLGA nanopartikiillerde ila¢ salim davramsi

PLGA kopolimeri, omurga ester baglantilarinin oligomerlere ve son olarak
monomerlere ayrilmasit yoluyla hidroliz veya biyolojik bozunma yoluyla
pargalanirlar. Bu, farkli polimer oranlarina sahip ¢esitli ilag tipleri ve proteinler i¢in
hem in vivo hem de in vitro olarak gosterilmistir (Parveen ve Sahoo, 2006;
Mohammadi-Samani ve Taghipour, 2015). Bu polimerler i¢in bozunma islemi esas
olarak, matrisin su penetrasyonunun polimer bozunma hizindan daha yiiksek oldugu
matrisin parcalanmasi seklindedir. Ayrica, biyobozunmanin bir sonucu olarak
karboksilik u¢ gruplarmin artis1 siireci otomatik hale getirmektedir. PLGA
kopolimerinin bozulmasi, toplu difiizyon, ylizey difiizyonu, y1gin erozyonu ve yiizey
erozyonu toplamidir (Mohammadi-Samani ve Taghipour, 2015; Naves ve ark.,
2017).

PLGA kopolimerlerinin biyodegradasyon orani, polimer zincirindeki laktik
ve glikolik asitlerin molar oranma, polimerin molekiil agirligina, kristallilik

derecesine ve polimerin camsi gegis sicakligma (Tg'sine) baghdir. PLGA
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biyodegradasyonu sonucu ila¢ salimi igin bifazik bir egri olarak asagidaki
maddelerce belirtilmistir (Khan ve ark., 2019; Mohammadi-Samani ve Taghipour,
2015; Fredenberg ve ark., 2011):

1. fla¢ salimmin ilk patlamasi ilag¢ tipi, ila¢ konsantrasyonu ve polimer
hidrofobikligiyle ilgilidir. Yiizeydeki ilag, ortamla temas halinde, ¢oziiniirligiin bir
fonksiyonu olarak ve ayrica suyun polimer matriksine girmesiyle serbest
birakilmaktadir. PLGA'nin polimer molekiil agirligi 6nemli dlgiide azalir ancak bu
fazda kayda deger bir miktar kayb1 ve ¢6ziinebilir monomer iiriinii olusmamaktadir.

2. Ikinci asamada, ila¢ daha kalin tabakadan erozyona ugrayan tabakaya
dogru asamali olarak salinir. Matriks i¢indeki su, polimeri ¢Oziiniir oligomerik ve
monomerik tirtinlere hidrolize etmektedir. Bu, tam polimer ¢oziinmesine kadar ilacin
difiizyon ve erozyon yoluyla salinmasi icin bir gecis olusturmaktadir. ilacin
hidrofilik veya hidrofobik 6zelligi de sulu fazin matrise ¢ekilmesinde 6nemli bir rol
oynamaktadir.

Herhangi bir PLGA biyodegradasyonunda enzimlerin rolii belirsizdir.
Literatlirlin ¢ogu PLGA biyodegradasyonunun herhangi bir enzim aktivitesi
icermedigini ve sadece hidroliz yoluyla oldugunu gostermektedir. Bununla birlikte,
bazi arastirmacilar, in vitro ve in vivo degradasyon oranlarindaki farkliliga bagh
olarak PLGA bozulmasinda enzimatik bir rol 6nermislerdir. PLGA polimeri laktik ve
glikolik asitlere dontisiirler. Laktik asit trikarboksilik asit dongiisiine girer ve
metabolize olur ve daha sonra viicuttan karbondioksit ve su olarak elimine edilir.
Glikolik asit ise, ya bobrekte degismeden atilir ya da trikarboksilik asit dongiisiine
girer ve sonunda karbondioksit ve su olarak elimine edilir (Mohammadi-Samani ve
Taghipour, 2015).

4.6.2. Hidrojeller
4.6.2.1. Tanim

Hidrojeller; kendisi suda c¢oziinmeyen, bir veya daha fazla monomerin
reaksiyonu ile iretilen, su ile sisebilen ve gapraz baglanmis, {i¢ boyutlu polimer
zincir aglandir. Capraz baglanma, suda ¢oziniirliigli azaltarak gerekli mekanik

mukavemet ve fiziksel biitiinliigii saglamaktadir (Ahmed, 2015; Paleos, 2012).
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4.6.2.2. Hidrojellerin genel ozellikleri

Ilag tasiyict sistemlerin gelistirilmesinde etken maddenin fizikokimyasal ve
farmakokinetik 6zellikleri olduk¢a 6nem tasimaktadir. Buna ek olarak; ilag tasiyici
sitemlerden beklenilen gerekli etken maddenin, istenilen zamanda viicut bolgesinde,
diisiik yan etki profili sergilemesidir (Gupta, 2002).

Hidrojeller bu konuda umut verici bir segenek olarak ortaya c¢ikmuistir.
Hidrojellerin varligi, Wichterle ve Lim'in ilk olarak kontakt lenslerdeki (2-
hidroksietil metakrilat) hidrofilik aglarin (PHEMA) kullanimini 6nerdigi 1960 yilina
kadar uzanmaktadir (Wichterle ve Dongwan, 1960). O zamandan beri, hidrojellerin
kullanimi ¢esitli biyomedikal ve farmasétik uygulamalarda yer almistir (Martin,
1997). Diger sentetik biyomateryallere kiyasla, hidrojeller; kismen daha yiiksek su
icerigi yumusak ve kauguk kivami nedeniyle canli dokulari fiziksel 6zelliklerine
yakindan benzemektedir. Hidrojeller, diisiik arayiizey gerilimleri nedeniyle
proteinleri viicut sivilarindan adsorbe etme egilimi gosterirler. Hidrojeller farkli
boyutlardaki ilag molekiillerinin yiiklenmesine ve salimina olanak saglamaktadir.
Ayrica; agizdan, burundan, yanaktan, makattan, vajinal, okiiler ve parenteral
uygulama yollarina yonelik ilag verme sistemleri olarak kullanilabilmektedir (Gupta
ve ark., 2002).

Hidrojellerde capraz baglanma metodlar1 temel olarak fiziksel ve kimyasal
olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. Sekil 19°da c¢apraz baglanma metodlar

gosterilmistir.
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CAPRAZ BAGLANMA METODLARI

TN

KIMYASAL CAPRAZ BAGLANMA  FiZIKSEL CAPRAZ BAGLANMA

R I

Radikal Polimerizasyon

Iyon Etkilesimi -_—

b Yiiksek Enerji Irradyasyonu
Amfifilik Blok ve Graft Kopolimerden
Enzimler Capraz Bagh Hidrojeller

Kimyvasal Reaksivon Komplementer Grup

Kristalizasyon —

Aldehit

Homopolimer SE—
Sistem

Ekleme Reaksiyvonu

 —

Stereokompleks
Kondensasyon Reaksivonu Sistem

Sekil 19. Hidrojellerde ¢apraz baglama metodlar1 (Ahmed, 2015).
4.6.2.3. Hidrojellerde kullanilan polimerler
Hidrojellerde kullanilan polimerler kaynaklarina gore ikiye ayrilir. Bunlar;
dogal polimerler ve sentetik polimerlerdir. Tablo 5’de Hidrojellerin hazirlanmasinda
kullanilan polimerler simiflandirilmistir.

Tablo 5. Hidrojelde kullanilan polimerler (Singh ve ark., 2017).

Dogal polimerler Sentetik polimerler
Kolajen (tip 1,11) Hydroxy ethylmethacryate (HEMA)
Jelatin Vinyl acetate (VAC)
Fibrin Acryolic acid (AA)
Hyalunarik asit N-(2-Hydroxy propyl) methacrylate
(HPMA)
Aljinat N-Vinyl-2-pyrrolidone (NVP)
Kitozan N-Isopropylacrylamide (NIPAMM)
Agaroz Polivinil alkol (PVA)
Polietilen glikol tiirevleri (PEG)
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4.6.2.4. Hidrojellerin simflandirilmasi
4.6.2.4.1. Polimerik kompozisyona gore hidrojellerin siniflandirilmasi
a. Homopolimerik hidrojeller

Homopolimer hidrojeller tek bir monomer tiriinden {retilmistir.
Homopolimerler, monomer ve polimerizasyon teknigine bagl olarak capraz bagli
iskelet yapisina sahiptir (Ahmed, 2015).
b. Kopolimerik hidrojeller

Kopolimerik hidrojeller iki veya daha fazla farkli monomer tiirlerinden olusan
ve en az biri hidrofilik bilesen olan yapilardir. Bu polimerlerin biraraya gelmesi
rastgele, bloklama veya zincir konfigiirasyon degisikligi ile gerceklesebilmektedir
(Ahmed, 2015; Singh ve ark., 2017).
¢. Coklu polimerlerin icice girmesiyle olusan polimerik hidrojeller

Iki bagimsiz ¢apraz bagl sentetik ve/veya dogal polimer bileseninden olusan
ag sistemine sahip olan ¢ok sayidaki polimerin birbiri icerisine girmesiyle olusan
yapilardir. Yar interpenetran hidrojel, bir bilesen ¢apraz bagl bir polimer iken diger
bilesen ¢apraz baglanmamis bir polimerden olugmaktadir. Bu yontemde, polimer ag
yapilarinin kalict olarak birbirine kenetlenmesiyle termodinamik uyumsuzluk ortadan
kalkabilmektedir. Bu jel tipinde, ¢apraz baglanmis bilesenlerin kilitli yapisinin,
hacim ve ylizey morfolojisinin stabilitesini sagladig disiiniilmektedir (Ahmed, 2015;
Singh ve ark., 2017).
4.6.2.4.2. Hidrojellerin konfigiirasyon temelli siniflandirilmasi

Hidrojellerin fiziksel yapilari ve kimyasal kompozisyonlarina dayali bir
siiflandirmadir.

e Amorf yapilar
e Yari-kristalize yapilar

e Kristalize yapilar (Ahmed, 2015; Singh ve ark., 2017).

4.6.2.4.3. Yiiklerine gore hidrojellerin siniflandirmasi

Hidrojellerin c¢apraz bagli zincirlerindeki kimyasal gruplarin yiikiine bagh
olarak siniflandirilmaktadir. Baslica bu gruplar notral hidrojeller, anyonik hidrojeller,
katyonik hidrojeller ve amfoterik hidrojellerdir (Gupta ve ark., 2002; Ahmed, 2015;
Singh ve ark., 2017).
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4.6.2.5. Hidrojellerin farmasotik kullanmim 6zellikleri

Yiiksek oranda su igerebildikleri i¢in dogal dokuya ¢ok benzer bir esneklige
sahiptirler. Ilaclarm veya besin maddeleri igin kontrollii salim saglamaktadir.
Biyolojik olarak uyumlu, biyolojik olarak pargalanabilir ve enjekte edilebilirler.
Hidrojeller pH, sicaklik veya metabolit konsantrasyonundaki degisiklikler gibi
uyaranlara cevap verebilmektedir. Bu tiir degisimleri algilama sonucu olarak igindeki
molekiilleri serbest birakma yetenegine sahiptir. Hidrojeller bir¢ok modifikasyona
acik yapilar oldugu i¢in ilag tasiyici sistemler olarak uygun ozelliklere sahiptirler
(Hoffman, 2002; Ahmed, 2015).

Diger bir yandan, yiiksek maliyetli olmalari, diisiik mekanik 6zellige sahip
olmalar1 olumsuz O6zellikleri arasinda yer almaktadir. Adherent yapida olmadiklar
icin sekonder bir kaplama gerekebilmektedir. Enjektabil hidrojel formlar1 i¢in
tromboz olusum riski bulunmaktadir. Sterilizasyon ve ila¢ yilikleme zorluguna
sahiptir (Hoffman, 2002; Ahmed, 2015).
4.6.2.6. Hidrojellerin ila¢ salim mekanizmalari
4.6.2.6.1. Difiizyon kontrollii salim sistemleri

Difilizyon kontrollii salim sistemi, en yaygin salim modellerinden biridir. Bu
sistemde bir reservuar ve bir matriks kisitm mevcuttur. Rezervuar sisteminde, ilag
polimerik bir zar ile gevrelenmis bir ¢ekirdek i¢inde kalir. Bu sistemden polimerik
membran yoluyla ilag salimi, Fick’in birinci diflizyon kanuna gore
gerceklesmektedir. Ilag saliminda hiz sinirlayict basamak polimerik membrandir
(Mishra ve ark., 2017). Sekil 20°de ilag salim mekanizmalar1 sematik olarak

gosterilmistir.
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POLIMERIK HIDROJEL POLIMERIK HIDROJEL

ILAC REZERVUARI
ILAC REZERVUARI

ZAMAN

—

HIDROJELIN POLIMERIK
CEKIRDEGINDEN ILAC
DIFUZYONU

POLIMERIK HIDROJEL
POLIMERIK HIDROJEL ICINDEKI ILAC
ICINDEKI ILAC

ZANMAN

>

POLIMERIK HIDROJEL MATRIKSINDEN
fLAC DIFUZYONU

Sekil 20. Hidrojellerden ilag salim mekanizmasi (Mishra ve ark., 2017).

Matriks sistemi, hidrojenin genel yapisinda ilacin homojen dagiliminm
icermektedir. Rezervuar tipi ile ilgili olarak; matriks sistemi, rezervuar sistemindeki
cekirdekten ziyade polimerik hidrojel i¢indeki makromolekiiler gézenekler yoluyla
ilac1 serbest birakirlar (Mishra ve ark., 2017).
4.6.2.6.2. Sisme kontrollii salim mekanizmasi

Sisme kontrollii mekanizmalarda ilacin difiizyonu hidrojelin genlesmesinden
daha hizlidir. Burada ilacin hidrojelden salinmasi, cihazin gerilmis hacmine 6nemli
6l¢iide baglidir (Mishra ve ark., 2017).
4.6.2.6.3. Kimyasal kontrollii salim mekanizmasi

Bu salim mekanizmasinda kimyasal reaksiyonlar rol almaktadir. Ilacin
sistemden salinmasi; polimerik zincir boliinmesi ile hidrolitik reaksiyonlar, enzimatik
bozunma tepkimesi veya polimerik ag ve salim ilac1 arasinda gerceklesen tersinir

veya geri doniisiimsiiz reaksiyonlar ile ilgilidir (Mishra ve ark., 2017).
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4.6.2.6. Hidrojellerin farmasotik uygulamalari

Tablo 6. Hidrojellerin farmasétik uygulamalari (Mishra ve ark., 2017).

kopolimer PEG

Hidrojel Sistem i¢inde Farmasotik uygulama Referans
yapiminda tasinan etken alam
kullamilan madde
polimerler
Kitozan ve Bevacizumab Okiiler ilag taginmasi Cross ve Dexter,
aljinat karisimi 1991.
Poliakrilik asit Vankomisin Antibiyotikler igin lokal Lee ve ark.,
ve jelatin hidrokloriir ilag taginmasi 2011.
Gentamisin siilfat
P(MAA-g-EG) Anti TNF-a Transmukozal tasinma | Balasubramanian
ve ve ark., 2010.
P(MAA-co-
NVP)
PEG grafth Siklosporin A Subkutanz taginma Noth ve ark.,
kitozan 2010.
Fitalil kitozan Siprofloksasin Pulmoner ilag tasinma Cabrera Pino ve
lizerine ark., 2011.

Kuarternize
kitozan ve PEG

Insiilin

Nasal ilag tasginma

Moura ve ark.,
2011.
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5. GEREC VE YONTEM

5.1. Arac ve Gerecler

5.1.1. Kullanmilan kimyasal maddeler ve sarf malzemeleri

Amfoterisin B
Amonyum persiilfat
Bovine serum albumine (BSA)
BrdU

BrdU

Dendrimer G5

Dimetil stilfoksit
Disodyum hidrojen fosfat
DMEM

Diklorometan

Elisa kit

Etanol (absolii)

Featal bovin serum

Biological Industries (USA)
Amresco (ABD)

BioShop (Kanada)

Merck (Almanya)
Biovision ( USA)

Sigma (ABD)

Sigma (ABD)

Merck (Almanya)

PAN Biotech (Almanya)
Merck (Almanya)

Enzo Life Sciences (USA)
Riedel de Haen (Almanya)
Sigma (ABD)

Rekombinant insan transforme edici bliylime faktorti beta-1 (rhTGF-1) Peprotech

(ABD)

Glasiyal asetik asit
Glisin

HEPES
Hidroklorik asit
Interlokin-2 (IL-2)
Interlokin-4 (1L-4)

E. Merck (Almanya)
Sigma (ABD)
Sigma (ABD)

Merck (Almanya)
Gibco (ABD)

Sino Biological (Cin)

Kitozan (medium molekiiler agirlik) Sigma (ABD)

L-Glutamin
MTT
Polivinil alkol

Polivinil alkol

Gibco (ABD)
Sigma (ABD)
Polysciences Inc (ABD)
Sigma (ABD)

Polilaktik-koglikolik asit (LA/GA ratio 50:50) RG503H Boehringer Ingelheim

(Almanya)

Penisilin-Streptomisin

Gibco (ABD)
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Potasyum dihidrojen fosfat Sigma (ABD)

Protein yiikleme boyast (2x) Novex (ABD)
Poliakrilamid jel elektroforez protein belirteci Invitrogen (ABD)
Poliakrilamid Fluka (Almanya)
RPMI 1640 Gibco (ABD)
Sodyum dodosil siilfat Fisher Scientific (Ingiltere)
Sodyum klortir Merck (Almanya)
Sodyum hidroksit Merck (Almanya)
Sitrik asit Sigma (ABD)
Tripsin- EDTA Gibco (ABD)
TEMED Sigma (ABD)
Trizma-base Sigma (ABD)
Tris-HCI Sigma (ABD)
2-B-Merkaptoetanol Fluka (Almanya)
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5.1.2. Kullanilan cihazlar

Calkalayici Su banyosu

Derin Dondurucu (-20 °C)
Derin Dondurucu (-80 °C)
Dikey Jel Elektroforez Cihazi
Distile Su Cihazi

El Homojenizatorii
Elektroforez Gii¢ Kaynagi
ELISA Okuyucu

Etuv

Etuv

Fluoresan Mikroskop

Dijital fotograf makinesi
Hassas Terazi

Horizontal Karistirici

Isitic1 Tabla

Invert Mikroskop

Jel Analiz Sistemi

JVC Spot Junior Kamera Sistemi
Karbondioksitli Etiiv
Laminar Akisli Doku Kiiltiirii Kabini
Liyofilizator Leybold,
Manyetik Karistirict
Mikropipet seti
Mikrosantrifiij

Biokiiler Mikroskop

Mili-Q Su Sistemi

Otoklav

Partikiil Ol¢iim Cihaz1

pH metre

Rota Evaporator

Santrifiij
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Niive ST 30 (Tiirkiye)
Argelik (Tiirkiye)

Nuar (ABD)

Bio-Rad (ABD)

GFL (Almanya)

Ika (Almanya)
EC-Techne (Ingiltere)
Bio-Rad (ABD)

Heraeus (Almanya)
Memmert (Almanya)
Olympus BX50 (Japonya)
Olympus (Japonya)
Shimadzu (Japonya)

Velp Scientifica (Gtalya)
Ika-Werk (Almanya)
Olympus BH40 (Japonya
Kodak 1D Dijital Science (ABD)
JVC (Japonya)

Sanyo (Japonya)
Holten-Safe 2000 (Danimarka)
Lyovac GT2 (Almanya)
Ika-Werk (Almanya)
Gilson (Fransa)

Hettich (Almanya)
Olympus (Japonya)
Milipore (ABD)
Kermanlar (Tiirkiye)
Malvern Nanosizer (Ingiltere)
Mettler Toledo (ABD)
Heildorf (ABD)

Hettich (Almanya)



Sogutmal1 Santrifiij

Sonik Banyo

Spektrofotometre

Taramal1 Elektron Mikroskobu
Terazi

U.V. Transilliiminator

Vertikal Karistirici

Diferansiyel Taramali1 Kalorimetre
Fourier Dontigsiimlii Kizilotesi

Spektroskopisi
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Eppendorf 5810R (Germany)
Sanyo (Japonya)

Shimadzu BioSpec-1601 (Japonya)
Carl ZEISS/EVO 40 (Almanya)
Sartorius (Almanya)

Vilber Lourmat (Fransa)

Velp Scientifica (Italya)

Setaram DSC 131( Fransa)
Thermo Nicolet IS10 (ABD)



5.1.3. Kullamilan hiicre hatlar:

NIH-3T3 fare embriyonal fibroblast hiicre hatti (ATCC CRL-1658)

HaCaT insan primer epidermal keratinosit hiicre hatti (ATCC PCS-200-011)

HT-2 fare Interldkin-2 bagimli T lenfosit hiicre hatti (ATCC CRL-1841)

Tez kapsaminda hazirlanan tiim formiilasyonlar, in vitro etkinligi ve
toksisitesi agisindan yukarida belirtilen hiicre hatlarinda degerlendirilmistir.
5.1.4.Besiyeri ve c¢ozeltiler

Tez kapsaminda kullanilan besiyeri ve tampon c¢ozeltilerin isimleri,
hazirlanmasi ve sterilizasyonu agagida belirtilmistir.
5.1.4.1. Besiyerleri

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium DMEM

500 ml DMEM (PAN) besiyerine 2,5 ml L-Glutamin, 5 ml penisilin-
streptomisin, amfoterisin 2,5 ml ve %10 fetal bovine serum eklenerek tamamlanmig
besiyeri hazirlandi ve in vitro ¢alismalarda bu besiyeri kullanildu.

Roswell Park Memorial Institute RPMI 1640
500 ml RPMI besiyerine 2,5 mM L-Glutamin, 5 ml penisilin-streptomisin,
amfoterisin 2,5 ml, 100-200 U/ ml Interlokin-2 (IL-2), 0,05 mM, 2-Merkaptoetanol
ve %10 fetal bovine serum eklenerek tamamlanmis besiyeri hazirlandi ve in vitro
caligmalarda bu besiyeri kullanildi.
5.1.4.2. Cozeltiler
PBS Tamponu (Fosfat-Sedyum Kloriir, BP, pH 7.4)

2,38 g Na;HPOQOy4, 0,190 g KH,PO4 ve 8 g NaCl tartilarak 800 mL bidistile
suda ¢oziindiiriildii daha sonra hacim 1000 mL’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢6zeltinin
pH degeri olciildii, asidik ise Nap;HPOy; bazik ise KH;PO, eklenerek pH 7,4’¢
ayarlandi. PBS tamponu, 121 OC, 1.2 atmosfer basing altinda 20 dakika otoklavda
tutularak sterilizasyon sonrasi +4 °C’ da muhafaza edildi.

Tripsin-EDTA Cozeltisi

% 0.05 (a/h) Tripsin

% 0.05 (a/h) EDTA

Tripsin-EDTA ¢ozeltisi, 0.22um por ¢apina sahip filtre kullanilarak sterilizasyon

sonrasi -20 °C” de muhafaza edildi.
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Sitrik asit Cozeltisi
10 mM sitrik asit ¢ozeltisi hazirlanir ve 1 N HCI ile pH 3’e ayarlanir.
Hazirlanan ¢ozelti 0.22 um por capina sahip filtreden geg¢irildi ve +4 °C’ de
muhafaza edildi.
1IN HCI Cozeltisi
%37’lik stok HCI ¢ozeltisinden 4,1 ml alinip steril bidistile su ile 50 ml’ye
tamamlandi.
10 N NaOH Cozelisi
20,41 g NaOH tartilip, steril bidistile su ile ¢oziilerek 50 ml’ye tamamlandi.
1,2 N NaOH; 0,5M HEPES Cozeltisi
30 ml steril bidistile suya yavasga 6 ml 10 N NaOH ¢ozeltisi eklenip
karistirildi. Daha sonra 5,95 g HEPES ilave edildi. lyice karigtirildiktan sonra steril
bidistile su ile hacim 50 ml’ye tamamlandi.
Akrilamid ve N,N’-Metilen Bisakrilamid (%630)
%29 (w/v) akrilamid
%1 (w/v) bisakrilamid
Akrilamid-N,N’-Metilen Bisakrilamid ¢ozeltisi pH degeri 7’ye ayarlanir. Oda
sicakliginda giin 15181indan korunarak saklanir.
Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) (%10)
10 g SDS
Cozelti oda sicakliginda saklanir.
Tris Tamponu
1,5M Tris-HCL pH 8,8
Konsantre HCL ile pH 8,8 ‘e ayarlanir, oda sicakliginda saklanir.
Tris-HCL Tamponu
1 M Tris-HCL pH 6,8
Konsantre HCL ile pH 6,8 ‘e ayarlanir, oda sicakliginda saklanir.
Amonyum Persiilfat (%10)
10 g Amonyum Persiilfat

Taze olarak hazirlanmalidir.
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Resolving Jel Cozeltisi (Ayirma Jeli)
%30 akrilamid

1,5M Tris-HCL (pH 8,8)

%10 SDS

%10 APS

TEMED

H,O

Stacking Jel Cozeltisi ( Yiikleme Jeli)
%30 akrilamid

1 M Tris-HCL ( pH 6,8)

%10 SDS

%10 APS

TEMED

H,O

Tris-Glisin Elektroforez Tamponu (pH 8,3)
25 mM Tris

250 mM glisin ( pH 8,3)

%0,1 SDS

+4°C’ de saklanir. Kullanilacagi zaman oda sicakligina getirilip 5 kez sulandirilir.
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5.2. Yontem
5.2.1. Rekombinant insan TGF-B1 proteinin rekonstitiisyonu

Rekombinant insan TGF-B1 proteini (rhTGF-B1) (Katalog no. 100-21;
Peprotech, USA), tez kapsaminda hazirlanan formiilasyonlar i¢in satin alinmistir.
Liyofilize TGF-B1 iiretici firmanin protokoliine gore hazirlandi ve uzun siireli
saklama igin -80 °C'de saklanmstir. Ozetle, liyofilize TGF-B1 viali agilmadan dnce
santrifiijlendi. % 0.1 a/h sigir serum alblimini (BSA; Katalog no. 0332; Amresco,
Inc. Solon, OH) igeren 1000 uL steril 10 mM sitrik asit pH 3,0 olacak sekilde aktive
edilmistir. Bu 100 pg / ml ¢ozelti, her biri 5 pg iceren 50 pl'lik yirmi ependorfa
boliinmiistiir ve -80 °C'ye depolanmistir. TGF-f1 kullanilmadan 6nce, ependorf buz
icinde ¢oziindiirillerek gerekli hacim, fosfat tamponu (PBS; pH 7,4) kullanilarak
hazirlanmustir.
5.2.2. Rekonstitiie edilen TGF-p1 proteinin kontrolleri
5.2.2.1. Sodyum dodesil siilfat (SDS)-poliakrilamid jel elektroforezi

Transforme edici biiyime faktori (TGF-f1) 25 kDa molekiiler agirligina
sahiptir, alikotlanmasi sirasinda bovine serum albumin (BSA 66 kDa) stabilizan
olarak eklenmis ve stoklanmistir. rhnTGF-B1 proteini formiilasyonlara eklenmeden
once rekonstitiie protein molekiil agirligi ve stabilite agisindan standart protein
marker ile %12’lik Akrilamid-N,N-metilen bisakrilamid SDS-PAGE yo6ntemi ile
degerlendirilmistir. rhTGF-B1 proteini 2 pg olmak iizere igerisindeki BSA varligimni
da gostermek icin 1, 2 ve 5 pg BSA 2x yiikleme boyasi ile jel kuyularma
yiiklenmistir. 120 volt 50 mA 90 dakika boyunca jelde yiiriitiilmiistiir. Daha sonra bir
gece jel boyasinda bekletilmistir. Ertesi giin asetik asit-su karisimindan olusan ¢6zelti
ile 2 saatte bir taze ¢ozelti koyularak jel boyadan arindirilincaya kadar ¢alkalamaya
birakilmigtir. Boyadan arindirildiktan sonra jel goriintiilemesi gergeklestirilmistir.
5.2.2.2. TGF-B1 biyoaktivite kontrolii

TGF-B1 biyoaktivitesi, IL-4 bagimli HT-2 hiicre hatt1 inhibisyon deneyi
kullanilarak degerlendirilmigtir. HT-2 hiicreleri (CRL-1841, ATCC, Manassas, VA)
RPMI 1640 besiyeri ile 2x10° hiicre/ml olacak sekilde siispande edilmistir. 96
kuyucuklu plakada, her kuyuya 50 ul besiyeri ilave edildikten sonra % 0,1 BSA
igeren 25 ul TGF-B1 standardi; 50-0,0005 ng/ml araliginda seyreltilerek eklenmistir.
Son olarak, her bir kuyuya IL-4 (15 ng/ml) icerek sekilde 50 ml HT-2 hiicre
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stispansiyonu ilave edildi ve plaka % 5 CO; 37 °C'de 72 saat inkiibe edilmistir. 72
saat sonra inkiibatorden ¢ikarilan plakaya kuyu bagina 20 pl CellTiter-Blue reajani
eklenmistir. Daha sonra 4 saat boyunca % 5 CO, 37 °C'de bekletildi ve sonrasinda
560/590 nm dalda boylarinda spektrofotometrik olarak okunmustur (Jaklenec ve ark.,
2008). TGF-B1 eklenmemis IL-4 ekli kuyular pozitif kontrol, sadece hiicre ve
besiyeri igeren kuyular ise kontrol grubu olarak degerlendirilmistir. Hiicre canliligi
belirtildigi gibi CellTiter-Blue canlilik testindeki protokole gore yapilmistir
(Promega, Madison, W1).
5.2.3. rhTGF-B1 ait standart egrinin hazirlanmasi

TGF-B1’in ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) yontemine ait
standart egrisinin hazirlanmas: i¢in, kitin ig¢inde yer alan TGF-Bl standardi
kullanilmigtir. Protokole gore diliisyon yontemi ile hazirlanan standartlarda diliisyon
tamponu olarak kit iginde yer alan Assay Buffer 13 kullanilmistir. Baslangigta kit
icinde bulunan standardin konsantrasyonu 10000 pg/ml’dir. Toplam hacim 0,25
ml’dir. 2500 pg/250 pl igeren tiipten 100 ul almip 1000 pl’ye Assay Buffer 13 ile
tamamlanmistir. Boylece 1000 pg/ul  konsantrasyonunda birinci  standart
olusturulmustur. Diger standartlar Assay buffer 13 kullanilarak seri diliisyonla
hazirlanmistir. Seyreltilmemis TGF-B1 stok ¢o6zelti en yiiksek konsantrasyonlu
standart iken (1000 pg/ml), 6 nolu standart en diisiik konsantrasyonlu (31,25 pg/ml)
standardi olusturmaktadir (Sekil 21). Hazirlanan standart ¢ozeltiler ELISA yontemi
ile miktar tayini 450 nm dalga boyunda ELISA okuyucu ile okunarak TGF-B1’e ait
standart egri olugturulmustur.

100 S0 S00pl 500

aYaTaYaTe
0O &0 |66 ©

r---
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3125 pol

Sekil 21. Diliisyon yontemi ile TGF-B1°¢ ait standart egrinin hazirlanmas.
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5.2.4. TGF-B1 iceren in vitro salim ve enkapsiilasyon o6rneklerinin aktivasyonu

Formiilasyonlardan elde edilen in vitro salim 6rneklerindeki TGF-B1 protein
miktarlar1 ELISA yontemi ile hesaplanmistir. ELISA yapilmadan once ilgili
protokole gore toplanan siipernatantlarin protein aktivasyonuna gereksinim
duyulmustur. In vitro salim 6rneklerinden alinan 100 pl siipernatanta 20 ul 1N HCl
eklenmis ve pipetaj yardimui ile iyice karistirildiktan sonra 10 dakika oda sicakliginda
inkiibe edilmistir. Daha sonra nétralizasyon amaci ile 20 pl 1,2 N NaOH / 0,5 M
HEPES karisimi eklenip pipetaj ile karistirilmistir. ELISA protokoliinde belirtildigi
gibi ornek diliisyonu 1:1,4 haline getirilmistir fakat deney prosediirii i¢in 1:2
diliisyonuna ihtiya¢ duyulmaktadir. Bunun i¢in 140 pl olan 6rnek hacmine 140 ul
Assay buffer 13 eklenerek final diliisyon orani 1:2,8 yapilmistir. Kit prosediiriinde
belirtilen bu dilisyon oramiyla ELISA sirasinda matriksden araya girebilecek
safsizliklarin elimine edildigi belirtilmistir (TGF-p1 ELISA kit Enzo, Katalog no:
ADI-900-155).
5.2.5. rhTGF-B1 iceren farmasotik dozaj formlarmmin hazirlanmas1 ve
karakterizasyonu
5.2.5.1. PLGA nanopartikiillerin hazirlanmasi

PLGA (PLGA; 50:50 laktik:glikolid; viskosite 0,32-0,44 dL/g; molekiiler
agirh@: 24,000-38,000 Da) nanopartikiilleri ikili emiilsiyon ¢dziicii buharlagtirma
metodu (su/yag/su) ile hazirlanmistir. %1-5 PLGA, 2 ml diklorometan (DCM)
icerisinde ¢Oziindiiriilmiistiir. Bu karigim igerisine 100 pul olacak sekilde PBS ile
tamamlanan % 0,1 BSA iceren 1 pug/10 pl TGF-B1 ilave edilerek ve bir dakika
boyunca homojenize edilmistir (s/y). Bu karisim %1°’lik 50 ml PVA ¢ozeltisi
icerisine dokiilip tekrar 1 dakika homojenize edilerek ikili emiilsiyon
olusturulmustur (s/ y/ s). Dispers sistemden, fazla miktardaki DCM'yi uzaklastirmak
icin 4 saat boyunca manyetik karistiricida karistirilmistir. Nanopartikiiller (NP),
12,000 rpm'de 20 dakika siireyle +4° C’de santrifiijlenmistir. Siipernatantlar
enkapsiilasyon etkinligini hesaplamak i¢in ayrildi ve -20° C’ye kaldirilmistir. Daha
sonra NP'ler li¢ kez steril bidistile su ile yikandi ve 48 saat liyofilize edilmistir.
(Lyovac GT 2E, Steris, Almanya). Protein igermeyen nanopartikiiller ayni proses ile

hazirlanmis olup, igerisine protein yerine 100 ul PBS eklenmistir. Hazirlanan
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nanopartikiil formiilasyonlar1 Tablo 7 de verilmistir (Jaklenec ve ark., 2008;
Makadia ve Siegel, 2011).

Tablo 7. PLGA nanopartikiillerin formiilasyonlar1 (n=3).

Formiilasyon PLGA % PVA % TGF-B1
kodu konsantrasyonu

A %1 %1 -
B %1 %1 0,1pg/ul
C %2 %1 -
D %?2 %1 0,1pug/ul
E %3 %1 -
F %3 %1 0,1pug/ul
G %4 %1 -
H %4 %1 0,1pg/ul
| %5 %1 -
J %5 %1 0,1pg/ul

5.2.5.2. Hazirlanan PLGA nanopartikiillerin karakterizasyonu
5.2.5.2.1. PLGA nanopartikiillerin boyut, zeta potansiyal ve polidispers indeksi
Nanopartikiillerin zeta potansiyeli, boyutu ve polidispersite indeks (PDI)
dlgiimleri, Zetasizer nano zs (Malvern Instruments, Ingiltere) kullanilarak deiyonize
su igerisinde 25 ° C'de yapilmistir. Tiim 6l¢timler ti¢ kez tekrarlanmistir (Lim ve ark.,
2013; Huang ve Zhang, 2018).
5.2.5.2.2. TGF-B1 iceren PLGA nanopartikiillerin verimi
TGF-B1 igeren PLGA nanopatikiillerin ylizde verimi asagida belirtilen
denklem kullanilarak hesaplanmistir. Nanopartikiiller n=3 olarak ortalama verim ve
standart sapma belirlenmistir (De Moraes Profirio ve Benedito Teixeira Pessine,
2018).

Elde edilen nanopartikiul miktari
Eklenen tim polimer ve protein miktari

Nanopartikiil verimi % =100 X

5.2.5.2.3. PLGA nanopartikiillerin enkapsiilasyon etkinligi
Enkapsiilasyon etkinligi, nanopartikiillerin santrifiijlenme sirasinda elde
edilen silipernatanttaki enkapsiile olmayan protein miktarinin TGF-B1 ELISA

(Enzyme-linked Immunoassay) yontemi ile (Enzo Life Sciences) ii¢ paralelli sekilde
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hesaplanmistir.  Nanopartikiillerin ~ ¢oktiirme islemi sirasinda elde edilen
stipernatantlar bir ependorf tiipe alinip -20° C’de saklanmistir. Daha sonra ELISA
yontemi ile enkapsiilasyon etkinligi hesaplanmistir (Jaklenec ve ark., 2008; De

Moraes Profirio ve Benedito Teixeira Pessine, 2018).

Nanopartikil icindeki TGF—1 miktart
Eklenen TGF—f1 miktart

Enkapsiilasyon etkinligi= 100 X

5.2.5.2.4. PLGA nanopartikiillerin taramal elektron mikroskop analizi

Nanopartikiillerin ylizey morfolojisi taramali elektron mikroskop analizi ile
gozlemlenmistir (SEM) (Carl ZEISS/ EVO 40 / Almanya). Bir miktar nanopartikiil
metalik bir yiizeye yerlestirildi, daha sonra altin paladyum bir tabaka ile vakum
altinda kaplanmigtir. 10 kV'de 6lgtimler yapilmigtir (Hu ve ark., 2019).
5.2.5.2.5. PLGA nanopartikiillerin fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi
(FT-IR)

Kullanilan polimerlerin ve etkin maddenin yapisinda yer alan gruplarin
belirlenmesi i¢in kizilotesi spektrumu ¢ekilmistir. Hazirlanan formiilasyonlar
oncelikle liyofilize edilmistir. Daha sonra PLGA polimerinin, protein igeren ve
icermeyen PLGA nanopartikiillerinin ve TGF-B1 proteinin FT-IR (Thermo Nicolet
[S10, ABD) spektrumu yapilmistir. IR spektrumundaki gesitli pikler, yapilarinda
bulunan farkli gruplarin varligr agisindan yorumlanmistir (Sun ve ark., 2015).
5.2.5.2.6. PLGA nanopartikiillerin diferansiyel taramal kolorimetrik (DSC)
analizi

Nanopartikiillerin i¢indeki rhTGF-B1'in fiziksel durumunu karakterize etmek
ve gecimliliklerini gostermek igin diferansiyel taramali kalorimetri (Setaram 131,
Setaram Enstriimantasyonu) analizi yapilmistir. Yaklasik 6 mg numune tartilarak
aliminyum bir kaba alindi ve 5 °C /dk 'lik bir 1sitma hizinda 25 ile 100 °C tarama
sicakliginda analiz edilmistir (Sun ve ark., 2015).
5.2.5.2.7. PLGA nanopartikiillerin in vitro salim ¢alismalari

TGF-B1 salimi igin 10 ng thTGF-B1 igeren PLGA nanopartikiiller tartildi ve 1
ml PBS (pH: 7.4) tamponunda 37 °C’lik su banyosunda 30 giin boyunca numuneler
toplanmistir. Ornekleme zamanlarinda, numuneler 15 dakika boyunca 14000 rpm'de
santrifiijlenmis, siipernatantlar alinip -20 °C'de depolanmistir ve taze PBS eklenerek
bir sonraki o6rnek alim zamanma kadar inkiibasyona devam edilmistir.

Nanopartikiillerden salinan rthTGF-B1 miktarlar1 ELISA kit (Enzo Life Sciences,
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ABD) kullanilarak belirlenmistir. Tiim numuneler ii¢ paralelli yapilmistir ve standart
sapmalar hesaplanmistir (Vaidya, 2012).
5.2.5.2.8. Nanopartikiillerinin in vitro biyoadezyon ¢alismalar:

Nanopartikiillerin biyoadezyonu, Kockisch ve Sezer’in ¢alismalarinda
belirttigi yontem modifiye edilerek belirlenmistir (Kockisch ve ark., 2003; Sezer ve
ark., 2008). Olgiimler, p10 perspeks probu (R: 10 mm, temas alani: 0.785 cm? 5
kg’lik yiik ayar1) ile TA-XT Plus Doku Analiz Cihaz1 (Stable Micro Systems,
Ingiltere) kullanilarak belirlenmistir. Taze tavuk sirt derisi yag ve zarindan
temizlenerek doku modeli olarak kullanilmistir. Kesilen tavuk derileri testten dnce 37
°C’de inkiibe edilmistir. Her Ol¢iim taze tavuk derileri ile yapilmistir. 5 mg
nanopartikiil tartildi ve ¢ift tarafli yapiskan bant ile probun alt ylizeyine
tutturulmustur. Probun nanopartikiil kaplh alt yiizeyi, 1 mm / s sabit hiz ve 1.0 N sabit
kuvvetle doku yiizeyine uygulanmistir. iki dakikalik temas siiresinden sonra, prob
ayni sabit hizda dikey yonde ¢ekilmistir. Veriler, Texture Exponent 4.0.4.0 yazilimi
kullanilarak hesaplanmistir. Egrinin (AUC) altindaki alan biyoadezyon isini
vermektedir, birimi mJ (N x mm) diir ve 1 cm®ye diisen biyoadezyon isini

hesaplamak i¢in agsagidaki formiil kullanilmistir. Her 6l¢iim ti¢ kez tekrarlanmistir.

Kuvvet(N)

.-Biyoadeziflik
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Sekil 22. Nanopartikiillerde biyoadezyon tayinine ait grafik.

Adezyon isi (mJ. cm?)=AUC/ (nr?)
ar? : Jelin temas ettigi mukozal yiizey

AUC: Biyoadezyon grafigi altinda kalan alan
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Resim 1. Texture cihazi ile PLGA nanopartikiillerin biyoadezyon 6lgimii.

5.2.6. PVA/Kitozan hidrojellerin hazirlanmasi ve karakterizasyonu
5.2.6.1. PVA/Kitozan hidrojellerin hazirlanmasi
Farkli PVA konsantrasyonlar1 (a/h) ve sabit % 2.5’luk (a/h) kitozan
konsantrasyonu ile (PVA:Kitozan) 1:4 (h/h) hacim oraninda karistirilarak toplam
hacim 50 ml olacak sekilde, Polivinil alkol/Kitozan (PVA/Kitozan) hidrojelleri
dondurma-¢oziindiirme yontemi ile hazirlanmistir. Bu yontemde jellesme -20 °C'de
kristalize olan PVA’nin hidroksil gruplar ile kitozanin amin gruplarinin ¢apraz bag
olusturmasiyla gergeklesmektedir. PVA gerekli miktarlarda tartilip 10 ml steril
bidistile su icerisinde 80-90° C sicaklikta ¢Oziindurilmiistiir. Kitozan ¢ozeltisinin
konsantrasyonu % 2.5 (a/h) olacak sekilde glasiyel asetik asit ile hazirlanmistir. PVA
cozeltisi kitozan ¢ozeltisine ilave edilerek magnetik karistiricida 3 saat karigtirilarak
homojen bir jelasyon saglanmistir. Hazirlanan formiilasyonlar 12 saat boyunca - 20 °
C'de daha sonra 6 saat boyunca oda sicakliginda (25 °C) tutularak bir dondur-¢6z
dongiisti gerceklestirilmistir. Bu proses, iki siklus olarak yapilmistir (Yang ve ark.,
2018).
5.2.6.2. PLGA nanopartikiil iceren PVA/Kitozan hidrojellerin hazirlanmasi
PLGA nanopartikiil igeren PVA/kitozan hidrojel formiilasyonlar1 benzer

metod ile hazirlanmistir. Hazirlanan hidrojellere dondurma-¢6ziindiirme siklusundan
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once 100 mg nanopartikiil eklenmistir. PLGA nanopartikiil iceren 50 ml hacmindeki
jel 20 saniye homojenize edilip, 12 saat boyunca - 20 ° C'de daha sonra 6 saat
boyunca oda sicakliginda (25 °C) tutularak iki siklus seklinde hidrojel olusumu
saglanmistir. Hazirlanan hidrojeller +4¢ C’de saklanmustir (Liu ve ark., 2007).

Hidrojel formiilasyonlar1 Tablo 8'de verilmistir.

Tablo 8. PVA/Kitozan hidrojel formiilasyonlar1 (n=3).

Formiilasyon kodu | PVA% (a/h) Kitozan % PLGA np iceren
(a/h) formiilasyonlar

H1 % 2.5 % 2.5 -

H2 % 5.0 % 2.5 -

H3 % 10 % 2.5 -

H4 - % 2.5 -

H5 % 10 % 2.5 +

5.2.6.3. PVA/Kitozan hidrojellerin karakterizasyonu
5.2.6.3.1. PVA/Kitozan hidrojellerin fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi
(FT-IR)

Tiim formiilasyonlar liyofilize edildikten sonra FTIR spektrumu yapilmaistir.
PVA, kitozan ve hidrojel formiilasyonlarinin yapisinda yer alan kimyasal gruplarin
analizi gergeklestirilmistir. IR spektrumundaki ¢esitli pikler, farkli gruplarin varlig
acisindan grafik tizerinden yorumlanmistir (Moura ve ark., 2014).
5.2.6.3.2. PVA/Kitozan hidrojellerin taramah elektron mikroskop analizi

Hidrojellerin morfolojisi taramali elektron mikroskopisi (SEM) (Carl ZEISS /
EVO 40/Almanya) ile gdzlemlenmistir. Bir miktar liyofilize hidrojel 6rnegi metalik
bir yiizeye yerlestirilmistir ve daha sonra altin paladyum bir tabaka ile vakum altinda
kaplanarak 5-10 kV'de 6l¢iimler yapilmistir (Figueroa-Pizano ve ark., 2018).
5.2.6.3.3 PVA/Kitozan hidrojellerin su tutma kapasitesi

Hidrojellerin sisme profili jel iyonizasyonuna ve iyonik giice baglhidir. Sisme
caligmalar1 PBS pH: 7.4 tamponu ile 0, 5, 10, 15, 30, 45, 60 ve 90’inc1 dakikalarda

gravimetrik olarak yapilmistir. Yaklagik bir gram hidrojel tartilir ve belirtilen zaman
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araliklarinda 1 ml PBS hidrojelin {izerine mikropipet yardimiyla ilave edilmistir.
Belirli siirelerin sonunda, fazla su kurutma kagidiyla ¢ikarilip ve tekrar tartilmistir.
Hidrojelin su tutma kapasitesi, agirlik farki ile hesaplanmistir. Bu deney hem
nanopartikiil igermeyen hem de PLGA nanopartikiil igeren hidrojel formiilasyonlari
icin yapilmigtir. Deneyler 3 kez tekrarlanmistir. Su tutma kapasitesi asagidaki formiil
ile hesaplanmustir (Sezer ve ark., 2008).

(%) Su tutma kapasitesi = ((W¢-Wy) / W) x 100

W=t anindaki hidrojel formiilasyonunun agirligi
W= Baslangigtaki hidrojel formiilasyonunun agirligi
5.2.6.3.4. PVA/Kitozan hidrojellerin in vitro salim ¢alismalari
PV A/Kitozan hidrojellerde yapilan su tutma kapasitesi ¢caligsmasi, hidrojellerin
mekanik ve biyoadezyon Ozelliklerinin degerlendirilmesi sonucu H3 kodlu (%10
(a/h) PVA:%2,5 kitozan (a/h)) hidrojel formiilasyonu belirlenmis ve PVA/Kitozan
hidrojel (1:4; h/h) 1ml hazirlanmistir. 5.2.6.2.’de belirtilen yonteme gore H3 kodlu
hidrojelin igerisine 10 mg F (%3 PLGA) kodlu PLGA nanopartikiiller eklenmistir.
Iki siklus dondurma-¢oziindiirme ydntemi ile H5 kodlu (PLGA nanopartikiil igeren
PVA/Kitozan) hidrojeli olusturulmustur ve in vitro salim ¢alismas1 yapilmistir. 10 ng
TGF-B1 igeren PLGA nanopartikiilli PVA/kitozan hidrojel tartildi ve tizerine 1 ml
PBS pH 7.4 tamponu eklenerek 37 °C’lik su banyosunda sirasiyla 1, 2, 3, 7, 10 ve
15. giinlerde drnekler toplanmistir. Ornekleme zamanlarida, numuneler 10 dakika
boyunca 14000 rpm'de santrifiijlenmis, siipernatantlar alinip -20 °C'de saklanmistir
ve taze PBS eklenerek bir sonraki 6rnek alim zamanina kadar inkiibasyona devam
edilmistir. Hidrojellerden salinan rhTGF-f1 miktarlar1 ELISA kit (Enzo Life
Sciences, ABD) kullanilarak hesaplanmistir. Deneyler lic kez tekrarlanmistir ve
standart sapmalar hesaplanmistir (Wu ve ark., 2004; DeFail ve ark., 2006).
5.2.6.3.5. PVA/Kitozan hidrojellerin in vitro biyoadezyon ¢alismalari
Hidrojellerin deriye yapigma giiciliniin degerlendirilmesi amaciyla yapilan bir
analizdir. Biyoadezyon c¢alismalart TA-XT Texture analiz cihazi ile p0.5 perspeks
probu (12.5 mm ¢ap) kullanilarak yapilmistir ve ¢alismalarda taze tavuk sirt derisi

yag ve debrislerinden arindirilarak doku modeli olarak kullanilmistir. Kesilen tavuk
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derisi p0.5 perspeks probunun alt yiizeyine tutturulmustur. Hidrojeller esit
miktarlarda tartilarak 6 kuyucuklu plakalara yerlestirilmistir. Hava kabarciklarini
uzaklagtirmak ic¢in formilasyonlarin oda sicakliginda beklemesi saglanmistir.
Veriler, Texture Exponent 4.0.4.0 yazilimi kullanilarak hesaplanmistir. Egrinin
(AUC) altindaki alan biyoadezyon isini vermektedir, birimi mJ (N x mm) diir ve 1
cm®ye diisen biyoadezyon isini hesaplamak icin asagidaki formiil kullanilmustir. Her
Ol¢tim ii¢ kez tekrarlanmustir. Test parametreleri asagidaki gibidir (Cevher ve ark.,
2008):

Test Oncesi ve sirasinda probun hizi 0,1 mm/sn
Test sonrasi probun hiz1 0,2 mm/sn
Uygulanan kuvvet 0,500 N
Probun jele batma mesafesi 15 mm
Hidrojel ile derinin temas siiresi 120 sn
Teste baglamak i¢in gereken kuvvet 0,01 N

Formiilasyonlarin  biyoadezif o6zelliginin hesaplanmasinda asagidaki formiil
kullanilmistir:

Adezyon isi (mJ. cm?)=AUC/ (nr?)

mr? : Jelin temas ettigi mukozal yiizey

AUC: Biyoadezyon grafigi altinda kalan alan

Kuvvet (N) 1 2

_-Biyoadeziflik
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Sekil 23. Hidrojellerde biyoadezyon tayinine ait grafik.
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5.2.6.3.6. PVA/Kitozan hidrojellerin mekanik ézellikleri
Formiilasyonlarin mekanik 6zellikleri, p10 perspeks probu (10 mm ¢ap ve 5
kg yiik hiicresi) ile TA-XT Plus Texture analizi (Stable Micro Systems, UK)

kullanilarak belirlenmistir. TPA test parametreleri asagidaki gibi ayarlanmustir:

Test dncesi/sonrasi probun hizi 2 mm/sn
Test esnasindaki probun hizi 2 mm/sn
Probun jele batma mesafesi 15 mm
Probun ikinci batmadan 6nce bekleme siiresi 2sn
Teste baglamak i¢in gereken kuvvet 0, 010 N.

Hidrojel formiilasyonlari, sabit yiiksekligi 8 cm ve hacmi 50 ml olan plastik
beherlere alinmistir. Ultrasonik su banyosunda, hava kabarciklar: 30 dakika boyunca
25 °C'de uzaklagtirllmigtir. Veriler Texture Exponent 4.0.4.0 yazilimi kullanilarak
hesaplanmugtir. Kuvvet-zaman grafigine bagli olarak, hidrojellerin sertlik, adeziflik
ve kohesiflik gibi bircok mekanik 6zelligi hesaplanmustir (Cevher ve ark., 2008).

a. Hidrojellerde sertlik tayini

Sertlik, hidrojelde deformasyon olusturmak igin gereksinim duyulan kuvvet
veya en yiiksek tepe kuvveti olarak tanimlanmistir. Formiilasyonlarin 6lgiimleri ile
elde edilen grafikler ile hesaplamalar yapilmistir. Deneyler ii¢ kez tekrarlanmigtir
(Bektas ve ark., 2014).

i 23‘ Zfl ‘ 3:)‘ 35'
Zaman(sn)

Sekil 24. Hidrojellerde sertlik tayinine ait grafik.
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b. Hidrojellerde adeziflik tayini

Adeziflik, negatif kuvvet alanidir ve jelin yiizeyi ile probun yiizeyi arasindaki
¢ekme kuvvetini  yenmek igin  gerekli isi tamimlamaktadir.  Hidrojel
formiilasyonlarinin olgtimleri ile elde edilen grafikler ile sonuglar elde edilerek

hesaplamalar yapilmistir. Deneyler ii¢ kez tekrarlanmistir (Bektas ve ark., 2014).

Kuvvet(N) 2 3 4 6
Uusoq

0,050

0,045+

0,040

0,035

___ Adenflik ‘ v i i ,
g i 20 EL 0 s
s W Zaman(sn)

Sekil 25. Hidrojellerde adeziflik tayinine ait grafik.
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c. Hidrojellerde koheziflik tayini

Koheziflik, ikinci sikigtirma sirasinda olusan kuvvet zaman egrisinin altindaki
alanin, iyilesme siiresi ile ayrilmis ilk sikistirma sirasinda olusan alana orani olarak
tanimlanmistir. Formiilasyonlar 3 paralelli olarak hazirlanmistir ve elde edilen

verilerin gerekli hesaplamalar1 yapilmistir (Bektas ve ark., 2014).

AUC (4-6)

Koheziflik=
AUC (1-3)

AUC: Egri altindaki grafik alani
AUC (4-6): N x mm (mJ)
AUC (1-3): N x mm (mJ)
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Sekil 26. Hidrojellerde koheziflik tayinine ait grafik.

d. Hidrojellerde elastikiyet tayini

Probun ikinci kez hidrojele batma siirecinde yapisal deformasyonun
maksimum seviyede olmasi i¢in gecen siirenin, probun hidrojele ilk kez batarak
olusturdugu yapisal deformasyon i¢in gecen siireye orani olarak hesaplanmistir.

Formiilasyonlar 3 paralelli olarak hazirlanmistir (Bektas ve ark., 2014).

. Zaman (4—6)
Elastikiyet= Z

aman (1-3)
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Sekil 27. Hidrojellerde elastikiyet tayinine ait grafik.

5.2.6.3.7. PVA/Kitozan hidrojellerin viskozite 6l¢iimleri

Hidrojeller 50 ml'lik plastik beherlerde hazirlanmis olup, viskozite dl¢timleri
48 saat sonra yapilmistir. Hava kabarciklarini ortadan kaldirmak igin ultrasonik bir
su banyosunda bekletilmistir. Viskozite calismalari, 25 °C'de Brookfield DV-E
viskozimetre (6 nolu prob, 30 rpm) kullanilarak yapilmistir. Her ornek ii¢ kez
tekrarlandi ve ii¢ Ol¢limiin ortalamasi hesaplanarak veriler sunulmustur (Amri ve
ark., 2019).
5.2.7. PAMAM/PVA hidrojellerin hazirlanmasi ve karakterizasyonu
5.2.7.1. PAMAM/PVA hidrojellerin hazirlanmasi

PAMAM Dendrimer G5’in ( jenerasyon 5) molekiiler agirhigi: 28825 Da’dir
(g/mol). Cap1 54 A° ‘dur. Terminal yizey grubu olan (-NH2) 128 tanedir.
PAMAM/PVA hidrojel formiilasyonlar i¢in, bir miktar PVA 90 °© C’ye 1sitilarak
%10’luk (a/h) PVA ¢ozelisi hazirlanmistir. Diger yandan, metanol igerisindeki G5-
NH, PAMAM dendrimerden 63 ul alinip steril bidistile su ile 500 ul’ye
tamamlanmistir. %10’luk (a/h) konsantrasyonunda hazirlanan PAMAM dendrimer
soliisyonu hacimsel olarak farkli oranlarda sirasiyla (PAMAM/PVA; h/h) 1:2, 1:3 ve
sadece PVA olmak iizere formiilasyonlar olusturulmustur. 12 kuyucuklu plakalardaa
hazirlanan formiilasyonlar 5 dakika boyunca magnetik karistiricida karistirildiktan

sonra 23 saat boyunca - 20 °C' de daha sonra 1 saat boyunca oda sicakliginda (25 °C)
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tutulmustur ve bu siklus {i¢ kez tekrarlanmistir. Dondurma-¢oziindiirme yontemi ile
hidrojel olusumu saglanmistir. Hazirlanan hidrojellerin formiilasyon bilgileri Tablo
9’da verilmistir (Wu ve ark., 2004).

Tablo 9. PAMAM/PVA hidrojellerin formiilasyonu(n=3).

Formiilasyon PAMAM PVA PAMAM PVA TGF-p1
kodu Konsantrasyonu | Konsantrasyonu | hacimsel | hacimsel | miktari
orani orani
F1 %10 %10 1 2 1.5 nug
F2 %10 %10 1 3 1.5 nug
F3 - %10 0 4 1.5 ug
F4 %10 %10 1 2 -
F5 %10 %10 1 3 -
F6 - %10 0 4 -

5.2.7.2. PAMAM/PVA hidrojellerin karakterizasyonu
5.2.7.2.1. PAMAM/PVA hidrojellerin FT-IR spektroskopisi

Tiim formiilasyonlar liyofilize edildikten sonra FT-IR spektrumu yapilmigstir.
IR spektrumundaki cesitli pikler, farkli gruplarin varligi agisindan grafik {izerinden
yorumlanmistir (Wu ve ark., 2004).
5.2.7.2.2. PAMAM/PVA hidrojellerin su tutma kapasitesi

Hidrojellerin su tutma kapasitesi jelin iyonizasyonuna ve g¢apraz baglanma
oranma baghdir. Sisme g¢alismalar1 PBS pH: 7.4 tamponu ile gravimetrik olarak
yapilmistir. Yaklasik bir gram hidrojel tartilir ve belirtilen zaman araliklarinda 1 ml
PBS hidrojelin iizerine mikropipet yardimiyla ilave edilmistir. Belirli siirelerin
sonunda, fazla su kurutma kagidiyla ¢ikarilip ve tekrar tartilmistir. Hidrojelin su
tutma kapasitesi, agirlik farki ile hesaplanmistir. Bu deney tiim hidrojel

formiilasyonlar1 i¢in gergeklestirilmistir. Her formiilasyon i¢in 3 kez tekrarlanmaistir.
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Su tutma kapasitesi asagidaki formiil ile hesaplanmistir.
(%) Su tutma kapasitesi = ((W-Wy) / W) x 100

W1= t anindaki hidrojel formiilasyonunun agirligi
W= Baslangigtaki hidrojel formiilasyonunun agirlig1 (Sezer ve ark., 2008)
5.2.7.2.3. PAMAM/PVA hidrojellerin in vitro salim ¢alismasi

500 pg rhTGF-B1 icerecek sekilde PAMAM/PVA hidrojelleri tartildi ve
tizerine 1 ml PBS pH: 7,4 tamponu eklenerek 37 °C’lik su banyosunda sirasiyla 1, 2,
3, 7, 10 ve 15. giinlerde 6rnekler toplanmistir. Ornekleme zamanlarinda, numuneler
10 dakika boyunca 14000 rpm'de santrifiijlenmis, siipernatantlar alinip -20 °C'de
saklanmistir ve taze PBS eklenerek bir sonraki o6rnek alim zamanina kadar
inkiibasyona devam edilmistir. Hidrojellerden salinan thTGF-B1 miktarlart ELISA
kit (Enzo Life Sciences, ABD) kullanilarak belirlenmistir. Deneyler ii¢ kez
tekrarlanmigtir ve standart sapmalar hesaplanmistir (Wu ve ark., 2004; DeFail ve
ark., 2006).

5.2.8. Hiicre Kkiiltiirii calismalar:
5.2.8.1. Hiicre canlihgi deneyi (MTT testi)

Hazirlanan nanopartikiil ve hidrojellerin sitotoksisitesi, NIH 3T3 (ATCC-
CRL-1658) ve HaCaT (ATCC-PCS 200-011) hiicreleri kullanilarak, MTT (3- (4,5-
Dimetiltiyazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolium bromiir) deney protokolii uygulanarak
belirlenmistir. Hiicreler, 100 ul besiyeri (% 10 FBS igeren DMEM) ile 96 kuyucuklu
plakalara (TPP, Trasadingen, Almanya) igerisinde 1x10* hiicre / kuyu olacak sekilde
ekildi ve bir gece boyunca 37 °C’de, % 5 CO; inkiibe edilmistir. Nanopartikiiller, 2,5
ng TGF-B1 protein igerecek sekilde tartilmistir ve DMEM ortami ile siispande
edilerek kuyulara ilave edilmistir. TGF-1 (2.5 ng / 500 pl) 500 pl’ye besiyeri ile
tamamlanarak pozitif kontrol olarak kullanilmistir. H1, H2, H3 ve H4 kodlu
formiilasyonlar 5 mg olarak tartilip 500 pl besiyeri ile siispande edildikten sonra 25
ul/kuyu olarak hiicrelere verilmistir. F4, F5 ve F6 nolu formiilasyonlar 5’er mg
tartilarak kuyulara eklenmistir. H5, F1, F2, F3 nolu hidrojeller 2.5 ng TGF-
Bligerecek sekilde tartilip kuyulara eklenmis ve daha sonra hiicreler 24 saat boyunca

inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra, her bir kuyuya 10 pl MTT ¢dzeltisi
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(5mg / ml) ilave edilmistir ve hiicrelerin 12 saat boyunca (37 °C, % 5 CO,)
inkiibasyonu devam etmistir. Canli hiicreler tarafindan olusturulan formazan
kristallerini ¢ozmek i¢in SDS eklenip 24 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra bir
mikro-plaka ELISA okuyucu (Epoch Biotech USA 13121287) kullanilarak 550 ve
690 nm'de absorbanslar1 spektrofotometrik olarak Ol¢iilmiistiir. Absorbans farkina
gore hesaplamalar yapilmistir. Hiicre canlilii, kontrol gruplarina kiyasla yiizdeler
olarak ifade edilmistir. Deneyler {i¢ kez tekrarlanmistir.

5.2.8.2. BrdU hiicre proliferasyon deneyi

NIH 3T3 ve HaCaT hiicrelerinin proliferasyonu, DNA sentezi sirasinda dahil
olan BrdU'nun 6l¢iimiine dayanan bir kolorimetrik immiino deneyi ile belirlenmistir.
BrdU testi iiriin protokoliine gore yapilmistir. BrdU testinde, hiicrelerin kuyulara
ekilmesi, formiilasyonlarin eklenmesi ve inkiibasyon siiresi MTT testinde oldugu
gibi yapilmistir. Proliferasyon yapan hiicrelerin DNA'sinda Timin niikleotidi yerine
ne kadar ¢ok BrdU baglanirsa, DNA sentezinin bir sonucu olarak pozitif hiicrelerin
rengi o kadar mavidir. Reaksiyon, her kuyuya 100 pul Stop soliisyonunun eklenmesi
ile durdurulmustur. Pozitif kuyularin rengi maviden parlak sariya dontismiistiir. Daha
sonra plakanin absorbansi, 450/550 nm dalga boylarinda bir ELISA okuyucu (Epoch
Biotech 13121287 ABD) kullanilarak spektrofotometrik olarak olgiilmiis ve
hesaplamalar yapilmistir. Deneyler ii¢ kez tekrarlanmistir.
5.2.8.3. In vitro yara iyilesme modeli ( Scratch testi)

HaCaT hiicreleri ve NIH-3T3 fibroblast hiicreleri, DMEM besiyeri ortaminda
5x10° hiicre / kuyu yogunlugunda alti kuyulu plakalara (TPP, Isvicre) ekilmistir.
Hiicreler, % 70-% 80 yogunluga ulasana kadar inkiibasyon devam ettirilmistir. Daha
sonra steril bir 200 ul’lik pipet ucu kullanilarak her kuyuya bir ¢izik atilmigtir. Bu
cizik sonucunda yiizeyden kalkan hiicreler iki kez PBS (pH 7.4) ile yikanip, besiyeri
degistirilmistir. Secilen formiilasyonlar ve pozitif kontrol olan rhTGF-B1 besiyerine
ilave edilmistir. In vitro yara iyilestirme modeli i¢in optimize formiilasyonlar (F np,
E np, H3, H5, F1, F4 hidrojelleri) se¢ilmistir. Kuyu basina 2,5 ng TGF-B1 igerecek
sekilde F nanopartikiil ve esit miktarda E kodlu nanopartikiil tartilmistir. H5 kodlu
hidrojel 2,5 ng TGF-B1 / 15 mg jel olacak sekilde ve H3 kodlu jel 15 mg olarak
tartilip besiyeri ile siispande edilerek kuyulara verilmistir. F1 kodlu hidrojel 2,5 ng
TGF-B1 / 2.2 mg olacak sekilde ve F4 kodlu hidrojelde 2.2 mg olarak tartilmis ve
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kuyulara eklenmistir. Hiicrelerdeki ilk ¢izilme sirasinda ve 48. saatlerde, goriintiiler
Olympus X2 SLP kamera sistemini i¢eren (Olympus CKX 41 Japonya) invert bir
mikroskop kullanilarak ¢ekilmistir. Hiicreler, tiim iyilesme prosediirii boyunca 37 ©
C'de, % 5 CO,'de tutulmus ve deneyler ti¢ kez tekrarlanmistir (Hulkower ve Herber,
2011; Chereddy ve ark., 2015).
5.2.9. Istatistiksel Analiz

Tez kapsamindaki ¢alismalarda elde edilen verilerin istatistiksel analizinde
GraphPad Prism® (ver. 8.1) programi kullanilmistir. Analiz yontemi olarak ANOVA
ve normalite testi olarak Shapiro-Wilk (W) kullanigmistir. p <0,05 sonuglar1 anlaml

kabul edilmistir.

103



6.BULGULAR

6.1. Rekonstitiie Edilen rhTGF-$1 Proteinde Yapilan Kontroller

6.1.1. Rekonstitiie edilen rh'TGF-1 proteinin SDS-PAGE yontemi ile kontrolii
5.2.1°de belirtildigi gibi hazirlanan rekonstitiie rhTGF-B1 alikotlanirken BSA

fraksiyon V kullanilmistir. BSA fraksiyonlu oldugu igin birden fazla band

gostermekle birlikte rekonstitiie proteinde hem 66 kDa’luk BSA hem de 25 kDa’luk

rhTGF-B1 protein bandlar1 gosterilmistir.

MW Marker lpg Sug 2pug 2 ug+20 ug BSAFV
kDa
BSAFV BSAFV  BSAFV TGF-B1

148 [ ————— -
98 G S,
64 _—
50 — s ~
36 — &,

¢== )5kDa

16 — o
6 e -

Resim 2. Rekonstitiie edilen rhTGF-B1proteinin SDS-PAGE goriintiisi.

6.1.2. Rekonstitiie edilen rhTGF-B1 biyoaktivite deneyi

TGF-B1 tarafindan, IL-4 bagimli HT-2 hiicre proliferasyon inhibisyonu doza
bagimli olarak yapilmistir. 5, 10, 20, 30, 40 ve 50 ng/ml olacak sekilde rhTGF-B1
proteini HT-2 hiicresi igeren kuyulara verilmistir. Sirasiyla %90,41; %389,90;
%88,60; %84,80; %62,69 ve %31,52 oranlarinda hiicre canlilifi tespit edilmistir.
TGF-B1 ekli olmayan IL-4 ekli HT-2 iceren kuyularda ise % 119,1 hiicre canlilig
goriilmistiir. Bu sonuglara gore rhTGF-B1 proteini biyoaktiftir ve formiilasyon
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caligmalarinda kullanilmistir. Kontrole kiyasla tim rhTGF-B1 dozlart anlamlh

derecede inhibisyon saglamistir (p<0,05).
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Sekil 28. rhTGF-B1protein biyolojik aktivite testi

6.2. rhTGF-B1’nin Standart Egri Hazirlanmasina Ait Bulgular

rhTGF-B1 ait standart egri yontem boliimiinde anlatildigi gibi hazirlanmistir.
Enkapsiilasyon etkinligi bu egri ile hesaplanmistir. rhTGF-1, Enzo Life Science
ELISA kit ile belirlenmistir. Kullanilan kitin hassasiyeti 3.3 pg/ml olarak
belirtilmistir.

Tablo 10. rhTGF-B1 proteinin standat egri absorbans degerleri (n=3).

Konsantrasyon (pg/ml) | Absorbans+SD
0 0+0,048

62,5 0,099+0,050
125 0,231+0,047
250 0,428+0,044
500 0,842+0,048
1000 1,437+0,049
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Standart egrinin ¢izilmesi ile elde edilen denklem ve R? degeri asagida belirtilmistir:

y=0,0014x+0,0754
R?>=0,9911

Absorbans

0 200 400 600 800 1000

Konsantrasyon (pg/ml)

Sekil 29. rhTGF-B1 standart egrisi.
6.3. PLGA Nanopartikiil Formiilasyonlarina Ait Bulgular
6.3.1. PLGA nanopartikiillerin boyut, zeta potansiyel ve PDI verilerine ait

bulgular
5.2.5.1. de belirtilen sekilde hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlari; yiizey

yiikii, boyutlar1 ve PDI degerleri Tablo 11°de belirtilmistir.
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Tablo 11. PLGA nanopartikiillerin boyut, yiizey yiikii ve PDI degerleri (n=3).

Formiilasyon PLGA PVA TGF-B1 Zeta Boyut Polidispers
kodu % % potansiyel (Nm)x(SD) indeks
(MV)=(SD) +(SD)

A 1 1 - -19,86+ 0,40 240,66+ 4,88 0,329+0,03

B 1 1 + -26,83+ 0,94 289,40+ 3,90 0,323+0,01

C 2 1 - -26,68+ 1,64 195,63+ 3,74 0,281+0,04

D 2 1 + -26,98+ 1,30 217,43+ 3,40 0,286+0,04

E 3 1 - -22,85+3,50 215,83+2,82 0,328+0,01

F 3 1 + -27,17£ 3,25 274,76+ 1,50 = 0,317+0,01

G 4 1 - -24,70+ 0,63  197,16+16,31 0,346+0,02

H 4 1 + -29,64+ 2,09 236,06+ 4,05 0,331+0,03

| 5 1 - -28,08+ 3,15 163,56+13,92 0,316+0,07

J 5 1 + -28,52+ 4,52  258,00+16,36 0,298+0,02

Tablo 11°de belirtilen nanopartikiil formiilasyonlar1 hazirlanmistir. Protein
yiiklii nanopartikiillerin boyutu 217,4 + 3,4 ve 289,4 + 3,9 nm arasinda elde
edilmistir. Nanopartikiillerin zeta potansiyeli degerleri -29,6 + 2,1 ve -26,8 £ 0,9
arasindadir (p>0,05). Nanopartikiillerin polidispersite indeksi (PDI) dar bir
araliktadir ve formiilasyonlar arasinda Onemli bir fark gozlenmemektedir. PDI
degerleri 0.281-0.346 araligindadir. Polidispersite indeks degerleri nanopartikiillerin

homojen oldugunu gostermistir.
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Sekil 30. PLGA nanopartikiillerin zetasizer lazer teknigi ile partikiil boyut analizi.

6.3.2. TGF-B1 iceren PLGA nanopatikiillerin verimine ait bulgular

5.2.5.2.2°de belirtildigi gibi PLGA nanopartikiillerin % verim hesaplamalari

yaptlmistir. Ortalama ve standart sapma degerleri Tablo 12° de gosterilmistir. B

kodlu formiilasyon % verim 71,67+ 7,64; D kodlu formiilasyonda % verim

50,8349,46; F kodlu formiilasyon 81,67+ 6,94; H formiilasyon % 70,42+ 6,88 ve J %

verim 68+ 7,21 olarak hesaplanmistir. En yiiksek % verim F formiilasyonuna ait iken

en diisiik % verim D formiilasyona aittir.

Tablo 12. TGF-B1 igeren PLGA nanopartikiillerin % verimleri.

Formiilasyon n=1 n=2 n=3 ort SS % % ss
kodu (mg) (mg) (mg) Verim

B 13 14 16 1433 | 1,53 71,67 7,64

D 16 22 23 20,33 | 3,79 50,83 9,46

F 41 47 49 45,67 | 4,16 81,67 6,94

H 62 51 56 56,33 | 5,51 70,42 6,88

J 62 66 76 68,00 |7,21 68,00 7,21
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6.3.3. PLGA nanopartikiillerin enkapsiilasyon etkinligine ait bulgular

Nanopartikiillerin ~ enkapsiilasyon  etkinligi,  silipernatantlardaki
enkapsiile olmamigs TGF-f1 protein miktarinin ELISA yontemi ile
hesaplanmasiyla belirlenmistir ve yiiksek oranlar elde edilmistir (Tablo 13).
Tim nanopartikiiller yiiksek enkapsiilasyon etkinligi gostermistir. PLGA
nanopartikiillerin enkapsiilleme verimi % 98,8 £ 0,2 ile % 99,8 = 0,04
arasindadir. Maksimum enkagsiilasyon etkinligi gosteren formiilasyon kodu

Jidir. % 99,8 ile yiizde yiize yakin bir deger elde edilmistir.

Tablo 13. TGF-B1 igeren PLGA nanopartikiillerin enkapsiilasyon etkinigi ve in

Vvitro biyoadezyon 6l¢giim sonuglari (n=3).

Formiilasyon Enkapsiilasyon In vitro
kodu etkinligi (% )+sd biyoadezyon
calismasi

(mJ/cm? £ sd)

B 98,85+ 0,25 0,11+ 0,13
D 99,54+ 0,11 0,19+ 0,03
F 99,52+ 0,12 0,12+ 0,08
H 99,64+ 0,03 0,17+ 0,02
J 99,88+ 0,04 0,12+ 0,03

6.3.4. PLGA nanopartikiillerin fourier doniisimli  kizilotesi
spektroskopisine (FT-IR) ait bulgular

5.2.5.2.4’ te belirtildigi gibi yapilan FT-IR calismasi, polimer PLGA ile
ilag etkin maddesi olan TGF-B1 proteini arasindaki etkilesimi ve nanopartikiil
formiilasyonunun olusup olugsmadigina dair kimyasal gruplar agisindan
degerlendirme saglamistir. Sekil 31'de; karbonil (-C = O) gerilmesi (1780-1720
cm™), C — O germe (1310-1160 cm™), —CH (2990-2830 cm™) PLGA polimer

yapisina ait gruplardir.
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Sekil 32'de; proteinin temel yapist olan amino asitler agisindan, 3262 cm™deki
biiylik pik amin tiirevi N-H ve karboksil grubundan O-H tepe degeri
degerlendirildi. 2140 cm™de zayif bag protein katlanmasi sonucunda kompakt
yapida goriilen -C = N titresimleri dahil edilmistir. -C = O karbonil germe 1636
cm™de goriilmiistiir. Sekil 33' de; ilag ve polimerler arasindaki etkilesimleri
incelemek i¢in kizilotesi spektroskopi kullanilmigtir. F3 kodlu dolu PLGA
nanopartikiillerindeki OH gerinimi (3560-3450 cm™), —CH (3000-2855 cm™),
karbonil -C = O gerinimi (1780-1720 cm™) ve C — O (1310-1160 cm™) gibi
pikler goriilmiistiir. Sekil 34> de; E3 kodlu bos PLGA nanopartikiillerindeki
OH gerinimi (3600-3500 cm™), —CH (3000-2900 cm™), karbonil -C = O
gerinimi (1800-1750 cm™) ve C — O (1200-1100 cm™) gibi pikler goriilmiistiir.
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Sekil 31. PLGA 503H (L:G; 50:50) polimerin fourier doniisiimlii kizildtesi spektroskopisi.
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Sekil 32. TGF-B1 proteinin fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi.
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Sekil 33. F3 kodlu PLGA np’nin fourier dontisiimlii kizil6tesi spektroskopisi.
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Sekil 34. E3 kodlu PLGA np’nin fourier doniistimlii kiz1l6tesi spektroskopisi.

6.3.5. rhTGF-p1 iceren PLGA nanopartikiillerin morfolojik analizine ait

bulgular
5.2.5.2.4’te ifade edildigi gibi TGF-Bligeren PLGA nanopartikiillerin SEM

goriintii sonuclar1 degerlendirilmistir. On formiilasyon calismalar1 sirasinda elde
edilen PLGA nanopartikiillerin boyut, yiizey yiikii ve 151k mikroskop goriintiileri de
degerlendirilmesinin yanisira, hazirlanan formiilasyonlardan F3 ve J3 nolu
nanopartikiillerin morfolojik goriintiileri Resim 3 ve Resim 4’te verilmistir. Bu

goriintliler incelendiginde nanopartikiillerin yuvarlak ve diiz bir yiizeye sahip

olduklar1 goriilmektedir.
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1um EHT = 15.00 kV Signal A = SE1 Date :4 Mar 2020
f 1 WD = 8.5 mm Mag= 15.00 K X Time :9:30:39

Resim 3. F3 kodlu PLGA nanopatikiillerin SEM goriintiisii (x15000).

2um EHT = 10.00 kV Signal A = SE1
| WD =13.0 mm Mag = 10.00 K X

Resim 4. J3 kodlu PLGA nanopartikiil SEM gorintiisii (x10000).
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6.3.6. PLGA nanopartikiillerin diferansiyel taramal kolorimetrik (DSC)

analizine ait bulgular

Hazirlanan nanopartikiillerde ila¢ durumunu ve nanopartikiillerin {iretimi
sirasinda ilag-polimer gecimliligini ve termal stabilite agisindan degerlendirmeyi
belirlemek i¢in DSC caligsmalar1 yapilmistir. Sekil 35" te bos PLGA npler ve TGF-1
yiiklii nanopartikiillerin DSC termogramlar1 gosterilmektedir. Yaklasik 52 © C'de

belirgin bir pik gézlemlenmistir.

20
15 -
—F3
<10 -
=3 —E3
&
= —13
25 13
- PLGA
O ,
20 110
_5 J

Sicaklik (° C)

Sekil 35. TGF-Bligeren ve igermeyen PLGA nanopartikiillerin DSC analizi. Sirasiyla mavi
renk F3, kirmizi renk E3, mor renk J3, sar1 renk 13 kodlu nanopartikiilleri temsil etmektedir.

Yesil renk ise PLGA (L:G) 50:50 polimerine aittir.

6.3.7. rhTGF-B1 iceren PLGA nanopartikiillerin in vitro salim calismasina ait
bulgular

In vitro salim c¢alismas1 5.2.5.2.7°de ifade edildigi gibi yapilmis ve 30 giin
devam ettirilmigtir. Salim ¢alismasi1 ELISA kit kullanilarak belirlenmistir. Bu yontem
ilgili proteini tanimlamak i¢in oldukga spesifik ve hassasdir. B, D, F, H ve J kodlu
protein igeren nanopartikiil formiilasyonlarmin ilag salimi, Sekil 36" da gosterildigi
gibi 30 giiniin sonunda sirastyla % 35,11; % 25,22; % 24,38; % 19,06 ve %12,38
olarak elde edilmistir. En disik (% 8,72) patlama etkisi % 5 PLGA
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konsantrasyonunda ve en yiiksek oran ise (% 20,88) % 1'lik konsantrasyonda
gbzlemlenmistir. Sirasiyla D, F ve H kodlu nanopartikiillerde patlama etkisi %19,55;
%18 ve %14,15°tir.

40

w
a1

w
o

N
ol

15 %

Kiimiilatif rhTGF-B1 Salim (%+SD)
N
o

0 72 144 216 288 360 432 504 576 648 720
Zaman (saat)

Sekil 36. rhnTGF-B1 proteinin PLGA nanopartikiillerden salim grafigi. Her bir
caligsma standard sapmalariyla verilmis olup n=3 paralelli ¢alisilmstir, (PBS buffer,
pH 7,4,37°C).
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Sekil 36.1. rhTGF-B1 proteinin PLGA nanopartikiillerden 72 saatlik salim grafigi.
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6.3.8. rhTGF-p1 iceren PLGA nanopartikiillerin in vitro biyoadezyon
analizlerine ait bulgular

PLGA nanopartikiillerin in vitro biyoadezyon c¢alismas1 5.2.5.2.8’deki
yonteme uygun olarak yapilmistir. Nanopartikiillerin biyoadezyon degerleri sirasiyla
B kodlu 0,11+ 0,13; D kodlu 0,19+ 0,03; F kodlu 0,12+ 0,08; H kodlu 0,17+ 0,02 ve
J kodlu nanopartikiillerin 0,12+ 0,03 mJ/cm? ‘dir (Tablo 13). Ayrica her
formiilasyonun n=3 paralleli olarak in vitro biyoadezyon grafikleri Sekil 37, 38, 39,
40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 50, 51°da verilmistir.

Kuvvet (N)
U4

0,354

_Adeziflik

b
I

0,15+

0,104

0,054

0,00 . t - kg b e b A e A bt e s b

4 8| 8 10 12

Mesafe (mm)

-0,05-

Sekil 37. B1 kodlu PLGA nanopartikiiliin in vitro biyoadezyon grafigi.
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Kuvvet (N)
U409

2
0,354
0,20
0,25+
0,20
.- Aderiflik
0,15
0,10+
0,054 E
|
) ::L g I oot i e " ” RAINTTY
i d 4 ' 8 10 1
/ Mesafe (mm)
-0,05- \l
Sekil 38. B2 kodlu PLGA nanopartikiiliin in vitro biyoadezyon grafigi.
|Ku\{'}'4%t_ ™)
0,354

0,30
0,25+
oz |.--Adeiflik
i
0,15+
b
0,104 i

0,05

Sekil 39. B3 kodlu PLGA nanopartikiiliin in vitro biyoadezyon grafigi.

12
Mesafe (mm)
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Kuvvet (N) 2
U,4U7
0,254

0,20

0,25

.~Adeziflik

0,20

0,15

0,10

0,05

Al el “ ‘ “ i T N8 Ly
4 [ 8 10 12

Mesafe (mm)

Sekil 40. D1 kodlu PLGA nanopartikiiliin in vitro biyoadezyon grafigi.

Kuvvet (N) 2
U,40q
0,26+
0,201
0,25+

0,204

. Aderiflik

: c2 ol : 8 0 12L'
Mesafe (mm)
0,08

Sekil 41. D2 kodlu PLGA nanopartikiiliin in vitro biyoadezyon grafigi.
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Kuvvet (N)

0,354
0,204
0,254
0,20
0,154
0,104

0,054

Kuvvet (N)
U4

0,35
0,20

0,25

0,15+
0,10

0,05

o e e s e | T | . i

12
Mesafe (mm)

Sekil 42. D3 kodlu PLGA nanopartikiiliin in vitro biyoadezyon grafigi.

. Aderiflik

~f T J
4 q 8 10 12

Mesafe (mm)

Sekil 43. F1 kodlu PLGA nanopartikiiliin in vitro biyoadezyon grafigi.
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Kuvvet (N) B

0%t | Aderiflik

0,30
0,25+

0,20

0,15+

0,10

0,05+

" . q 8 : 0 ‘ 2
Mesafe (mm)
0,05+

Sekil 44. F2 kodlu PLGA nanopartikiiliin in vitro biyoadezyon grafigi.

Kuvvet (N)
U409

0,354
0,204
0,254
. Aderiflik

0,20

0,15

0,10
0,08+
2 / 4 8 8 10 12
Mesafe (mm)
0,05

Sekil 45. F3 kodlu PLGA nanopartikiiliin in vitro biyoadezyon grafigi.
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Kuvvet (N)
U,4U7

0,35
0,20
0,25
0,20

0,15

0,10

0,05

4 g 8 10 2
Mesafe (mm)

Sekil 46. H1 kodlu PLGA nanopartikiiliin in vitro biyoadezyon grafigi.

Kuvvet (N) 2
U409
0,254
.~Aderiflik

0,20

0,25

0,154

0,10

0,054

0,00

q 8 10 12‘
Mesafe (mm)

-0,05-

Sekil 47. H2 kodlu PLGA nanopartikiiliin in vitro biyoadezyon grafigi.
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Kuvvet (N) 1 2
U200
0,275 - Adeziflik
0,250+
0,225+
0,200+

0,175

0,150

0,125

0,100

0,075

0,050

0,025

ol i PR b,

" "
i T okticie T T Al

3
Mesafe (mm)

s
o
-

40,025~

Sekil 48. H3 kodlu PLGA nanopartikiiliin in vitro biyoadezyon grafigi.

Kuvvet (N) 2
U T

0,275
0,260
.+~ Aderiflik
0,225

0,200+

0,175

0,180

0,125+

0,100

0,075+

0,050+

P A A .

i e i A " n.
f f s vty il Yoty et et e e e
7 g

.l
9 10

Mesafe (mm)

Sekil 49. J1 kodlu PLGA nanopartikiiliin in vitro biyoadezyon grafigi.
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Kuvvet (N)
| Adeniflik

0,35

0,20

0,254

0,05

0,10

£,15-

Sekil 50. J2 kodlu PLGA nanopartikiiliin in vitro biyoadezyon grafigi.

Kuvvet (N)
U8

0,35
0,20
0,25
0.20
0,15
0,104

0,05

10
Mesafe (mm)

0,10

Sekil 51. J3 kodlu PLGA nanopartikiiliin in vitro biyoadezyon grafigi.
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6.4. PVA/Kitozan Hidrojellerin Hazirlanmas1 ve Karakterizasyonuna Ait
Bulgular

6.4.1. PVA/Kitozan hidrojellerin fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisine
(FT-IR) ait bulgular

Hazirlanan PVA/Kitozan hidrojellerde 5.2.6.2.1°de ifade edildigi gibi yapisal
kontrolleri i¢in FT-IR analizleri yapilmistir. Sekil 52°de kitozanin FT-IR spektrumu
gosterilmistir. 1475-1445 cm™ deki epik araligi, C-H grubu icin karakteristiktir.
1645 cm™ teki absorpsiyon piklerinin amin grubundaki karbonil gruplari (-C = O)
oldugunu gostermistir. 1020-1070 cm™ deki genis pik, CH'deki C = O gerilme
titresimini gostermektedir. 1151 cm™deki tepe noktasi glikozidik baglantidaki —C-O-
C grubunun Kkarakteristik noktasidir.

Sekil 53' de PVA polimerinin FT-IR spektrumu gosterilmistir. Burada,
serbest alkol icin tipik giiclii hidroksil bantlari (v = 3450-3225 cm™ 'de baglanmamus
—OH germe bandh) ile birlikte bir C — H genis alkil gerim band1 (v = 2855-3000 cm™)
gozlenmistir. Saf PVA'da C-O'nun 1125-1080 cm™'de gerinimi gosterilmistir.

Sekil 54' de sentezlenmis PVA/Kitozan hidrojeli H3 ve PLGA nanopartikiil
yiiklii hidrojeli H5’in FT-IR spektrumu degerlendirilmistir.

0,3 ’
2 ] ’
o
( B
g 015 "
-§ 1 ,') \ IIJ‘ \ V
g - A
2 ol | \ \4
] ‘ \ l
0,075 / A ‘,1/ ol
1 | \ I
,', /) A A W "
/ b P \ fr’( )
0 _ ,‘/ B | 4 \ Kitozia
J j' \M_,, g sl
L/ N e P
= M,J ﬁﬂ[/ﬁ/
0,075 1
1 T ] | R I T1rTT T | 9K | | B ] | TT T I | % 0L R L LU T T ‘ TT T &0 TTTT | | [ B T T ‘ T
3750 3500 3250 30C0 2750 2500 2250 2000 1750 150C 1250 1CCO 750 licm

Dalga sayisi
Sekil 52. Kitozan (orta molekiiler agirlikli) polimerin fourier doniistimli kizilétesi

spektroskopisi.
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Sekil 53. PVA polimerinin fourier dontistimlii kizilétesi spektroskopisi.
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Sekil 54. PVA/Kitozan hidrojellerden H3_3 ve H5_3 formiilasyonlarinin fourier dontistimlii

kiz1l6tesi spektroskopisi.
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6.4.2. Hazirlanan PVA/Kitozan hidrojellerin morfolojik incelemesi

Hazirlanan PVA/Kitozan hidrojellerin  taramali  elektron mikroskop
goriintiileri 5.2.6.3.2°’de belirtilen yontemle yapilmistir. Kitozan ve PVA ile
hazirlanan c¢apraz bagli hidrojellerin yogun ag yapisina sahip goriintiiler elde

edilmistir.

200 um EHT = 10.00 kV Signal A = SE1 A
|_| WD =10.0 mm Mag= 100X
v

Resim 5. H3 3 kodlu hidrojel formiilasyonunun yiizey SEM goriintiisii (x100).
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g /;» S A
200 ym EHT = 10.00 kV Signal A = SE1 B
WD =10.0 mm Mag= 150X

Resim 6. H5_3 hidrojel formiilasyonunun yiizey SEM goriintiisii (X150).

6.4.3. PVA/Kitozan hidrojellerin su tutma kapasitesine ait bulgular

5.2.6.3.3" de belirtilen sekilde hidrojellerin su tutuma kapasitesi analiz
edilmistir. Her hidrojel formiilasyonu i¢in su tutma kapasitesi ii¢ kez ¢alisilmistir. En
yiiksek PVA oranina sahip H3 formiilasyonu, en yiiksek su tutma kapasitesine sahip
oldugu saptanmistir. PLGA nanopartikiillerin topikal uygulamasi ve tedavide tastyici
sistemetkinligi icin H5 formiilasyonu olusturulmustur. Mekanik ve biyoadezif
ozellikler agisindan optimize olan H3 hidrojel formiilasyonuna, F3 kodlu PLGA
nanopartikiiliin eklenerek hazirlanmistir. Tablo 14’de 90 dakikanin sonundaki su
tutma kapasiteleri verilmistir. Sekil 53’de % su tutma oranlar standart saplari ile

belirtilmistir.
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Tablo 14. PVA/Kitozan hidrojellerin su tutma kapasitesi (n=3).

Formiilasyon
kodlar:

H1

H2

H3

H4

HS

I (9)

0,322

0,351

0,465

0,345

0,203

20

11(9)

0,309

0,428

0,432

0,325

0,200

40

11(g)

0,351

0,361

0,373

0,330

0,198

60

ZAMAN (DK)

Ortalama su
tutma
kapasitesi
(g£SS)
0,327 +£ 0,022
0,380 £ 0,04
0,424 + 0,05

0,333+0,01

0,200 + 0,00

80

Su tutma

yiizdesi
%

32,7

38

42,3

33,3

20

——h1l

h2
——h3
—¥—ha

——h5

Sekil 55. PVA/Kitozan hidrojellerin zamana bagli su tutma yiizdeleri ( PBS pH:7,4, 25 -C).
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6.4.4. PVA/Kitozan hidrojellerin in vitro sahhm ¢alismalarina ait bulgular

5.2.6.3.4’te belirtilen yontem ile H5 kodlu hidrojellerin {i¢ tekrarl bir sekilde
in vitro salim calismas1 yapilmustir. ilk 24 saat icinde PLGA nanopartikiil igeren
hidrojelden salinan protein miktar1 %10,71443,02°dir. 24 saat icinde F
formiilasyonundan protein salimi ise % 22,22+0,57 gergeklesmistir (Sekil 56).
Hidrojel igerisine hapsedilen nanopartikiiliin patlama etkisi ve uzatilmig salim
caligmast agisindan F nanopartikiile kiyasla anlamli bir farklilik gostermistir
(p<0,05). 15 giinin sonunda elde edilen verilerin sonucuna gore H5 hidrojel

formiilasyonu rhTGF-B1’in % 19,08+0,29 unun salimini saglamistir.

25

N
o

=
(€]

—e—Hs

=
o

Kimiilatif rhTGF-B1 salim ( %+SD)
(6]

0
0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360

Zaman (saat)

Sekil 56. rhnTGF-B1 proteinin F kodlu nanopartikiilden ve H5 kodlu hidrojelden salim
grafigi. Her bir calisma standard sapmalariyla verilmis olup n=3 paralelli ¢alisilmistir

(PBS buffer, pH 7,4, 37°C). H5 (F3 PLGA np igceren H3 PVA/Kitozan hidrojel).

6.4.5. PVA/Kitozan hidrojellerin in vitro biyoadezyon ¢alismalarina ait bulgular

5.2.6.3.5’de belirtilen yonteme gore ¢alisma gerceklestirilmistir. Tavuk derisi
ile biyoadezyon g¢alismalarinda bes hidrojel formiilasyonu ¢alisilmigtir. Tablo 15'de
belirtildigi gibi formiilasyonlardan en yiiksek biyoadezyon kapasitesine sahip
formiilasyon H3 ve onun nanopartikiil iceren formu HS5 formiilasyonudur. Artan

PVA konsantrasyonu biyoadezyon o6zelliginde de artis saglamistir. Formiilasyonlarin

129



biyoadezyon grafikleri her bir jel formiilasyonu i¢in Sekil 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63,
64, 65, 66, 67, 68, 69, 70 ve 71°de belirtilmistir.

Tablo 15. PVA/Kitozan hidrojellerin in vitro biyoadrzyon ve viskozite Ol¢tim

sonugclari.
Formiilasyon | In vitro biyoadezyon Viskozite
Kodlar cahismasi (mJ/cm? £ ( cps+SD)
SD)
H1 0,072 + 0,007 6766,7 +450,8
H2 0,218 £ 0,011 8196,7 + 57,7
H3 0,509 + 0,032 21300,0 + 52084
H4 0,430 £ 0,045 15233,3 £1615,0
H5 0,547 £ 0,010 19433 £ 0,365
Ku\:'sut_(l\') 1 2

0,55

_--Adeziflik

0,50

0,454

0,404

0,35

0,154

0,104

0,054

oy 12‘
Mesafe (mm)

0,05+

0,10~

Sekil 57. H1_1 kodlu PVA/Kitozan hidrojel formiilasyonunun in vitro biyoadezyon grafigi.
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Ku\}‘g‘(N) 1 2

0,55+
i Aderiflik
0,45
0,40+

0,25

0,204

0,254

0,204

0,15+

0,10+

0,054

0,00

S 1 12

Mesafe (mm)

2
-0,05+

-0,10-

Sekil 58. H1_2 kodlu PVA/Kitozan hidrojel formiilasyonunun in vitro biyoadezyon grafigi.

Kuvvet (N) 1 2
U,Bun

0,55+
0,504
0,45+
0,404
0,254
Adeziflik
0,301 1
0,254
0,204
0,15+
0,104

0,054

0,00 u T ) st

8 dpowsiand o 12
Mesafe (mm)

0,05+

0,10~

Sekil 59. H1_3 kodlu PVA/Kitozan hidrojel formiilasyonunun in vitro biyoadezyon grafigi.
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Kuvvet (N) 1 2
U8
. Aderiflik

0.8
0.5
0,44

0.3

0.2

0,14

T 1
15 20 25

Mesafe (mm)

0.1

Sekil 60. H2_1 kodlu PVA/Kitozan hidrojel formiilasyonunun in vitro biyoadezyon grafigi.

Kuvvet (N)
iy ,--Aderiflik

0,55
0,50
0,454
0,40
0,354
0,20
0,254
0,20
0,154
0,10

0,054

o I
0 5 10 15 2 2%
005 Mesafe (mm)

Sekil 61. H2_2 kodlu PVA/Kitozan hidrojel formiilasyonunun in vitro biyoadezyon grafigi.
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Kuvvet(N) 2
U89

,--Adeziflik

064

0.5

0,44

0,2

0.1

T
75 ; 125 150 175 200 25
Mesafe (mm)

0.1~

Sekil 62. H2_3 kodlu PVA/Kitozan hidrojel formiilasyonunun in vitro biyoadezyon grafigi.

Kuvvet (N) 2
497 | L Aderiflik

0,354
0,204
0,254
0,204
0,154
0,104

0,054

0,00

200 25
Mesafe (mm)

-0,05-

Sekil 63. H3_1 kodlu PVA/Kitozan hidrojel formiilasyonunun in vitro biyoadezyon grafigi.
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. 1 2
Eawvet ) A il

0,44

024

00 l l l T Y
0 5 10 15 20 25

Mesafe (mm)

Sekil 64. H3_2 kodlu PVA/Kitozan hidrojel formiilasyonunun in vitro biyoadezyon grafigi.

Kuvvet (N) 1 2
0,459

. Aderiflik

0,40
0,354
0,204
0,254

0,20

0,154

0,10

0,054

0,00

o
25

Mesafe (mm)

-0,05-

Sekil 65. H3_3 kodlu PVA/Kitozan hidrojel formiilasyonunun in vitro biyoadezyon grafigi.
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Kuvvet (N) 1 2
U,/

. Aderiflik

0.8

0,4
0,34

0.2

0.1

T 1
30 3B

Mesafe (mm)

Kuvvet (N) 1 2
u,oun

0z - Aderiflik

0,45
0,404
0,254
0,20
0,254

0,204

0,15

0,104

0,054

0,00

1
o 15 2 2 ) %
2,054 Mesafe (mm)

0,10~

Sekil 67. H4_2 kodlu PVA/Kitozan hidrojel formiilasyonunun in vitro biyoadezyon grafigi.
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Kuvvet (N)
U./q

0.8

0,4
0,34
0.2

0.1

1 Adesfik

—
30 35

Mesafe (mm)

Sekil 68. H4_3 kodlu PVA/Kitozan hidrojel formiilasyonunun in vitro biyoadezyon grafigi.

Kuvvet (N)
U89

0.6
0.5
0.4
0.2
0.2

0,14

. Aderiflik

.........

0,14

f T
15 20 25

Mesafe (mm)

Sekil 69. H5_1 kodlu PVA/Kitozan hidrojel formiilasyonunun in vitro biyoadezyon grafigi.
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0,254

0,204

0,154

0,104

0,054

. Aderiflik

.............

0,00

0,05-

1
25

Mesafe (mm)

Sekil 70. H5_2 kodlu PVA/Kitozan hidrojel formiilasyonunun in vitro biyoadezyon grafigi.

Kuvvet (N)
U,5un

0,554

0,35
0,204

0,254

0,154
0,104

0,054

. Aderiflik

0,00

0

-0,05-

T
25

Mesafe (mm)

Sekil 71. H5_3 kodlu PVA/Kitozan hidrojel formiilasyonunun in vitro biyoadezyon grafigi.
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6.4.6. PVA/Kitozan hidrojellerin mekanik 6zelliklerine ait bulgular

5.2.6.3.6’da belirtildigi tizere tiim PVA/Kitozan hidrojel formiilasyonlarinin
mekanik 6zellikleri incelenmistir ve gerekli hesaplamalar yapilmistir. Hidrojellerin
mekanik Ozellikleri 6zet olarak Tablo 16°da verilmistir. Hidrojellerin baslica
mekanik oOzellikleri; sertlik, adeziflik, elastisite, koheziflik ve direnclilik olarak
degerlendirilmistir. Hidrojellerin mekanik 6zellikler ile ilgili grafikler Sekil 72, 73,
74,75, 76, 77,78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85 ve 86°da belirtilmistir.

Table 16. PVA/Kitozan hidrojel formiilasyonlarinin mekanik 6zelliklerinin analiz
degerleri.

Formiilasyon Sertlik Adeziflik Elastisite | Koheziflik Direnglilik

kodlar1 (N£SD) | (N.mmzsp) | 5P - 5D

H1 0,052 + 0,037 +£ 0,007 0,957 + 0,626 + 0,178 £
0,002 0,010 0,012 0,009

H2 0,089+ | 0,053+£0,009 | 0,934+ 0,470 + 0,202 +
0,003 0,005 0,032 0,017

H3 0,455+ 0,315+ 0,026 0,918 + 0,453 £ 0,137 £
0,077 0,017 0,043 0,003

H4 0,098 + 0,086 + 0,020 0,940 + 0,665 + 0,256 £
0,019 0,006 0,014 0,042

H5 0,207+ | 0,243+£0,013 | 0,907+ 0,503 + 0,142 +
0,037 0,006 0,070 0,008

6.4.6.1. PVA/Kitozan hidrojellerde sertlik tayinine ait bulgular
Hidrojel formiilasyonlar1 arasinda en yiiksek sertlik degeri H3

formiilasyonuna aittir. En diisiik sertlik degeri ise H1 formiilasyonundadir.
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Tablo 17. PVA/Kitozan hidrojellerin sertlik sonuglart.

Hidrojellerde Sertlik Degerleri (N)
Formiilasyon | 1 11 Ortalama+SD
kodu
H1 0,050 0,054 0,053 0,052 + 0,002
H2 0,086 0,091 0,090 0,089 + 0,003
H3 0,440 0,387 0,539 0,455 + 0,077
H4 0,091 0,085 0,120 0,098 + 0,019
H5 0,164 0,226 0,230 0,207 + 0,037

6.4.6.2. PVA/Kitozan hidrojellerde adeziflik tayinine ait bulgular
Hazirlanan en adezif hidrojel H3 ve HS5 formiilasyonlaridir. En diisiik
adeziflik ise H1 formiilasyonuna aittir. PVA konsantrasyonu arttikca adeziflik

degerinde anlaml artis gézlemlenmistir (p<<0,05).

Tablo 18. PVA/Kitozan hidrojellerin adeziflik sonuglari.

Hidrojellerde Adeziflik Degerleri (N.mm)
Formiilasyon [ I i Ortalama+SD
kodu
H1 0,038 0,043 0,029 0,037 + 0,007
H2 0,043 0,053 0,062 0,053 + 0,009
H3 0,293 0,309 0,344 0,315 + 0,026
H4 0,104 0,064 0,091 0,086 + 0,020
H5 0,231 0,257 0,242 0,243 + 0,013

6.4.6.3. PVA/Kitozan hidrojellerde elastisite tayinine ait bulgular
PVA/Kitozan hidrojeller arasinda elastisite degeri en yiiksek olan HI1

formiilasyonu iken en diisiik elastisite degeri H5 formiilasyonunda goriilmiistiir.

139



Tablo 19. PVA/Kitozan hidrojellerin elastisite sonuglari.

Hidrojellerde Elastisite Degerleri
Formiilasyon | 1 i Ortalama+SD
kodu
H1 0,959 0,947 0,967 0,957 +0,010
H2 0,937 0,937 0,928 0,934 + 0,005
H3 0,935 0,901 0,918 0,918 £0,017
H4 0,937 0,946 0,936 0,940 + 0,006
H5 0,905 0,902 0,913 0,907 + 0,006

6.4.6.4. PVA/Kitozan hidrojellerde koheziflik tayinine ait bulgular

Hazirlanan hidrojeller arasinda en yliksek koheziflik degeri H4 hidrojelinde
elde edilmistir. En yiiksek PVA konsantrasyonuna sahip H3 formiilasyonu ise en
diisiik kohezif etkiyi gostermistir (p<0,05).

Tablo 20. PVA/Kitozan hidrojellerin koheziflik sonuglari.

Hidrojellerde Koheziflik Degerleri
Formiilasyon [ I i Ortalama+SD
kodu
H1 0,637 0,613 0,627 0,626 +0,012
H2 0,436 0,499 0,474 0,470 + 0,032
H3 0,460 0,407 0,492 0,453 + 0,043
H4 0,660 0,681 0,655 0,665 +0,014
H5 0,584 0,471 0,455 0,503 = 0,070
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6.4.6.5. PVA/Kitozan hidrojellerde direnclilik tayinine ait bulgular

Gelistirilen formiilasyonlar arasinda sadece Kkitozan ile hazirlanmis H4

formiilasyonuna ait hidrojel en yiiksek direnclilik degerine sahiptir. PVA artisi

dogrusal bir anlamlilik olusturmamistir (p>0,05).

Tablo 21. PVA/Kitozan hidrojellerin direnglilik sonuglari.

Hidrojellerde Direnclilik Degerleri
Formiilasyon | I 1 Ortalama+SD
kodu
H1 0,173 0,172 0,187 0,178 + 0,009
H2 0,198 0,221 0,187 0,202 + 0,017
H3 0,133 0,139 0,138 0,137 + 0,003
H4 0,208 0,284 0,277 0,256 + 0,042
HS 0,149 0,133 0,144 0,142 + 0,008
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Sekil 72. H1_1 kodlu PVA/Kitozan hidrojel formiilasyonunun mekanik 6zellik grafigi.
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Sekil 73. H1_2 kodlu PVA/Kitozan hidrojel formiilasyonunun mekanik 6zellik grafigi.
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Sekil 74. H1_3 kodlu PVA/Kitozan hidrojel formiilasyonunun mekanik 6zellik grafigi.
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Sekil 75. H2_1 kodlu PVA/Kitozan hidrojel formiilasyonunun mekanik 6zellik grafigi.
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Sekil 76. H2_2 kodlu PVA/Kitozan hidrojel formiilasyonunun mekanik 6zellik grafigi.
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Sekil 77. H2_3 kodlu PVA/Kitozan hidrojel formiilasyonunun mekanik 6zellik grafigi.
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Sekil 78. H3_1 kodlu PVA/Kitozan hidrojel formiilasyonunun mekanik 6zellik grafigi.
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Sekil 80. H3_3 kodlu PVA/Kitozan hidrojel formiilasyonunun mekanik 6zellik grafigi.
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Sekil 81. H4_1 kodlu PVA/Kitozan hidrojel formiilasyonunun mekanik 6zellik grafigi.
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Sekil 82. H4_2 kodlu PVA/Kitozan hidrojel formiilasyonunun mekanik 6zellik grafigi.
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Sekil 83. H4_3 kodlu PVA/Kitozan hidrojel formiilasyonunun mekanik 6zellik grafigi.
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Sekil 84. H5_1 kodlu PVA/Kitozan hidrojel formiilasyonunun mekanik 6zellik grafigi.
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Sekil 85. H5_2 kodlu PVA/Kitozan hidrojel formiilasyonunun mekanik 6zellik grafigi.
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Sekil 86. H5_3 kodlu PVA/Kitozan hidrojel formiilasyonunun mekanik 6zellik grafigi.
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6.4.7. PVA/Kitozan hidrojellerin viskozite 6l¢ciimlerine ait bulgular

5.2.6.3.7°de belirtilen yonteme gore hidrojellerin viskozite Ol¢timleri
yapilmistir. Tim hidrojel formiilasyonlarin viskozite degerieri Tablo 15°de
belirtilmistir. Elde edilen sonuglara gore en viskoz hidrojel 21300,0 + 5208.4 cp ile
H3 formiilasyonudur. Nanopartikiil iceren H5 kodlu hidrojel ise 19433 + 0,365 cp ile
ikinci en yiiksek viskoziteye sahip hidrojeldir.
6.5. PAMAM/PVA Hidrojellerin Hazirlanmas1 ve Karakterizasyonuna Ait
Bulgular
6.5.1. PAMAMY/PVA hidrojellerin fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisine
(FT-IR) ait bulgular

5.2.7.2.1’de ifade edildigi gibi formiilasyonlarin FT-IR analizi yapilmistir.
Sekil 87°de PAMAM G5- (NH,) dendrimerin kimyasal yap1 gruplar1 gosterilmistir.
3277 cm™ (N-H) gerilimi, 2937 ve 2863 cm™ simetrik ve asimetrik (-CH,) gerilimi,
1641 cm™ amid I bagi ve 1559 cm™ amid II bagi goriilmiistiir. Sekil 88 ve Sekil
89’da PVA ve PAMAM capraz bagli hidrojellerin protein igeren ve igermeyen
formlarinin yapilarina ait kimyasal baglar belirtilmistir. PVA ve PAMAM G5’den
gelen —(OH) ve (-NH) gerilimleri 3350-3400 cm™ arahiginda belirgin bir pik
olusturmustur. Yaklasik 1650 cm™de karbonil (-CONH-) geriliminden kaynakli

amid [ bag goriiliirken yaklasik 1450 em™® ¢

e kayan ve belirgin olmayan bir pik
olarak amid II bag1 goriilmiistiir.

Sekil 90°da yaklasik 3450 cm™ geriliminde belirgin —(OH) piki, 1650 cm™
piki polivinil asetat Onciisiinden kalan asetat ve karboksilik asit fonksiyonel
gruplarindan uzanan —(C=0) karbonil olarak gézlemlenmistir. Saf PVA polimerinde
bulunan genis C-H gerinimi PVA hidrojelde zayif olarak 2900 cm™ civarinda

gorilmiistiir.
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Sekil 87. PAMAM G5 polimerin fourier doniisiimlii kizil6tesi spektroskopisi.
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Sekil 88. F1 1 (mavi) ve F4 1 (kirmizi) kodlu PAMAM/PVA hidrojellerin fourier
dontistimlii kizilotesi spektroskopisi.
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Sekil 89. F2_1 (kirmizi1) ve F5_1 (siyah) kodlu PAMAM/PVA hidrojellerin fourier
doniistimlii kizilotesi spektroskopisi.
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Sekil 90. F3_1 (mavi) ve F6 1 (kirmizi) kodlu PAMAM/PVA hidrojellerin fourier
donisiimlii kizilotesi spektroskopisi.
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6.5.2.PAMAM/PVA hidrojellerin su tutma kapasitesi

5.2.7.2.2° deki yontemde belirtilen sekilde hidrojellerin su tutma kapasitesi
hesaplanmistir. 90 dakika boyunca en yiiksek su tutma kapasitesi %33,867+ 0,008 F1
kodlu formiilasyonda elde edilmistir. F2 kodlu hidrojel %28,867+0,005; F3 kodlu
hidrojel ise %23,433+0,006 oraninda su tutma kapasitesine sahiptir. Tablo 22, 23 ve
24’de hidrojellerin zamana bagli su tutma kapasiteleri gram olarak verilmistir. Sekil

91°de ylizde grafikleri belirtilmistir.

Tablo 22. F1 kodlu PAMAM/PVA hidrojellerinin su tutma kapasitesi.

F1 kodlu hidrojelin su tutma kapasitesi (g) (n=3)
Zaman I 1 11 Ortalama £+ SD
(dk)

'5 0,100 | 0,113 | 0,090 0,101= 0,012
'10 0,187 | 0,220 | 0,202 0,203+ 0,017
'15 0,208 | 0,222 | 0,211 0,214 + 0,007
'30 0,231 | 0,229 | 0,218 0,226 + 0,007
'45 0,211 0,215 0,207 0,211 £0,004
'60 0,279 | 0,291 | 0,276 0,282 +0,008
'90 0,347 | 0,331 | 0,338 0,339 +0,008
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Tablo 23. F2 kodlu PAMAM/PVA hidrojellerinin su tutma kapasitesi.

F2 kodlu hidrojelin su tutma kapasitesi (g) (n=3)
Zaman I 1 11 Ortalama £+ SD
(dk)
'5 0,094 | 0,058 | 0,084 0,079 +0,019
'10 0,155 0,163 0,149 0,156+0,007
'15 0,195 | 0,203 | 0,192 0,197+0,006
'30 0,212 0,217 0,208 0,212+0,005
'45 0,202 | 0,204 | 0,199 0,202+0,003
'60 0,233 0,240 0,227 0,233+0,007
'90 0,287 | 0,294 | 0,285 0,289+0,005

Tablo 24. F3 kodlu PAMAM/PVA hidrojellerinin su tutma kapasitesi.

F3 kodlu hidrojelin su tutma kapasitesi (g) (n=3)
Zaman | 11 1] Ortalama £+ SD
(dk)
'5 0,087 | 0,089 | 0,080 0,085+0,005
'10 0,130 | 0,132 | 0,126 0,129+0,003
'15 0,172 | 0,473 | 0,184 0,176+0,007
'30 0,187 | 0,195 | 0,199 0,194-0,006
'45 0,71 | 0,176 | 0,180 0,176+0,005
'60 0,208 | 0,221 | 0,220 0,216+0,007
'90 0,228 | 0,240 | 0,235 0,234+0,009
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Sekil 91. PAMAM/PVA hidrojellerin zamana bagli su tutma yiizdeleri (PBS pH:7.4, 25 <C).

6.5.3. PAMAM/PVA hidrojellerin in vitro salim ¢calismasi

5.2.7.2.3’te belirtilen yonteme gore hidrojellerin in vitro salim galigmasi
yapilmigtir. Tablo 25°de ayrintili bir sekilde hidrojellerden salinan rhTGF-f1
proteinin zaman bagli salim yilizde sonuglar1 verilmistir. 15 giinliikk in vitro salim
caligmas1 sonucunda 500 pg proteinin hidrojel formiilasyonlarindan salimi sirasiyla
F1 % 71,524 £0,9; F2 % 83,143 £3,1; F3 % 82,571+6,9 oraninda gerceklesmistir.
Sekil 92°de hidrojellerin kiimiilatif salim grafigi verilmistir.
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Tablo 25. PAMAM/PVA hidrojellerin in vitro % salim sonuglari.

% Ortalama £+ %SD

Zaman (giin) F1 F2 F3
1 30,429 £1,8 26,238 £3.,9 21,19 £23,6
2 49,048 +0,9 38,667 10,3 36,000 £10,7
3 57,858 £2,8 53,667 +4,8 46,810 1,3
7 61,239 +2,7 63,428 £3,5 56,095 £2,3
10 66,715 +1,0 70,905 +4,4 68,238 £5,3
15 71,524 +0,9 83,143 £3,1 82,571 +£6,9
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Sekil 92. rhTGF-B1 proteinin PAMAM/PVA hidrojellerden salim grafigi. Her bir
calisma standard sapmalariyla verilmis olup n=3 paralelli ¢alisilmistir (PBS buffer, pH
7,4,37°C).
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6.6. Hiicre Kiiltiirii Calismalarina Ait Bulgular
6.6.1. Hiicre canlihig1 deneyine ait bulgular

Tez kapsaminda hazirlanan tiim farmasoétik formlar MTT ¢alismasinda; yara
iyilesmesinde in vitro etkinlik agisindan yaygin olarak kullanilan NIH-3T3 fibroblast
ve HaCaT Keratinosit hiicre hatlar1 iizerinde degerlendirilmistir. 5.2.8.1’de belirtilen
yonteme gore 96 kuyucuklu plakalarda ¢alisma gerceklestirilmistir. MTT deneyinde
hazirlanan formiilasyonlarin sitotoksik olup olmadigi belirtilmistir. Gelistirilen
farmasotik formlarin higbiri sitotoksik bulunmamustir. Deneyde yer alan kontrol
gruplarmi iceren kuyular sadece DMEM besiyeri ve ilgili hiicreyi igermektedir.
PAMAM/PVA hidrojellerde kullanilan PAMAM dendrimerin formiilasyonlarda
icerdigi miktar olan %10 (a/h) konsantrasyonunda kuyu basina 25ul eklenmistir ve
sitotoksik etkisi incelenmistir. rhTGF-B1 proteini de kuyu basina 2.5ng/25ul olacak
sekilde eklenerek sitotoksisite etkisi degerlendirilmistir.
6.6.1.1. PLGA Nanopartikiillerin hiicre canhhgi deneyine ait bulgular

PLGA nanopartikiillerin her iki hiicre hattt {izerine sitotoksisite
degerlendirilmesi i¢in MTT deneyi yapilmistir. Hem rhTGF-B1 iceren hemde
icermeyen PLGA nanopartikiillerin hiicre canlilig1 tizerine etkisi 24 saatlik deney
sonucu gozlemlenmistir. Tablo 26’te ve Tablo 27’da sirasiyla fibroblast ve
keratinosit hiicre hatlar1 lizerinde PLGA nanopartikiillerin tli¢ tekrarli ¢alisildig1 ve
yiizde sonuglar1 ortalama ve standart sapmalar ile birlikte verilmistir. Sekil 93 ve
Sekil 94°de elde edilen sonuglarin % canhilik grafikleri belirtilmistir. Ayrica bu
grafiklere F kodlu nanopartikiil iceren H5 PVA/Kitozan hidrojel formiilasyonu da

eklenerek verilerin kiyaslamasi yapilmstir.
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Tablo 26. PLGA nanopartikiillerin NIH-3T3 hiicre hattindaki sitotoksisite sonuglart.

Formiilasyon | 1 i % Canlilik
kodlar: Ort.£SS

A 142,86 153,01 145,69 147,2+5,23

B 162,93 172,73 164,7 166,8+5,22

C 157,5 159,15 158,09 158,2+0,83

D 180,05 172,85 181,46 178,1+4,61

E 241,09 2425 231,88 238,5+5,76

F 288.,9 289,96 311,57 296,8+12,79

G 190,91 166,35 207,08 188,1+20,51

H 292,44 285,36 252,89 276,9+£21,09

| 153,13 133,41 133,29 139,94+11,42

J 194,81 193,51 195,63 194,7+1,06

TGF-p1 103,66 106,26 104,13 104,7+1,38

Kontrol 99,53 99,65 100,83 100,0+0,71
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Sekil 93. NIH-3T3 fibroblast hiicre hattinda PLGA nanopartikiillerin ve H5 kodlu
PVA/Kitozan hidrojelin sitotoksisite % grafigi.
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Tablo 27. PLGA nanopartikiillerin HaCaT hiicre hattindaki sitotoksisite sonuglari.

Formiilasyon | 1 i % Canlilik
kodlar Ort.£SD
A 137,802 139,438 138,784 138,7+0,82
B 102,354 104,251 102,158 102,9+1,15
C 114,716 103,532 104,578 107,6+6,17
D 85,808 86,985 85,154 85,98+0,92
E 121,648 109,091 103,597 111,4+9,25
F 94,375 88,162 95,422 92,65+3,92
G 119,751 105,625 100,916 108,8+9,80
H 87,508 88,62 88,293 88,14+0,57
| 126,357 114,323 106,736 115,8+9,89
J 80,51 79,398 87,901 82,60+4,62
TGF-p1 86,789 87,574 85,219 86,53+1,19
Kontrol 98,757 100,981 100,327 100,0+1,14
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Sekil 94. HaCaT keratinosit hiicre hattinda PLGA nanopartikiillerin ve H5 kodlu
PVA/Kitozan hidrojelin sitotoksisite % grafigi.
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6.6.1.2. PVA/Kitozan hidrojellerin hiicre canlihg: deneyine ait bulgular
PVA/Kitozan hidrojeller nanopartikiillerin topikal uygulanmasi igin
gelistirilmistir ve her iki hiicre hatt1 iizerinde sitotoksisite degerlendirilmesi MTT
deneyi ile yapilmistir. Tablo 28’de ve Tablo 29°de sirasiyla fibroblast ve keratinosit
hiicre hatlar tizerinde hidrojellerin ii¢ tekrarli ¢alisilmis ve yilizde sonuglari ortalama
ve standart sapmalar ile birlikte verilmistir. Nanopartikiil iceren ve igermeyen tim
hidrojellerin hiicre canlilig: lizerine etkisi 24 saatlik deney sonucu gozlemlenmistir.
Sekil 95 ve Sekil 96°te elde edilen sonuglarin % canlilik grafikleri belirtilmistir.
Kontrole kiyasla H2, H3 ve HS5 hidrojel formiilasyonlar1 anlamli 6lciide hiicre

canliliginda artis saglamistir (p<0,05).

Tablo 28. PVA/Kitozan hidrojellerin NIH-3T3 hiicre hattindaki sitotoksisite
sonugclari.

Formiilasyon | 1 i % Canhhk
kodlar1 Ort.£SD

H1 84,65 93,98 90,79 89,81+4,74

H2 111,22 108,62 112,51 110,8+1,98

H3 122,08 140,73 125,5 129,4+9,92

H4 97,17 99,41 104,49 100,4+3,75

H5 145,57 135,18 133,88 138,2+6,40

TGF-p1 103,66 106,26 104,13 104,7+1,38

Kontrol 99,53 99,65 100,83 100,0+0,71
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Sekil 95. NIH-3T3 fibroblast hiicre hattinda PVA/Kitozan hidrojellerin sitotoksisite %
grafigi.

Tablo 29. PVA/Kitozan hidrojellerin HaCaT hiicre hattindaki sitotoksisite sonuglari.

Formiilasyon | 1 i % Canhhk
kodlar: Ort.£SD

H1 108,764 106,213 111,576 108,9+2,68

H2 111,576 128,646 123,806 121,3+8,79

H3 147,94 132,701 132,178 137,6+8,95

H4 106,736 105,821 109,876 107,5+2,12

H5 109,494 108,518 108,341 108,8+0,62

TGF-p1 86,789 87,574 85,219 86,53+1,19

Kontrol 98,757 100,981 100,327 100,0+1,14
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Sekil 96. HaCaT keratinosit hiicre hattinda PVA/Kitozan hidrojellerin sitotoksisite % grafigi.

6.6.1.3. PAMAM/PVA hidrojellerin hiicre canlihgi deneyine ait bulgular

PAMAM/PVA hidrojellerin her iki hiicre hatt1 iizerine sitotoksisite
degerlendirilmesi icin MTT deneyi yapilmistir. Hem rhTGF-B1 igceren hemde
icermeyen hidrojellerin hiicre canliligi tizerine etkisi 24 saatlik deney sonucu
gozlemlenmistir. Tablo 30 ve Tablo 31’da sirasiyla fibroblast ve keratinosit hiicre
hatlar1 tizerinde PAMAM/PVA hidrojeller {i¢ tekrarli ¢alisilmis ve ylizde sonuglari
ortalama ve standart sapmalari ile birlikte verilmistir. Sekil 97 ve Sekil 98’de elde
edilen sonuclarin % canlilik grafikleri belirtilmistir. Ayrica bu grafiklere sadece
PAMAM polimeri ve rhTGF-B1 protein de eklenerek verilerin kiyaslamasi
yapilmustir.
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Tablo 30. PAMAM/PVA hidrojellerin NIH-3T3 hiicre hattindaki sitotoksisite
sonuglart.

Formiilasyon I 1 11 % Canhihk
kodlan Ort£SD

F1 155,253 149,232 157,142 153,9+4,13

F2 146,989 144,982 144,392 145,5+1,36

F3 118,772 121,015 118,063 119,3+1,54

F4 125,501 129,988 127,863 127,8+2,24

F5 115,702 113,223 115,584 114,8+1,39

F6 96,340 99,409 103,187 99,65+3,43
PAMAM 115,820 125,619 122,196 121,2+4,97
TGF-p1 103,66 106,26 104,13 104,7+1,38
Kontrol 99,527 99,645 100,826 100,0+0,71
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Sekil 97. NIH-3T3 fibroblast hiicre hattinda PAMAM/PV A hidrojellerin sitotoksisite %
grafigi.
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Tablo 31. PAMAM/PVA hidrojellerin HaCaT hiicre hattindaki sitotoksisite
sonuglart.

Formiilasyon I 1 11 % Canhihk
kodlar Ort.£SD
F1 98,225 98,669 98,935 98,61+0,3587
F2 101,508 101,686 101,065  101,4+0,3198
F3 110,559 106,211 112,422 109,7+3,187
F4 108,429 108,518 113,665 110,242,998
F5 108,696 110,382 106,921 108,7+1,731
F6 118,811 124,845 116,681 120,144,235
PAMAM 130,79 125,2 126,176 127,4+2,986
TGF-p1 79,68057  97,33807 86,3354 87,7848,018
Kontrol 103,017 102,041 95,031 100,0+4,356
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Sekil 98. HaCaT keratinosit hiicre hattinda PAMAM/PV A hidrojellerin sitotoksisite %
grafigi.
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6.6.2. BrdU hiicre proliferasyon deneyine ait bulgular

5.2.8.2°de belirtilen yonteme goére 96 kuyucuklu plakalarda ¢alisma
gerceklestirilmistir. Hazirlanan tiim farmasoétik formlar BrdU c¢alismasinda; yara
iyilesmesinde in vitro etkinlik agisindan yaygin olarak kullanilan NIH-3T3 fibroblast
ve HaCaT keratinosit hiicre hatlar1 iizerinde degerlendirilmistir. Bu deneyde
hazirlanan  formiilasyonlarin  hiicre  proliferasyonu {izerinde etkinliklerinin
belirlenmesinde rol oynamistir. Deneyde yer alan kontrol gruplarini igeren kuyular
sadece DMEM besiyeri ve ilgili hiicreyi icermektedir. PAMAM/PVA hidrojellerde
kullanilan PAMAM dendrimerin formiilasyonlarda icerdigi miktar olan %10 (a/h)
konsantrasyonunda kuyu basina 25ul eklenmistir ve hiicre proliferasyon etkisi
incelenmistir. thTGF-B1 proteini de kuyu basina 2.5ng/25ul olacak sekilde eklenerek
etkinligi degerlendirilmistir.
6.6.2.1. PLGA Nanopartikiillerin BrdU hiicre proliferasyon deneyin ait bulgular

PLGA nanopartikiillerin her iki hiicre hatti1 {izerinde proliferasyon etkisi
degerlendirilmistir. Hem rhTGF-B1 i¢eren hemde igermeyen PLGA nanopartikiillerin
proliferasyon etkinligi 24 saatlik deney sonucu gézlemlenmistir. Tablo 32 ve Tablo
33’de sirasiyla fibroblast ve keratinosit hiicre hatlar1 tizerinde PLGA nanopartikiiller
ti¢ tekrarli ¢alisilmis ve ylizde sonuglari ortalama ve standart sapmalari ile birlikte
verilmistir. Sekil 99 ve Sekil 100’de elde edilen sonuglarin % proliferasyon
grafikleri belirtilmistir. Ayrica bu grafiklere nanopartikiil iceren H5 PVA/Kitozan

hidrojeli de eklenerek verilerin kiyaslamasi yapilmistir.
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Tablo 32. PLGA nanopartikiillerin NIH-3T3 hiicre hattindaki hiicre proliferayon

sonuglart.

Formiilasyon
kodlar:

A

B

J

TGF-p1

Kontrol

Hiicre proliferasyon %

250

200+

150+

100+

50

113,143
122,286
127,429
157,714
160
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109,714
163,429
118,857
121,143
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117,714
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116
118,286
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N
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97,143
120,571
117,143
157,714
170,857
187,429
129,143
162,286
102,857
117,143
98,857

92,571

%
Proliferasyon
Ort.+SD
107,0+8,65
118,7+4,86
125,9+8,10
154,3+5,93
159,2+12,02
192,6+6,59
118,9+9,76
164,6+3,02
112,6+8,53
118,9+2,06

106,7+9,83

100,0+6,44

Formiilasyon kodlari
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Sekil 99. NIH-3T3 fibroblast hiicre hattinda PLGA nanopartikiillerin hiicre proliferasyon %

grafigi.
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Tablo 33. PLGA nanopartikiillerin HaCaT hiicre hattindaki hiicre proliferayon
sonuglart.

Formiilasyon I 1 i %
kodlar1 Proliferasyon
Ort.£SS
A 82,616 82,1 73,15 79,29+5,322
B 58,864 60,585 59,036 59,50+0,947
C 59,208 80,379 77,453 72,35+11,47
D 53,528 61,618 52,324 55,82+5,054
E 112,22 90,878 94,492 99,20+11,42
F 89,329 76,076 80,551 81,99+6,742
G 95,888 102,056 109,985 102,6+7,067
H 58,176 74,01 66,093 66,09+7,917
I 110,327 115,318 121,515 115,745,605
J 103,614 87,263 75,731 88,87+14,01
TGF-p1 65,232 63,511 61,79 63,51+1,721
Kontrol 101,205 100,344 98,451 100,0+1,409
400=
300
£
200

Hiicre proliferasyon %

100-

Formiilasyon kodlar:

Sekil 100. HaCaT keratinosit hiicre hattinda PLGA nanopartikiillerin hiicre proliferasyon %
grafigi.
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6.6.2.2. PVA/Kitozan hidrojellerin BrdU hiicre proliferasyon deneyine ait
bulgular

PVA/Kitozan  hidrojeller,  nanopartikiillerin ~ topikal  uygulanmasini
kolaylastirmak ve yara tedavisine tasiyici sistem etkinligini ve katkisini agisindan
geligtirilmistir. Her iki hiicre hatti {izerinde hiicre proliferasyon etkinligi
incelenmistir. Tablo 34’de ve Tablo 35’de sirasiyla fibroblast ve keratinosit hiicre
hatlar1 {izerinde hidrojellerin ii¢ tekrarli ¢alisilmis ve yiizde sonuglari ortalama ve
standart sapmalar1 ile birlikte verilmistir. Sekil 101 ve Sekil 102’de elde edilen
sonuglarin % proliferasyon grafikleri belirtilmistir. Ayrica bu grafiklere F kodlu
nanopartikiil igeren H5 PVAJ/Kitozan hidrojel formiilasyonu da eklenerek hiicre

proliferasyonu tizerine 24 saatlik etkisi gozlemlenmistir.

Tablo 34. PVA/Kitozan hidrojellerin NIH-3T3 hiicre hattindaki hiicre proliferasyon

sonuglart.
Formiilasyon I 1 11 %
kodlari Proliferasyon
Ort.£SD

H1 180,571 211,428 185,714 192,6+16,53
H2 232,571 225,714 183,428 213,94+26,61
H3 226,285 284,571 210,285 240,4+39,10
H4 188,571 174,285 155,428 172,8+16,62
H5 190,541 188,288 157,658 178,8+18,37

TGF-p1 117,714 103,429 98,857 106,7+9,83

Kontrol 104 103,429 92,571 100,0+6,44
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Sekil 101. NIH-3T3 fibroblast hiicre hattinda PV A/Kitozan hidrojellerin hiicre proliferasyon
% grafigi.

Tablo 35. PVA/Kitozan hidrojellerin HaCaT hiicre hattindaki hiicre proliferasyon

sonuglart.
Formiilasyon | 1 i %
kodlar1 Proliferasyon
Ort.£SD

H1 76,936 67,469 81,067 75,16+6,971
H2 76,248 69,363 86,231 77,28+8,481
H3 114,114 170,912 109,122 131,4+34,32
H4 85,198 94,492 92,083 90,59+4,82
H5 277,969 284,165 258,175 273,4+13,57

TGF-p1 65,232 63,511 61,79 63,51+1,72

Kontrol 101,205 100,344 98,451 100,0+1,40
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Sekil 102. HaCaT keratinosit hiicre hattinda PV A/Kitozan hidrojellerin hiicre proliferasyon
% grafigi.

6.6.2.3. PAMAM/PVA hidrojellerin BrdU hiicre proliferasyon deneyine ait
bulgular

PAMAM/PVA hidrojellerin her iki hiicre hatti1 iizerinde hiicre proliferasyon
etkinligi yapilmistir. Hem rthTGF-B1 iceren hemde icermeyen hidrojellerin
proliferasyon iizerine etkisi 24 saatlik deney sonucu ile gézlemlenmistir. Tablo 36 ve
Tablo 37°da sirastyla fibroblast ve keratinosit hiicre hatlar1 tizerinde PAMAM/PVA
hidrojeller ii¢ tekrarli calisilmis ve yiizde sonuglar1 ortalama ve standart sapmalari ile
birlikte verilmistir. Sekil 103 ve Sekil 104’de elde edilen sonuglarin % proliferasyon
grafikleri belirtilmistir. Ayrica bu grafiklere sadece PAMAM polimeri ve thTGF-B1
protein de eklenerek verilerin kiyaslamasi yapilmistir. Elde edilen sonuglara gore
PAMAM/PVA hidrojellerin tek basina protein uygulanan kuyucuklardaki

proliferasyona kiyasla anlamli artis sagladigi gosterilmistir (p<0,05).
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Tablo 36. PAMAM/PVA hidrojellerin NIH-3T3 hiicre hattindaki hiicre proliferasyon

sonuglart.
Formiilasyon I 1 11 %
kodlari Proliferasyon
Ort.=SD
F1 444 595 433,333 396,847 424,9+24,96
F2 340,991 333,333 322,523 332,3+9,27
F3 291,892 291,441 286,036 289,8+3,25
F4 146,396 120,721 118,468 128,5+15,51
F5 125,225 127,477 119,369 124,0+4,18
F6 103,603 113,513 113,513 110,2+5,72

PAMAM 338,739 347,748 374,324 353,6+18,50
TGF-p1 107,658 110,811 108,559 109,0+1,62

Kontrol 101,802 98,198 99,55 99,85+1,82
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Sekil 103. NIH-3T3 fibroblast hiicre hattinda PAMAM/PV A hidrojellerin hiicre
proliferasyon % grafigi.
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Tablo 37. PAMAM/PVA hidrojellerin HaCaT hiicre hattindaki hiicre proliferasyon

sonuglart.
Formiilasyon | 1 11 %
kodlar Proliferasyon
Ort.£SS

F1 274,182 267,47 241,824 261,2+17,08

F2 108,95 109,122 114,802 111,0+3,33

F3 112,392 88,985 102,065 101,1+11,73

F4 299,139 303,959 289,157 297,4+7,55

F5 149,914 181,239 171,429 167,5+16,02

F6 126,334 132,53 130,981 129,9+3,22
PAMAM 230,809 255,766 272,978 253,24+21,20

TGF-p1 66,437 72,289 76,248 100,0+1,40

Kontrol 100,344 98,451 101,205 71,66+4,93
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Sekil 104. HaCaT keratinosit hiicre hattinda PAMAM/PV A hidrojellerin hiicre proliferasyon
% grafigi.
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6.6.3. In vitro yara iyilestirme deneyine (Scratch deneyi) ait bulgular

5.2.8.3’te belirtilen yonteme uygun sekilde strach testi kullanilarak protein
iceren ve igermeyen PLGA nanopartikiillerin, PVA/Kitozan hidrojellerin ve
PAMAMY/PVA hidrojellerin ilag tasiyici sistemler olarak tek basina ve rhTGF-Blile
kombine etkilerini hiicre migrasyonu temel alinarak incelenmistir. Tek hiicreli ve
yapay olarak hasar almig bir yaranin kapanmasini hizlandirma yeteneginin
arastirilmast amaglanmigtir. Karakterizasyon g¢aligmalari sonucunda E ve F kodlu
nanopartikiil, H3 ve H5 kodlu hidrojeller ve F1 ile F4 PAMAM/PVA hidrojel
formiilasyonlar1 secilmistir. Sifirinct saatte ve 37 °C'de %5 CO, ‘de 48 saatlik bir
onarim siiresinden sonra kuyularin resimleri ¢ekilmistir. Bu deney hem keratinosit
hem de fibroblast hiicre hatlarina uygulanmistir. Deney her hiicre hattt igin (n=3)

kuyu seklinde ve ti¢ kez tekrarlanmustir.
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Resim 7. NIH-3T3 fibroblast hiicre migrasyon goriintiileri.
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H5 hacat

0. saat F1 F4

Resim 8. HaCaT keratinosit hiicre migrasyon goriintiileri.
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7. TARTISMA VE SONUC

Tez caligmasi kapsaminda geg¢misden giiniimiize kadar devam eden, yara
iyilesme prosesinde yer alan rhTGF-B1 proteinin etkinligine ve farkli tasiyici
sistemler ile bu etkinin farkli hiicre hatlarindaki davramisi ve etkinligi
degerlendirilmistir. fhTGF-B1 proteinin yara iyilesme siirecinde hiicre canliligi,
hiicre proliferasyonunda ve migrasyonundaki rolii bilinmekle beraber farkli tasiyici
sistemler araciligi ile protein stabilitesi saglanmasi ve tasiyict sistem katkili
kombinasyonlu etki incelenmistir.

Yara tedavisi, diinyadaki en yaygm ve ekonomik olarak maliyetli saglik
sorunlarindan biri olmaya devam etmektedir. Mevcut tedavi secenekleri sinirlidir ve
kargilanamayan klinik ihtiyaglar1 karsilamak i¢in yeni terapdtiklerin gelistirilmesine
ihtiyag duyulmaktadir. Bircok yara iyilestirici ajanin kesfedilmesiyle beraber
bunlarin ¢ogu in vitro ve in vivo kosullarda hassas molekiiller olup stabilite sorunlari
yasanabilmektedir. Bu ylizden etkin molekiillerin yanisira ilag tasiyici sistemlerde bu
alanda olduk¢a Onemlidir (Dorantes ve Ayala, 2019). Yara tedavisinde bir¢cok
biiylime faktorii ve ilag tastyici sistemler denenmistir. Bunlar arasinda nanosistemler
ve Ozellikle PLGA nanopartikiiller sik¢a tercih edilmektedir. Biyouyumlu, FDA
onayli sitotoksik olmayan bu polimer yara iyilesme mekanizmasinda ayrica
polimerin yapisal avantajina da sahiptir. PLGA,; laktik ve glikolik asitin belli
oranlarda karisimiyla olusan bir kopolimerdir, Bu polimer hidrolize ugradiginda
ortaya ¢ikan laktik asit laktat indiiksiyonu saglamaktadir ki bu da yarali alanda
anjiyogenezi artirarak iyilesmeyi pozitif yonlii ivmelendirmektedir (Saghazadeh ve
ark., 2018; Naves ve ark., 2017).

rhTGF-B1 proteini uygulama protokiiliine gore alikotlanip -80° C’de
yapilacak ¢aligmalar igin saklanmistir. Proteinde yapilan SDS-PAGE kontrolii Resim
2’de gosterilmistir. Alikotlanma sirasinda stabilizan olarak igerisine eklenen BSA
miktar1 da fragmentlerini igerecek sekilde kontroldeki BSA (66 kDa) kuyulariyla
kiyaslanmis ve rh TGF-B1’ya ait 25 kDa biiyiikliigiindeki bant jelde gosterilmistir.
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rhTGF-B1 proteini i¢in yapilan diger bir kontrol ise biyoaktivite testidir.
Jaclenec ve arkadaslarinin calismasinda belirttigi yontemle rekonstitiie thTGF-p1
proteinin IL-4 indiiksiyonlu HT-2 hiicre inhibisyonu ile biyolojik aktivitesi tespit
edilmistir ve proteinin doza bagimli aktivitesi Sekil 28°deki hiicre canlilig: grafigi ile
gosterilmistir (Jaclenec ve ark., 2008). IL-2 bagimli T lenfosit hiicresi olan HT-2,
IL-4 varliginda hiicre proliferasyonunu indiiklemektedir (Kupper ve ark., 1987).
Sekil 28’deki grafik sonuglarina gore IL-4 ekli grup kontrol grubuna kiyasla hiicre
canliliginda %19,1 ile anlamli bir artig saglamistir (p<0,05). rhTGF-B1’in biyolojik
aktivitesi IL-4 varligindaki HT-2 hiicre inhibisyonuna dayanmaktadir. 5 ng ile 50 ng
arasindaki belirtilen dozlarin hepsi kontrole kiyasla inhibisyon saglamistir ve
istatistiksel olarak anlamhidir (p<0,05). TGF-f1’in doza bagimli inhibisyon etkisi
5-30 ng araliginda korelasyon gostermesede 30 ng’dan sonraki dozlarda, doza
bagimli inhibisyon goriilmiistiir.

TGF-B1 proteinin hidrofilik yapist nedeniyle nanopartikiillerin hazirlanmasi
i¢in ikili emiilsiyon ¢6ziicli buharlagtirma yontemi secilmistir (Defail ve ark., 2006).
Bircok parametre nanopartikiillerin fizikokimyasal o&zelliklerini etkilemektedir.
Bunlar arasinda polimer konsantrasyonu, dis fazdaki PVA konsantrasyonu, ilag
konsantrasyonu, nanopartikiil boyutu, zeta potansiyeli, polidispersite indeksi,
enkapsiilasyon etkinligi, polimer ic¢in kullanilan organik ¢oziicli ve karistirma hizi
baslica yer almaktadir (Huang ve Zhang, 2018).

Poli(D,L-laktik-ko-glikolik) (PLGA) polimeri olarak Resomer® RG 503 H
asit terminalli formu tercih edilmistir. Tercih edilme sebebi laktik asit(LA) : glikolik
asit (GA) 50:50 formu kolay hidrolize olup daha hizli salim yapabilmesidir.
Genellikle, peptit-protein yapisindaki biiyliime faktorlerinin stabilitesini saglamak
icin BSA proteini kullanilmaktadir ve ¢alismamizda % 0,1 BSA iginde rhTGF-f1
hazirlanmistir. PLGA zincirinin karboksilik asit bolgesi proteinle etkilesimi artirir ve
proteinin nanopartikiile daha iyi enkapsiile olmasini saglamaktadir. Sonug olarak
yiiksek enkapsiilasyon etkinligi sagladigi belirtilmektedir (Jaclenec ve ark., 2008
Nisan; Jaclenec ve ark,. 2008 Ocak).

% 1, % 2, % 3, % 4 ve % 5 PLGA konsantrasyonlarini igeren
formiilasyonlarda, protein igeren nanopartikiiller boyut olarak bos olanlardan daha

biiyiiktiir ve istatistiksel olarak anlamlilik gostermistir (p <0,05).
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Huang ve Zhang yaptiklart PLGA nanopartikiil ¢alismasinda artan PLGA
polimer konsantrasyonunun partikiil boyutunda artis sagladigini bildirmislerdir
(Huang ve Zhang, 2018). Bizim ¢alismamizda artan polimer konsantrasyonuna karsi
nanopartikiil boyutunda dogrusal bir artis gozlenmemistir. Bunun nedeni
nanopartikiil hazirlama yonteminin farkliligt ve PLGA’nin ¢6ziindiigii organik
solvanin farkliligi olabilmektedir (Astete ve Sabliov, 2006). 20-200 nm araligindaki
nanopartikiiller, dendritik hiicreler tarafindan endositoz veya pinositoz yoluyla etkili
bir sekilde hiicreye alinirlar. Zolnik ve arkadaslarmin yaptiklart bir g¢alismada
yaklagik 25 nm boyutundaki polimerik nanopartikiillerin lenf nodlarindaki dendriitik
hiicrelerde daha ¢ok biriktigini ve immiin yanit1 uyardiklarini belirtmislerdir (Zolnik
ve ark., 2010). 0,5-5 um'lik partikiiller ise fagositoz veya makropinositoz ve humoral
yaniti uyarabilmektedirler (Silva ve ark., 2016). Bu verilere goére 200-500 nm,
bagisiklik sistemi agisindan en wuygun boyut olarak degerlendirilmektedir.
Calismamizdaki nanopartikiillerin boyut araligt da bu veriler ile uyumlu
bulunmustur.

PLGA nanopartikiillerin disg fazinda yer alan PVA, non-iyonik siirfaktan gibi
rol alarak nanopartikiile negatif bir yiizey yiikii saglamaktadir. Bu ylizden
nanopartikiillerin negatif zeta potansiyaline sahip olmast beklenilen bir durumdur
(Davda ve Labhasetwar, 2005). Protein igeren ve igermeyen nanopartikiil
formiilasyonlarinin zeta potansiyeli (Tablo 11) agisindan aralarinda istatistiksel bir
anlamlilik yoktur (p> 0,05). Nanopartikiillerin zeta potansiyeli degerleri -29,6 + 2,1
ve -26,8 + 0,9 arasindadir. Farkli PLGA polimer konsantrasyonu da zeta potansiyeli
tizerinde istatistiksel olarak anlamli bir farklilik géstermemistir (p> 0,05).

PLGA nanopartikiillerin enkapsiilasyon etkinligi % 98,8 + 0,2 ile % 99,8 +
0,04 arasindadir, bu da oldukg¢a yiiksek bir orandir (Tablo 13). Artan polimer
konsantrasyonu ile enkapsiilasyon etkinliginde genellikle artis beklenmektedir
(Chaisri ve ark., 2009). Yapilan baska bir ¢alismada Barisitinib molekiilii i¢in PLGA
konsantrasyonu arttik¢a enkapsiilasyon oraninda artis oldugu belirtilmistir (Ansari ve
Alshahrani, 2019). Yaptigimiz ¢alismada formiilasyon B, istatistiksel olarak en
diisiik enkapsiilasyon etkinligine sahiptir (p<0,05). Diger formiilasyonlar ise
enkapsiilasyon etkinligi birbirine yakin oldugu igin istatistiksel olarak anlamli

degildir (p>0,05). Tim formiilasyonlar yiiksek oranda protein enkapsiilasyonu
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saglamistir. Vaidya ve arkadaslari % 25-50 araliginda enkapsiilasyon etkinligine
sahip mikro ve nanopartikiileri belirtmiglerdir. Calismamizda elde ettigimiz
enkapsiilasyon etkinligi bu ¢alismalar ile kiyaslandiginda oldukga yiiksek bir sonug
saglamistir (Vaidya, 2012; Lu ve ark., 2000; Jhunjhunwala ve ark., 2012).

Polidispers  indeks, bir kiimilatif analiz kullanilarak korelasyon
fonksiyonundan elde edilir. Ozellikle kolloidal sistemler (nanopartikiiller,
mikropartikiiller, siispansiyonlar vs.) icin olduk¢a Onemli bir parametredir.
Formiilasyonun boyut dagilimi, homojenite ve agregasyon hakkinda bilgi
vermektedir. PDI degeri 0,7’den biiyiik ise genis boyut dagilimima sahip oldugu
bilinmektedir. PDI degeri olarak 0,05-0,7 aralig1 kabul gérmekle beraber diigiikk PDI
degerleri partikiil biiyiikliigiiniin homojen oldugunu gostermektedir. 0,05-0,3 PDI
aralig1 yaygin olarak kabul gérmektedir (Brito ve ark., 2019; Danaei ve ark., 2018).
Tez kapsaminda hazirlanan nanopartikiillerin  PDI  degerleri  0,281-0,346
araligindadir. Bu degerler boyut dagilimi agisindan uygun bulunmustur (Sekil 30).
SEM fotograflarinda (Resim 3 ve Resim 4) heterojen boyutlarda nanopartikiiller yer
alsa da elde ettigimiz PDI degerleri boyut dagilimmm homojen olarak
degerlendirilebilecegini gostermektedir.

PLGA nanopartikiillerin hazirlanmast sonucu % verimleri Tablo 12’de
belirtildigi gibidir. En yliksek verim F kodlu nanopartikiilde, en diisiik verim D kodlu
nanopartikiile aittir. Nanopartikiillerin hazirlanmas1 sirasinda santrifiijleme ve
liyolifilizasyon agamalar1 verimin diismesine neden olabilecegi diistintilmektedir.

Hazirladigimiz nanopartikiillerin FT-IR analizleri Sekil 31, 32, 33 ve 34’de
gosterilen kimyasal yapilara ait pikler ayrintili sekilde boliim 6.3.4°de belirtilmistir.
Bu analiz sonucunda rhTGF-B1 proteini PLGA nanopartikiil igerisine enkapsiile
edildigi gosterilmistir (Javadzadeh ve ark., 2010).

PLGA nanopartikiillerin morfolojik analizi SEM goriintiilemesi ile
yapilmigstir. Nanopartikiiller diiz ve kiiresel bir ylizeye sahiptir. Boyut agisindan da
Malvern Zetasizer 6l¢iimleri ile uyumlu bulunmustur.

DSC analizinde PLGA polimerin, protein igeren ve igermeyen
nanopartikiillerin gec¢imlilik ve termal stabiliteleri degerlendirilmistir. Sekil 34°de
52 <C 'de endotermik tepe PLGA'nin erime noktasidir, Bu pik hem protein igermeyen

hem de igeren nanopartikiillerde gozlemlenmistir. TGF-f1 iceren nanopartikiil
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formiilasyonlarin  fiziksel oOzelliklerinde bir degisiklik olmamistir. Bunun
dogrultusunda, TGF-B1 proteini ve PLGA polimeri ge¢imli bulunmustur (Yang ve
ark., 2019).

PLGA nanopartikiillerden (B, D, F, H, J ) thTGF-B1 proteinin salim davranisi
iki fazli bir sistem olarak gergeklesmistir. Baslangicta bir patlama etkisi, ardindan
daha yavas ve siirekli salim ile karakterizedir.

llag salim miktarlar1 PLGA konsantrasyonuna bagli olarak degisiklik
gostermistir. PLGA konsantrasyonu arttik¢a, patlama etkisi azalmis ve daha yavas
bir salim meydana gelmistir. Bu veriler in vitro salim ¢aligmasi agisindan istatistiksel
olarak anlamlilik gostermistir (p<0,05). B, D, F, H ve J formiilasyonlarinin ilag
salimi, Sekil 35'te gosterildigi gibi 30 giin sonunda sirasiyla % 35.1,% 25.2,%
24.3,% 19.06 olarak goriilmiistiir. En diisiik (% 8.72) patlama etkisi % 5 PLGA
konsantrasyonu, en yiiksek oran ise (% 20.88) % 1 konsantrasyonda gozlenmistir.
Astete ve Sabliov’un ¢alismasinda da PLGA konsantrasyonu arttik¢a salimdaki ilk
patlama etkisinin azaldig1 ve salim siiresinin uzadig: bildirilmistir (Astet ve Sabliov,
2006). ik patlama etkisi, nanopartikiillerin yiizeyine baglanan proteinlerin
salinmasindan kaynaklabilmektedir. Ayrica, PLGA polimerinin ucundaki karboksilik
asit grubunun varhigi, protein stabilizasyonu saglayan BSA ile daha iyi etkilesime
izin vererek; artan enkapsiilasyon ve diisiik patlama etkisi ile kontrollii bir salim elde
edilmistir (Jaclenec ve ark,. 2008 Ocak).

Farkli PLGA konsantrasyonlar i¢eren nanopartikiil formiilasyonlar1 arasinda
biyoadezif oOzellikler agisindan anlamli bir farklilik yoktur (p>0,05). Tim
nanopartikiillerin in vitro biyoadezyon analiz grafikleri Sekil 37, 38, 39, 40, 41, 42,
43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50 ve 51°’de verilmistir. Sezer ve arkadaslarmin
fukokiireler ile yaptiklari ¢aligmada Kitozanin 3 kat artisi, fukokiirelerin biyoadezyon
degerlerinde 2.5 kat artis saglamustir, 0,081'den 0,191 mJ / cm®ye yiikselmistir
(Sezer ve ark., 2008). Kitozanin dogal bir polimer olarak adezif 6zelligi bilinmekle
birlikte bizim ¢alismamizda PLGA nanopartikiillerin biyoadezyon degerleri kitozan
olmadan benzer bir aralikta bulunmustur. Bu nedenle, PLGA nanopartikiillerin goz
ardi1 edilemeyecek bir biyoadeziflik sergiledigi diisiiniilmektedir. Bu da; yaral
bolgeye uygulamada avantaj saglamaktadir (Kockisch ve ark., 2003; Sezer ve ark.,
2008).
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Hazirladigimiz PLGA nanopartikiillerin yara tedavisinde kullanim kolayligi
ve biyoadezif 6zelliginin artirtlmasi agisindan, topikal uygulamalarda yaygin olarak
kullanilan hidrojel formiilasyonu tercih edilmistir. Geleneksel transdermal tasiyici
sistemler arasinda plasterler, yagli sivaga sahip pomadlar uzun dénem kullanim
sonucu kontaminasyona, alerjik ve kisa yanit siiresine neden olabilmektedir. Bu da
hidrojellerin tercih sebeplerinden biridir. Hidrojeller biiyiik miktarlarda suyu
¢oziinmeden tutabilen ¢apraz bagh hidrofilik polimerlerden olusmaktadir. Segilen
polimerler hidrojel formiilasyonlarinda tercih edilen kitozan ve PVA polimeridir.
Kitozan; katyonik, toksik olmayan, biyouyumlu, biyolojik olarak pargalanabilir,
antimikrobiyal ve biyoadezif 6zelliktedir. Kitozan bazli hidrojeller genellikle diger
polimerlerle kombinasyon halinde tiretilmektedir (Kamoun ve ark., 2017; Rafique ve
ark., 2016).

PVA diger polimerlerle karigtirnlmaya uygun esneklik ve yiiksek
hidrofiliklik 6zelliklerinden dolay: tercih edilmistir. Diisiik toksisite ve kontrollii
salim igin uygun gorilmistir (Zu ve ark., 2012). Ayrica yara tedavisinde
kontaminasyon ciddi ve istenmeyen bir sorundur. PVA/Ktozan hidrojellerin Gram (-)
ve Gram (+) bakterilere karsi etkili olmasi tercih edilme sebepleri arasindadir
(Abdel-Mohsen ve ark., 2011).

PVA/Kitozan hidrojeller toksisiteye neden olabilecek capraz baglayici bir
ajana gerek olmadan fiziksel bir yontem olan dondurma-¢6ziindiirme metodu ile
hazirlanmistir (Hassan ve Peppas, 2000; Abdel-Mohsen ve ark., 2011; Lotfipour ve
ark., 2019). PVA'nin ve kitozan ¢ozeltisinin tekrarlanan dondurma-¢oziindiirme
dongiileri sulu ¢ozeltide, capraz baglanma yerleri olarak islev goren kristal yapilarin
olusmasimi saglayarak c¢apraz bagli ve yiiksek bir sisme kapasitesine sahip bir
hidrojel tiretilmesini saglamistir. (Cascone ve ark., 1999).

Tez galismamizda hazirlanan PV A/Kitozan hidrojellerde dondur-¢6z dongiisii
iki siklus seklinde yapilmistir. Ciinkii artan dongii sayilart ¢apraz baglanmayi
artirmakla beraber hidrojelin su tutma kapasitesinde azalmaya neden olmaktadir.
Hosseini ve arkadaslar1 ve PVA/Kitozan hidrojellerde yaptiklari calismada da dongii
sayisinin su tutma kapasitesini etkiledigini ve dondur-¢6z sikluslarinin artiginin
capraz baglanmayi1 artirdigin1 ve sonug¢ olarak hidrojejin su tutma kapasitesini

azaltigimi  belirtmiglerdir (Hosseini ve ark.,, 2012). Hazirladigimiz hidrojel
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formiilasyonlarinda kitozan konsantrasyonu sabit tutularak kitozanin adezif ve
antimikrobiyal ozelliklerini alirken sinirlt su tutma kapasitesi ve mekanik giiclinii
arirmak i¢in farkli PVA konsantrasyonlar1 ile hidrojel formiilasyonlar
olusturulmustur (Tablo 8) (Rinehart ve ark., 2016).

PVA/Kitozan hidrojellerin karakterizasyonu i¢in FT-IR analizi yapilmistir.
Kitozan, PVA polimerleri ve PVA/Kitozan hidrojellerinden H3 ve H5 kodlu
formiilasyonlarin yapilarindaki kimyasal gruplar Sekil 51, 52 ve 53’de belirtilmistir.
HI1, H2, H3 ve H4 kodlu hidrojellerin su tutma kapasitesi, mekanik 6zellikleri ve
hiicre kiiltlirii ¢alismalar1 sonuglarina gére H3 formiilasyonu sec¢ilmistir ve igerisine
optimize edilmis F kodlu nanopartikiil eklenerek H5 kodlu hidrojel olusturulmustur.
Sonug olarak sentezlenen hidrojellerde kitozan ve PVA polimeri arasindaki etkilesim
ve uyumluluk gosterilmistir. 3450-3225 cm™ de kitozan ve PVA polimerleri
arasinda (OH / NH,) gerilmesine neden olan hidrojen baglarinin varligin1 gésteren
bir tepe noktasi saptanmistir ( Agnihotri ve ark., 2012).

Ornegin 1707, 1638 ve 1475-1415 cm™ gibi diger pikler; PVA/Kitozan
polimerik zincirlerinde sirasiyla mevcut karbonil grubu gerilimini, (NHCOCHs3)
gruplarmi ve (C-H) baglarimi gostermistir. PLGA nanopartikiilinii igeren H5
formiilasyonunda PVA/Kitozan hidrojel yapisinin korunmast FT-IR spektrumu ile
gosterilmistir. Absorbsiyon pikleri, sirasiyla PVA/Kitozan hidrojeli ve Kkitozan
zincirlerinin (-CH,) asimetrik gerimini ve (C — H) bagindan kaynaklanan hem H3
hem de H5 kodlu hidrojellerde 2975-2845 ve 2870-2840 cm™ de gdézlemlenmistir
(Escobar-Sierra ve Perea-Mesa, 2017; Ullah ve ark., 2019). Ayrica, HS PVA/Kitozan
hidrojelinde PLGA nanopartikiilii karakteristik piki 1720-1695 cm™ de (C = O)
yapisina ait bagin bulundugu da ortaya koyulmustur (Moura ve ark., 2014).

PVA/Kitozan hidrojellerin morfolojik analizi SEM ile degerlendirilmistir.
Resim 5 ve 6°da verilen sem goriintiileri hidrojelde ¢apraz baglarin olusturdugu agsi
yap1 da gosterilmistir (Santos ve ark., 2018; Figueroa-Pizano ve ark., 2018).

PVA/Kitozan hidrojelleri, PVA'nin polimer konsantrasyonuna bagl olarak su
tutma kapasitelerinde farklilik gostermistir. Kitozandan daha hidrofilik olan PVA
polimerinin ilavesi, su tutma kapasitesini artirarak hidrojellerin sisme oranini da
artirmustir (p<0,05) (Sekil 55) (Tablo 13). PVA %2,5’tan %5’e ¢iktiginda %5 artis
gozlenirken %2,5’ten %10’a ¢iktiginda %10 artis gézlenmistir. PVA konsantrasyonu
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%2,5 ve %5 olan formiilasyonlardaki sisme orani tek basina kitozan ile hazirlanan
H4 kodlu hidrojel ile kiyaslandiginda anlamli bir farklilik gozlenmemistir (p>0,05).
%10 ‘luk PVA konsantrasyonu ise diger tiim hidrojellere kiyasla su tutma
kapasitesinde anlamli bir artis saglamistir (p<0,05). Rinehart ve arkadaslarnin
yapmis oldugu c¢alismada, PVA/Kitozan hidrojellerde PVA orani arttikga hidrojelin
sisme oraninin arttigi belirtilmistir. Yaptigimiz ¢alismamizda da benzer sonuglar elde
edilmistir (Rinehart ve ark., 2016). Karboksimetil kitozan ve PVA ile hazirlanan
baska bir hidrojel calismasinda hem kitozan hemde PVA konsantrasyonun artisi
hidrojelin sisme 6zelliginde artis sagladigini belirtmistir. PVA konsantrasyonundaki
artis, (-OH) gruplarinda da artis saglar ve bu da polimerik agin hidrofilikligini
arttirarak sisme oranmini artirir ( Ullah ve ark., 2019). Diger bir ¢alismada ise
PVA/Kitozan hidrojellerde PVA konsantrasyonunun arttigi formiilasyonlarin daha az
su tutma kapasitesine sahip oldugunu belirtmistir. Bunun nedeni ise PVA’nin
kristallik ~ derecesi, dondur-¢6z siklusu  onemli  parametrelerdir. PVA
konsantrasyonundaki artig kristallik derecesini artirmaktadir bu da ¢apraz baglanma
bolgelerini artirarak su tutma kapasitelerini azaltmaktadir. Ayrica dondurma-
¢oziindiirme sikluslarindaki artis yine hidrojelde ¢apraz baglanma sayisini artirdig
i¢in su tutma kapasitesinde azlmaya neden olabilmektedir (Kim ve ark., 2003).

PLGA nanopartikiilinii igeren HS5 hidrojel formiilasyonlari, igermeyen
formiilasyon H3’e kiyasla daha az su tutma kapasitesine sahiptir. Ilk olarak H5,
hidrojele yerlesen ve ¢apraz baglama araligini genisleten nanopartikiillere bagli
olarak daha hizli bir sisme orami gostermistir. Fakat sonrasinda hidrojelin su
penetrasyon kabiliyetini sinirlayan ve genel sisme davranisimi azaltan polimerik
zincirlerde bulunan, PLGA nanopartikiiller ile elektronca zengin O ve N atomlar1
arasindaki ek capraz baglantilar ile agiklanmaktadir (Vimala ve ark. 2011; Baghaie
ve ark., 2017). Tez c¢alismasinda nanopartikiil igermeyen hidrojele kiyasla
nanopartikiil igeren hidrojelin su tutma kapasitesi % 42'den % 20 ye distigi
saptanmuistir.

F kodlu PLGA nanopartikiiliin in vitro salim testinde patlama etkisi % 18
iken H5 kodlu PVA/Kitozan hidrojelin patlama etkisi %10,71 olarak elde edilmistir.
PLGA nanopartikiiliin hidrojel igerisinde verilmesi thTGF-f1’in patlama etkisinde

anlamli bir azalma (p<0,05) ve uzun siireli kontrollii bir salim saglamistir. Sekil
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55’te belirtilen grafikteki gibi salim, hidrojel ig¢ine gomiilii nanopartikiillerden
hazirlanan diger nanopartikiillere kiyasla gecikmeli olmustur. Baghaei ve
arkadaglarinin ¢alismasinda PLGA nanopartikiiller ve poli-N-izopropil akriamid
hidrojel ile formiilize ettikleri nanopartikiillerin salim ¢alismasindaki veriler tez
calismamizla paralellik gostermistir (Baghaei ve ark., 2014). Insiilin ile yapilan baska
bir ¢alismada da insiilin igeren PLGA nanopartikiillerin ve bu nanopartikiillerin PVA
hidrojel ile formiilize formunun in vitro salim calismasinda patlama etkisinin
azalarak ve uzaltilmis salim profili gosterdigi belirtilmistir (Liu ve ark., 2007).

Hidrojellerin biyoadezif 6zellikte olmasi yara tedavisi i¢in bir¢ok avantaj
saglamaktadir. Uygulama bolgesinde kalis siiresinin artmasini saglayarak hedef
bolgede ila¢ konsantrasyonunu artirmast ve bdylece daha uzun etki siiresi ve
azaltilmis doz siklig1 saglamasi avantajlar arasindadir. Kitozanin dogal bir polimer
olarak tek basina biyoadezif 6zellik gosterdigi bilinmektedir (Chopra ve ark., 2020).
Kitozan ile karigabilen farkli polimerler bu biyoadezifligi artirmaktadir. Bu tez
caligmasinda farkli PVA konsantrasyonlari ile hazirlanan PV A/Kitozan hidrojellerin
biyoadezif 6zelliklerini incelenmistir. PVA konsantrasyonundaki dogrusal artis ile
biyoadeziflik anlamli olarak artmistir (Mongia ve ark., 1996). Tek basina kitozan dan
olusan H4 kodlu hidrojel H1 ve H2 ‘ye kiyasla yiiksek biyoadeziflik gdsterse de %
10’ luk PVA orani anlamli bir oranda artig saglamistir (p<0,05). Bunun nedeni ise
Mongia ve arkadaslarinin hidrojel formiilasyonlarinda %10’dan daha fazla PVA
konsantrasyonunu igeren hidrojellerde biyoadezifligin arttigim1  desteklemistir
(Mongia ve ark., 1996). Nanopartikiillerin tek basina biyoadezif etkileri uygulanabilir
deger araliklarinda oldugu nanoparikiillerin biyoadezyon degerlendirilmesinde
belirtilmistir. Nanopartikiiliin PVA/Kitozan hidrojel igerisinde verilmesi yara dokusu
tizerinde biyoadezifligi anlaml 6l¢iide artirmistir (p<<0,05). Yara bolgesinde yer alan
negatif yiiklii doku proteinleriyle kitozan sayesinde pozitif yiik kazanan PVA/
Kitozan hidrojel etkilesmekte ve biyoadezif 6zellikte artis saglanmaktadir (Sezer ve
ark., 2008).

Yara tedavisinde hidrojellerin ilag tasiyict sistem olarak kullanimi oldukga
yaygindir. Hidrojellerin uygulama agisindan degerlendirilirken sertlik, adeziflik,
elastisite, koheziflik ve direnglilik gibi mekanik 6zellikleri de incelenmektedir. Tez
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kapsaminda gelistirilen PVA/Kitozan hidrojellerin mekanik 6zellikleri Texture cihazi
kullanilarak belirlenmistir (Resim 1).

Hidrojellerde deformasyon olusturmak igin gerekli kuvveti 6l¢mek sertlik
degerini belirlemektedir. Disiik jel sertligi, jellerin bulundugu materyalden
cikarilmasi ve istenen bolgeye uygulanabilirlik i¢in minimum c¢alismanin gerekli
olmasini saglamaktadir. Diger yandan; yiiksek sertlik degeri, jel formiilasyonunun
yara tizerinde tutulma siiresini azaltmaktadir. Bundan dolayi, bir hidrojel
formiilasyonu, yaralarin etkili tedavisi i¢in uygun bir sertlik degerine sahip olmalidir.
PVA/Kitozan hidrojellerin sertlik degerleri Tablo 16°da ayrmtili bir sekilde
belirtilmistir. Hidrojel iceriginde PVA oran1 arttikga sertlik degerinde artis
gozlenmistir (Cha ve ark., 1996). H1 ile H2 arasindaki sertlik degeri anlamli
bulunmamaistir (p>0,05). Bunu nedeni hidrojel formiilasyonlarinda PVA’nin yiiksek
konsantrasyonlarda etkisini arttirdigi ileri siiriilmektedir (Mongia ve ark., 1996).
Sadece kitozan ile hazirlanan hidrojel H4 ile H1 ve H2 arasinda da anlamli bir
farklilik olugsmamastir (p>0,05). Ciinkii tek basina kitozan ile hazirlanan hidrojellerin
mekanik 6zellikler ve esneklik agisinda sinirli oldugu belirtilmistir (Figueroa-Pizano
ve ark., 2018). %10’luk PVA orani ile H3; 0,455 + 0,077 N degeri ile en yiiksek
sertlik degerine sahiptir ve diger tiim hidrojellere kiyasla anlamli bir sonug elde
edilmistir (p<0,05). Nanopartikiil igeren H5 (0,207 + 0,037 N) kodlu jelde sertlik H3
formiilasyonuna kiyasla anlamli ol¢iide azalsa da (p<0,05) H1, H2 ve H4
formiilasyonlarina karsi anlamli artis saglamistir (p<0,05). Nanopartikiil igeren H5
hidrojel formiilasyonunda igerdigi nanopartikiiller jeldeki ¢apraz baglanma
bolgelerinde bulundugu icin ¢apraz baglanmay: azaltarak sertlik degerinde azalmaya
neden oldugu diisiiniilmektedir (Vimala ve ark. 2011; Baghaie ve ark., 2017). PVA
ve DMSO ile yapilan bir hidrojel ¢alismasinda da PVA orani arttik¢a jelin sertlik
degerinde artis oldugu belirtilmistir (Trieu ve Qutubuddin, 1995).

Tedavi siiresini kisaltmak ve hasta uyumunu saglamak i¢in jeller uygulama
bolgesinde optimum siire boyunca tutulmalidir. Bu da jelin adeziflik ozelligi ile
ilgilidir. Kitozanin konsantrasyonu ve molekiiler agirhi@ jelin adezifligini
etkilemektedir (Sezer ve ark., 2008). Hazirlanilan PV A/Kitozan hidrojellerinde orta
molekiiler agirlikli kitozan (400 kDa) tercih edilmistir. Hazirlanilan hidrojellerde
PVA oran arttik¢a adezifligin arttigi goriilmiistir (Tablo 18). %10’luk en yiiksek

183



PVA oranina sahip H3 (0,315 + 0,026 N.mm) kodlu jel en adezif olan formdur. PVA
konsantrasyonunun % 2,5’ten % 5’e¢ c¢ikmast jelin adezifligini etkilemedigi
gorilmistir (p>0,05). Bu da hidrojel formiilasyonunda PVA’nin yiiksek
konsantarsyonlarda daha etkili oldugundan diisiiniilmektedir (Mongia ve ark, 1996).
Tek basina kitozan kullanilarak hazirlanan H4 kodlu jel, H1 ve H2
formiilasyonlarindan daha adezif oldugu goriilmiistiir (p<0,05). Nanopartikiil igeren
hidrojelin (HS) adezifligi, igermeyen formuna gore azalsa da terapdtik agidan etkili
bir adeziflik degerine (0,243 + 0,013 N.mm) sahiptir (Sezer ve ark., 2008). Mongia
ve arkadaglarmin belirttigi gibi PVA hidrojeller veya PVA karisimli hidrojeller
PVA’nin kristallik derecesine gore yiiksek adezif 6zellik gostermistir (Mongia ve
ark., 1996). Yapilan ¢alismada elde edilen sonuglar bunu desteklemektedir.

Hidrojellerde degerlendirilen diger bir o6zellik elastisitedir. Elastisiste,
deformasyona ugrayan jelin belirli bir siirede yeniden eski formunu kazanmasi olarak
tanimlanmaktadir. Texture profil analizinde elde edilen sayisal esneklik degerindeki
artig, jelin elastikiyetindeki azalmayi gostermektedir. Biyoadezyon mekanizmasi,
polimer zincirlerinin esnekligi ile ilgilidir, bu sekilde polimer ve mukozal yilizey
arasinda gii¢lii biyoadezyon igin yiiksek elastikiyet gereklidir (Cevher ve ark., 2008).
Hazirlanan PVA/Kitozan hidrojellerde PVA konsantrasyonu arttikca elastisite
degerinde sayisal bir azalma goriilmistir (Tablo 19). H3 kodlu jel digerlerine
kiyasla en diisiik sayisal elastisite degerine (0,918 + 0,017) sahipken en yiiksek
esnekligi gostermistir. % 2,5 PVA igerigi ile en yiiksek elastisite (en diisiik esneklik)
degeri (0,957 £ 0,010) H1 kodlu hidrojelde goriilmiistiir (p<0,05). Nanopartikiil
iceren hidrojelin (H5) icermeyen formuna kiyasla esnekliginde artis olsa da
istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05). PVA/Kitozan hidrojellerde PVA varligi
esneklik agisindan pozitif etki saglarken (Sung ve ark., 2010) elde ettigimiz sonuglar
biyoadezyon agisindan da uyumlu bulunmustur. PVA hidrojellerde elastisite degeri
PV A’ nin kristalitesine baglidir. PVA konsantrasyonu arttik¢a kristalite artar ve bu da
esneklikte artig gostermistir (' Yokoyama ve ark., 1986).

Hidrojellerin koheziflik degerleri Tablo 20’ da verilmistir. Koheziflik,
hidrojellerin topical uygulanmasi i¢in énemli parametreler arasindadir. Jel i¢indeki
molekiillerin birbirini ¢ekme kuvveti olarak degerlendirilir bu da adezifligi de

etkilemektedir (Cheaburu-Yilmaz ve ark., 2019). Hidrojellerdeki PVA konsantrasyon

184



orani arttik¢a koheziflik degeri azalmistir. Maksimum kohezif etki sadece kitozan ile
hazirlanan hidrojel formunda (H4; 0,665 + 0,014) goriilmiistiir. Nanopartikiil i¢eren
jelin (H5; 0,503 + 0,070) koheziflik degeri igermeyene kiyasla (H3; 0,453 + 0,043)
artsa da istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05). Sezer ve arkadaslar
kitozan konsantrasyonu arttikca hidrojelde koheziflikte artis gozlendigini ileri
stirmektedir. Hazirlanan hidrojel formiilasyonlarinda kitozan hacmi ve PVA
icermemesi en yiiksek kohezif 6zellige sahip H4 formiilasyonunu agiklamaktadir
(Sezer ve ark., 2008).

Ayrica PVA/Kitozan hidrojellerin direnglilik (resilience) degerlendirilmesi
Tablo 20 ‘de belirtilmistir. PVA igermeyen H4 hidrojel en yiiksek degere (0,256 +
0,042) sahiptir. PVA igeren diger hidrojel formiilasyonlari arasinda dogrusal bir artig
veya azalma gozlenmemistir.

PVA/Kitozan hidrojellerde, sabit kitozan oranina bagli olarak artan PVA
konsantrasyonuna kars1 viskozite dogrusal bir artis gostermistir. Sadece % 2,5
konsantrasyonlu kitozan ile hazirlanan H4 kodlu hidrojel formiilasyonu % 2,5 ve % 5
PVA iceren H1 ve H2 hidrojel formiilasyonlarina kiyasla daha yiiksek viskozite
degerine sahiptir (p<0,05). %10’luk PVA igeren H3 kodlu hidrojel formiilasyonu ise
H4 kodlu hidrojele karsi istatistiksel olarak daha viskoz bulunmustur (p<0,05).
Nanopartikiil iceren hidrojel formiilasyonu H5’de ise, H3 formuna kiyasla
viskozitede azalma gozlemlenmistir fakat bu azalma anlamli degildir (p>0,05).
Kitozan miktarindaki artis jel yogunlugunu artirarak viskozitede artis saglamistir.
Yiiksek PVA igeriginin de viskoziteyi arttirtigi bilinmektedir. PVA’nin viskozite
artirma mekanizmast i¢erdigi polimerle hidrojen-baglanma etkilesimleri ile ilgilidir.
Bu artig, kitozandaki zincir i¢i hidrofobik baglardaki artistan ve PVA/Kitozan
molekiilleri arasindaki molekiiller arasi etkilesimlerden kaynaklanmistir (Amri ve
ark., 2019).

Tez kapsaminda hazirlanan bir diger farmasotik form PAMAM/PVA
hidrojellerdir. PAMAM/PVA hidrojellerin karakterizasyon c¢aligmasi i¢in FT-IR
analizi yapilmistir. PAMAM G5 dendrimer (Sekil 87), PVA polimer (Sekil 53),
PAMAM/PVA hidrojellerin (Sekil 88, 89) ve sadece PVA hidrojellerin FT-IR analiz
sonuglart boliim 6.6.1°de ayrintili sekilde verilmistir. Analiz sonuglarmma gore

PAMAM/PVA hidrojellerin yapilarindaki spesifik gruplar ile jel yapisinin olustugu
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ve rhTGF-B1 proteinin enkapsiile oldugu belirtilen pikler ile saptanmistir (Wu ve ark,
2004).

Gelistirilen PAMAM/PVA hidrojellerin % su tutma kapasiteleri Sekil 91° de
belirtilmistir. F1, F2 ve F3 hidrojellerde jel igerigindeki PAMAM G5 hacim orani
arttikga jellerin su tutma kapasitesi artmistir. F1(1:2 (h/h) PAMAM:PVA); F2 (1:3,
(h/h) PAMAM:PVA) ve F3 (sadece PVA) sirasiyla %33,867+ 0,008;
%28,867+0,005 ve %23,433+0,006 oranlarinda sisme gostermistir. En yiiksek
PAMAM igerigine sahip F1 hidrojel formiilasyonu; F2 ve F3 ile kiyaslandiginda
anlamli Olciide en yiliksek su tutma kapasitesine sahip oldugu gozlemlenmistir
(p<0,05). PAMAM igermeyen hidrojel (F3) formiilasyonuna kiyasla, F2 kodlu jel
daha fazla sisme 6zelligi géstermistir (p<0,05). Wu ve arkadaslar1 da PAMAM/PVA
hidrojellerde PAMAM orani arttik¢a su tutma kapasitesinin arttigini belirtmislerdir.
Yaptigimiz ¢alisma da bu ¢alismay1 desteklemektedir. PAMAMY/Kitozan hidrojeller
ile yapilan diger bir ¢alismada da jel icerisindeki PAMAM dendrimer miktari arttika
hidrojelin sisme profilinde artis oldugu go6zlemlenmistir. Bunun nedeni ise
hidrojellerdeki PAMAM igeriginin ¢aparaz baglanma derecesini direkt etkilemesi
olarak bildirilmistir (Guanghua ve ark., 2018).

PAMAMY/PVA hidrojellerin 15 giinliik in vitro salim ¢aligmasi sonucunda F1
(71,524 £0,9) kodlu hidrojel formiilasyonu, F2 (83,143 +3,1) ve F3 (82,571 £6,9)
kodlu formiilasyonlara kiyasla salim caligmasinda anlamli farklilik olusturmustur
(p<0,05) (Sekil 92). F2 ve F3 hidrojel formiilasyonlari arasinda in vitro salim
acisindan anlamli  farklillk  gozlenmemistir  (p>0,05). F1 hidrojelin diger
formiilasyonlara gore uzatilmis salim saglamasi jel igerigindeki PAMAM oraninin
fazla olmas1 ve buna bagli olarak PVA polimeri ile capraz bag sayisindaki artis ile
aciklanmistir (Kaga ve ark., 2016). F1, F2 ve F3 hidrojel formiilasyonlarindan 24
saatlik salimda goriilen patlama etkisi (sirasiyla % 30,429 £1,8; % 26,238 £3.,9; %
21,19 £23,6) jel i¢ine enkapsiile olmayan fonksiyonel gruplar araciligi ile dis yiizeye
adsorbe olan proteinlerden kaynaklandigi  distinilmektedir. Buwalda ve
arkadaglarinin yaptigt PAMAM/PEG hidrojel ¢alismasinda da amid bagi iceren
hidrojellerin salim analizinde go6zlemlenen patlama etkisi ¢alismamizla uyumlu

bulunmustur (Buwalda ve ark., 2019).

186



Tez kapsaminda hazirlanan tiim farmasétik fomlar, yara tedavisinde literatiir
calismalarinda yer alan NIH-3T3 ve HaCaT hiicre hatlar1 sitotoksisite ve hiicre
proliferasyon agisindan galisilmistir. rhTGF-B1 proteinin fibroblast hiicreleri igin
proliferatif etki keratinositler i¢in inhibisyon etkisi gosterdigi bilinmektedir (Beanes
ve ark., 2003; Faler ve ark., 2006).

Fibroblast hiicre hattinda yapilan sitotoksisite caligsmasinda, gelistirilen
formiilasyonlardan higbiri sitotoksik bulunmamustir (Tablo 26, 28, 30). PVA-
kitozan hidrojel formiilasyonlari igin PVA orami arttik¢a, hidrojellerin hiicre
canliigm arttirdid1i goriilmiistiir. Istatistiksel olarak, hidrojeller arasinda H3
formiilasyonu; kontrole (%29,4) ve diger formiilasyonlara kiyasla hiicre canliliginda
anlamli bir artigs gostermistir (p<0,05). Nanopartikiil igeren H5 kodlu hidrojel
formiilasyonu icermeyen formu olan H3 formiilasyonuna gore canlilikta artis saglasa
da istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05). H5 hidrojel formiilasyonu; kontrole
gore (%38,2) ve tek basma rhTGF-B1 proteine (%33,5) kiyasla anlamli bir artig
saglamistir (p<0,05). Bu sonuglar dogrultusunda tasiyicit sistem olarak proteine
stabilite sagladig1 gézlemlenmistir. Proteinlerin hassas ii¢ boyutlu yapisi, proteolitik
ve kimyasal bozunmanin yani sira katlanma bolgelerinin agilmasi ve agregasyon
nedeniyle farmasotik proteinlerin kullaniminda sinirlamalar vardir. Bu sinirlamalar
aktivite kaybina yol agmakta ve siklikla immiin yanit tepkisine yol agmaktadir.
Peptid protein yapili etken maddelerin hiicresel aliminda enzimsel lizize ugramasinin
Oniine gegilerek stabiliteye katki sagladigi belirtilmistir (Vermonden ve ark., 2012).
Don ve arkadaslarinin PVA/Kitozan hidrojeller ile yapmis olduklari calismada
hidrojellerin olduk¢a biyouyumlu oldugu ve buna ek alarak antimikrobiyal 6zellik
gosterdigi belirtilmistir (Don ve ark., 2006). Tez ¢alismasindaki sonuglarla yukarida
belirtilen nedenlerden dolayi literatiir verileriyle uyumluluk gostermistir.

Fibroblast hiicrelerinde hem protein iceren hem de igermeyen
nanopartikiillerin sitotoksik olmadig1 ve hiicre canliliginda 6nemli artislar sagladig
gosterilmistir. Tim nanopartikiiller, hem kontrol hem de TGF-B1 ile
karsilagtirildiginda hiicre canliliginda anlamli 6l¢iide artis saglamistir (p<0.05).
PLGA konsantrasyonundaki artigla birlikte hiicre canlilifinda dogrusal bir artis

olmamasina ragmen, 6zellikle protein icermeyen nanopartikiillerden E (% 3), G (%
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4) ve protein igerenlerde ise F (% 3), H (% 4) digerlerine kiyasla en iyi canlilik
artisin1 gostermistir. F kodlu nanopartikiil preparatlari, fibroblast hiicre hattinda
% 196,81 oraninda hiicre canliliginda maksimum artis saglamistir. Nanopartikiillerde
bu artis PLGA'nin neden oldugu laktik asit indiiksiyonundan kaynaklanabilmektedir.
Chereddy ve arkadaslarinin bildirdigi gibi, protein i¢eren nanopartikiillerdeki ytiksek
hiicre canliligi, thTGF-B1'in ve laktik asit indiiksiyonunun kombine etkisinden
kaynaklanmaktadir. Yaptigimiz ¢alismada elde ettigimiz bulgular Chereddy’nin
calismasin1 desteklemektedir (Chereddy ve ark., 2015). PLGA nanopartikiil
formiilasyonlarinda % 3 PLGA konsantrasyonundan sonraki nanopartikiillerin (H, J)
hiicre canliliginda digerlerine kiyasla azalma meydana getirdigi gozlenmistir
(p<0,05). Bunun nedeni artan PLGA konsantasyonundan kaynakli biyoerozyon
sirasinda olusturdugu asidik mikrocevrenin hiicreler {izerine inhibisyon etkisi ve
asidik ¢evrenin protein degradasyonu ve agregasyonuna neden olmasi diistiniilmiistiir
(Shenderova ve ark., 1999; Fu ve ark., 2000; Vermonden ve ark., 2012). Genel
olarak, formiilasyonlarin rhTGF-B1 proteinine kiyasla hiicre canliligindaki artis
formiilasyonlarin protein stabilitesi sagladigini  gostermistir. Tasiyic1 sistemin
proteini hiicre ortaminda proteazlara ve niikleaza karsi korudugu ve stabilitesini
sagladig1 belirtilmektedir (Son ve ark, 2009). Calismamiz bunu desteklemektedir.

PAMAM/PVA hidrojellerin higbiri fibroblast hiicreleri i¢in sitotoksik
degildir. thTGF-B1 proteinini igeren hidrojeller (F1, F2, F3) icermeyenlere kiyasla
(F4, F5, F6) hiicre canliliginda anlamli artis saglamigtir (p<0,05). Maksimum hiicre
canliliginda artis F1 kodlu hidrojelde (%53.,9) go6zlemlenmistir. thTGF-B1’in
kontrole gore %4’liikk canlilik artis1 anlamli bulunmamistir (p>0,05). Bunun sebebi
oncesinde de belirtilen protein stabilitesi ile iligkilendirilmektedir. Formiilasyonlarda
kullanilan %10 luk PAMAM G5 dendrimerin sitotoksisite degerlendirilmesi de
calisilmistir. % 10 luk 25 ul PAMAM polimeri sitotoksik bulunmamistir. Bu sonug
PAMAM dendrimerlerin sitotoksisite parametresi yliksek jenerasyon ve doza bagimli
oldugu ile iliskilendirilmektedir (Winnicka ve ark., 2015).

HaCaT keratinosit hiicre hattinda da yapilan MTT sitotoksisite ¢aligmalari
sonucunda tez ¢alismasi ¢ergevesinde hazirlanan formiilasyonlarin higbiri sitotoksik
degildir. Bu bulgular Tablo 27, 29 ve 31’de ayrintili sekilde verilmistir.

Keratinositler iizerinde yapilan toksisite calismasinda thTGF-B1 proteini en diigiik
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hiicre canliligima sahiptir (%86,53+1,199-%87,78+8,918). Bunun sebebi ise TGF-
B1’in keratinosit inhibisyonuna sebep olmasindan kaynaklanmaktadir (Faler ve ark.,
2006).

HaCaT hiicre hatt1 icin MTT calismasinda, PVA orani1 hidrojeller arasinda
arttikca, hiicre canliliginda istatistiksel olarak anlamli bir artis gézlenmistir (p <0,05).
H4 hidrojel formiilasyonu PVA igerenlere gore daha diisiik hiicre canliligina sahiptir
(Mongia ve ark., 1996). PVA orami arttik¢a, hidrojellerin mekanik 6zelliklerinin
degerlendirilmesinde dogrusal bir artis gozlenmistir. In vitro ¢alisma da bunu
desteklemektedir. Kontrole kiyasla H2 ve H3 hidrojel formiilasyonlar1 anlamli olarak
hiicre canliiginda artis  saglamistir  (p<0,05). Bunun nedeni yiiksek
konsantrasyonlardaki PVA polimerin hidrofilikligi ve yiiksek su tutma kapasitesi ile
aciklanabilmektedir (Fahmy ve ark., 2015). H4 ve H5 kodlu hidrojeller kontrole kars1
anlamli bir artis géstermemistir (p>0,05).

Keratinositlerin ~ sitotoksisite ¢alismasinda, protein icermeyen PLGA
nanopartikiiller protein icerenlere gore istatistiksel olarak daha yiiksek hiicre
canliligina sahip oldugu saptanmistir (p <0.05). Bunun sebebi 6ncesinde belirttigimiz
nanopartikiillerden salinan thTGF-f1’in inhibisyon etkisi ile agiklanmaktadir (Le ve
ark., 2012). Elde ettigimiz bu sonu¢ BrdU hiicre proliferasyon calismasi ile
uyumluluk gostermistir. Yapilan baska bir ¢alismada rhTGF-B1'in yara iyilesmesinde
keratinositlerin proliferasyonunu azalttigi bildirilmistir (Beanes ve ark., 2003).
Calismamizin sonucu da benzerlik gostermistir. Calismada, PLGA konsantrasyonuna
bagli olarak nanaopartikiiller arasinda anlamli bir farklilik gézlenmemistir (p>0,05).
Gelistirilen nanopartikiil formiilasyonlar1 arasinda F kodlu nanopartikiiliin , yara
iyilesme siirecinde yer alan keratinositlerin inhibisyonunu azaltarak canlilig
arttirdig1 gosterilmistir (p <0.05) (Puolakkainen ve ark., 1995).

Sitotoksisite ¢alismasinda, PAMAM/PVA hidrojellerden F1 formiilasyonu,
kontrol grubuna kiyasla anlamli bir farklilik gostermemistir (p>0,05). thTGF-B1’e
kiyasla ise canlilikta anlamli artis goriilmiistiir (p<0.05). Bu, ilag tastyict sistemin
protein stabilitesini saglayarak lizize ugramasini engellemesi ile agiklanabilmektedir.
%10‘luk PAMAM G5 dendrimer de HaCaT hiicre hatti igin sitotoksik
bulunmamistir. Yiiksek jenerasyonlu PAMAM dendrimerlerin yiizeyinde sahip

oldugu amin gruplarindan dolayr pozitif yliklenmektedir. Katyonik dendrimerlerin
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hiicre membrani ile etkileserek sitotoksisiteye neden oldugu bilinmekle beraber bu
etkinin jenerasyon ve doza baghh oldugu bildirilmistir. Ayrica PAMAM
dendrimerlerin antimikrobiyal etkisinin jenerasyon artisiyla dogrusallik gosterdigi
bildirilmistir (Tong ve ark., 2015, Janaszewska ve ark., 2019).

Fibroblastlar ile yapilan hiicre proliferasyon (BrdU) calismasinda, tiim
PVA/Kitozan hidrojel formiilasyonlar1 kontrole ve rhTGF-1 grubuna kiyasla hiicre
proliferasyonunda anlamli artis saglamistir (p<0,05) (Tablo 31). Bu proliferasyon
etkisi, hem kitozanin in vitro serum faktorlerine baglanarak proteinlerin
degradasyonunu azaltmasi ile hiicre proliferasyonunu stimulasyonu hem de
PVA/Kitozan hidrojellerin hiicre adezyonunu artirarak thTGF-B1’in etkinligini
artirmasina yardimci oldugu ile agiklanabilmektedir (Howling ve ark., 2001; Engin-
Vrana ve ark., 2008). rhTGF-B1 proteini ise kontrole kiyasla anlamli olmayan
(p>0,05) %6,7°1ik bir artis gostermistir. Hidrojel formiilasyonlar1 arasinda PVA orani
arttikca hiicre proliferasyonunda artis goriilse de istatistiksel olarak dogrusal bir
anlamlilik yoktur (p> 0.05). H3 formiilasyonu H1, H4 ve HS5'e kars1 anlamlilik
gostermistir (p<0,05). Bu da en yiiksek PVA konsantrasyonu ile iligskilendirilmistir
(Mongia ve ark., 1996). Nanopartikiil igeren HS kodlu hidrojel formiilasyonu kontrol
ve rhTGF-B1 proteinine kars1 hiicre proliferasyonunda sirasiyla % 78,8 ve % 72,1
oraninda anlamli bir artis saglamistir (p<0,05). Elde edilen veriler Oncesinde
bahsettigimiz protein stabilitesini saglama ve tasiyici sistemin kombine etkisi ile
desteklenmektedir. Kontrol grubuyla karsilagtirildiginda F nanopartikiiliinii i¢eren
H5 hidrojel %78,8; F nanopartikiil ise % 92,6 oraninda proliferatif etki gostermistir.
Bu da in vitro salim c¢aligmasindaki HS5 hidrojelin uzatilmis salim etkisini
desteklemektedir. Kitozanin hiicre c¢ogalmasini indiikledigi bilinmekle beraber
yiikksek konsantrasyonlarda sitotoksik oldugu da belirtilmektedir (Kocemba ve
Mucha, 2017). PVA ile karistirilarak hidrojel olusturulmas: yukarida tartisarak
belirttigimiz bir¢ok parametre arasindan topikal uygulama i¢in tercih edilebilecegini
gostermektedir (Baghaie ve ark., 2017).

BrdU c¢alismasinda fibroblast hiicre hattina tim nanopartikiiller
uygulanmistir. Protein igeren ve igermeyen nanopartikiiller arasindaki istatistiksel
olarak anlamli formiilasyonlar % 2 (C-D), % 3 (E-F), % 4 (G-H) bulunmustur
(p<0,05). C, D, E, F, H kodlu nanopartikiil formiilasyonlari, kontrole kiyasla hiicre
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proliferasyonunu arttirirken; rhTGF-f1 protein ile kiyaslandiginda D, E, F, H kodlu
nanopartikiiller hiicre proliferasyonunu istatistiksel olarak arttirmistir (p<0,05)
(Tablo 34). Bu artis PLGA nanopartikiil kaynakli laktat indiiksiyonu ve thTGF-p1
proteinin  fibroblastlar {izerindeki proliferatif etkisinden kaynaklanmaktadir
(Barrientos ve ark., 2008, Chereddy ve ark., 2015). In vitro ¢alismada, en yiiksek
proliferasyon etkisi, % 92.5' lik bir artigla fibroblast hiicreleri i¢in % 3
konsantrasyonlu "F" kodlu nanopartikiilde gézlenmistir. rhnTGF-B1 proteini fibroblast
proliferasyonunu kontrole kiyasla % 7 arttirsa da, istatistiksel olarak anlamli degildir
(p>0,05). Gelistirilen formiilasyonlar, hiicreye tasiyici sistem olmadan verilen
rhTGF-B1 proteininden daha fazla proliferasyon saglamistir. Bu da tastyici sistemin
etkili protein stabilitesi sagladigini géstermektedir (Vermonden ve ark., 2012).
Calismamizda; artan PLGA konsantrasyonu nedeniyle, konsantrasyonlar1 %
3'ten fazla olan formiilasyonlar, MTT c¢alismasi tarafindan desteklendigi gibi
fibroblast hiicre proliferasyonunda da bir azalma gostermistir (Sekil 99).
PAMAM/PVA hidrojellerin fibroblast hiicre hattinda proliferasyon
calismasina ait sonuglar Tablo 36’de verilmistir. PAMAM G5 dendrimerlerin
biyouyumlu ve fonksiyonel PVA ile karistirilmasi, PAMAM dendrimerin
terminaldeki amin gruplarindan kaynakli yiiksek katyonik etkisiyle olusturabilecegi
hemolitik etkiyi azaltmistir. Hem PAMAM dendrimer kaynakli pozitif yiizey ytkii
kazanilmig hem de toksik etki azaltilarak hiicreye adezyonu artirilmistir (Tong ve
ark., 2015, Janaszewska ve ark., 2019). rhTGF-B1 proteini iceren ve icermeyen tiim
PAMAM/PVA hidrojelleri kontrol ve TGF-B1 protein gruplarina kiyasla yiiksek
degerler ile proliferasyonda artis saglamistir (p<0,05). Hidrojel i¢erisindeki PAMAM
miktar1 yliksek oldukga proliferatif etki o kadar yiiksek elde edilmistir. F1 hidrojel %
3249 + 24,96 ile maksimum etkiye ait formiilasyondur. Maji ve arkadaslarinin
yapmis oldugu PAMAM G4/Jelatin kafes yapilarinin yara iyilesmesindeki fibroblast
ve keratinosit hiicrelerinde yiiksek proliferasyon etki gosterdigi belirtilmistir ( Maji
ve ark., 2017). Bizim hazirladigimiz hidrojellerde de benzer sonuglar elde edilmistir.
Sekil 100'de, rhTGF-B1 iceren nanopartikiiller, proteinin keratinosit
inhibisyon etkisine bagli olarak protein igermeyenlere kiyasla daha diisiik proliferatif
bir etki gosterdigi belirlenmistir (p<0.05). Formiilasyon F, H ve J'nin, thTGF-B1'in

hiicre proliferatif inhibisyon etkisini azaltarak keratinositlerin proliferasyonunu
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destekledigi diisiiniilmektedir (Barrientos ve ark., 2008). F nanopartikiilii igeren H5
hidrojel formiilasyonunun proliferatif etkisi tiim nanopartikiillere kiyasla anlamli
bulunmustur (p<0,05). Bu artis (% 191,4+ 13,57) PVA/Kitozan hidrojellerin
kombine proliferatif etkisi ile agiklanabilmektedir (Minoura ve ark., 1998, Baghaie
ve ark., 2017). HaCaT hiicre hatti icin MTT ¢alismamizda, hiicre proliferasyon
calismasini  desteklemektedir. Ozellikle F (% 3) kodlu nanopartikiiller her iki
calismanin da ortak etkili formiilasyonu olarak belirlenmistir.

HaCaT hiicre hatti ile yapilan hiicre proliferasyon ¢alismasinda PVA/Kitozan
hidrojellerden H3 formiilasyonu, hidrojel formiilasyonlar: arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir artis gdstermistir (p<0,05). % 31.3 artis ile en yiiksek proliferatif etkiye
sahiptir. Bunun sebebi rhTGF-B1 proteini icermedigi i¢in inhibiyon etki
goriilmemektedir (Beanes ve ark., 2003). Faler ve arkadaslarinin ¢alismasinda da
rhTGF-B1 proteinin keratinositler iizerine inhibitor etkisini ve bu hiicreler iizerinde
migrasyon sagladigini belirtmislerdir (Faler ve ark., 2006). Nanopartikiil iceren H5
hidrojel formulasyonu ise diger tiim PVA/Kitozan hidrojellere ve kontrol grubuna
kiyasla anlamli (p<0,05) ve yiiksek proliferatif etki (% 173,4+13,57) gostermistir.
Buda 6nceden agiklanan tasiyici sistemlerin etkinlik artisina katki sagladigini ortaya
koymustur (Cherddy ve ark., 2015). PVA/Kitozan hidrojellerde yapilan analizler
sonucunda (mekanik 6zellikler, biyoadeziflik su tutma kapasitesi in vitro salim ve
viskozite gibi) H3 hidrojel formiilasyonu F kodlu nanopartikiiliin kolay topikal
uygulamasti i¢in tercih edilen PV A/Kitozan hidrojel olmustur.

Tablo 37’de  PAMAM/PVA hidrojellerin  kerotinosit hiicrelerindeki
proliferasyon degerleri verilmistir. Fibroblast hiicreleri ile kiyaslandiginda daha az
proliferatif olmasi igerdigi rhTGF-B1 proteinin inhibisyon etkisinden kaynaklandigi
diistiniilmektedir (Beanes ve ark., 2003, Faler ve ark., 2006). Proteinin hiicre
hattindaki inhibisyon etkisine ragmen F1, F2 ve F3 kodlu hidrojel formiilasyonlari
protein inhibitoér etkisini azaltarak proliferasyonu artirmistir (p<0,05). Bu da,
PAMAM/PVA hidrojellerin olabilecek tek basina PAMAM kullanimi kaynakli
toksisiteyi azaltarak proliferatif etkiye katki saglamasi ile agiklanabilmektedir
(Winnicka ve ark., 2015). Protein iceren ve igermeyen hidrojeller arasinda anlamli

bir artis gbzlemlenmistir. Protein igeren hidrojellerden kontrol grubuna kiyasla
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anlamli, tek ve en yiiksek proliferatif etki gosteren (%161,2+17,08) F1 kodlu hidrojel
formiilasyonudur (p<0,05).

Tez c¢alismasinda hazirlanan farmasotik sekillerde yapilan ¢alismalar
sonucunda optimize formiilasyon F kodlu nanopartikiil olarak belirlenmistir.
PVA/Kitozan hidrojeller arasindan tercih edilen H3 kodlu hidrojel formiilasyonu ile
F nanopartikiil kullanilarak H5 kodlu jel elde edilmistir. Son olarak diger
polimerlerin aksine ti¢ boyutlu, fonsiyonel bir yapiya sahip dendrimerler ile hidrojel
calismasi yapilmistir ve gelistirilen formiilasyonlar arasinda daha etkin bulunan F1
kodlu PAMAM/PVA hidrojel secilmistir. Belirtilen tim formiilasyonlarin,
calismadaki etkin madde olan rhTGF-B1 proteinini igcermeyen formlart da
kullanilarak yara iyilesmesinde ilag tasiyici sistemlerin etkinligi agisindan in vitro
yara iyilesme (scratch) deneyi ile karsilastirilmistir ve ¢alisma sonucunda elde edilen
goriintiiler Resim 7 ve Resim 8’de verilmistir.

In vitro yara iyilesme testinin amaci yapay olarak bir kesik ile hasar
olusturulan  hiicrelerde hasarli alanm1 onarmak ic¢in hiicre migrasyonunu
saglayabilmektir (Chereddy ve ark., 2015). Tez kapsaminda hazirladigimiz protein
iceren ve igermeyen PLGA nanopartikiillerin, PVA/Kitozan hidrojellerin ve
PAMAM/PVA hidrojellerin ilag tasiyict sistemler olarak kombine etkisini, tek
hiicreli ve yapay olarak yaralanmis bir yaranin kapanmasini hizlandirma yetenegi ile
analiz edebilmek igin ilgili formiilasyonlar se¢ilmistir. 37 °C'de 48 saatlik bir onarim
stiresinden sonra HaCaT ve NIH-3T3 hiicreleri, sadece besiyeri ve hiicre iceren
kontrol grubuna ve rhTGF-B1 igeren gruba kiyasla gelistirilen formiilasyonlarin
bulundugu kuyular morfolojik olarak daha etkili bulunmustur. NIH-3T3'te fibroblast
hiicre c¢izgisindeki kapanma, protein igermeyen E kodlu nanopartikiiliin laktat
indiiksiyonu ile proliferatif etki gdstererek migrasyonu artirdig: diisiiniilmektedir
(Chereddy ve ark., 2015). Protein igeren nanopartikiil F, beklenen migrasyon etkisini
gostererek en iyi yara kapanma etkisine sahip oldugu goriilmiistiir. Bu, protein ve
ilag tastyici sistemin kombine etkisi ile saglandigimi gdstermistir (Beanes ve ark.,
2003, Faler ve ark., 2006, Chereddy ve ark., 2015).

H3 hidrojel formiilasyonunun igerdigi  kitozan nedeniyle, hiicre
popiilasyonunda kontrole kiyasla artis goriilmistir (Nie ve ark, 2015). H5

formiilasyonu F kodlu nanopartikiilii igermektedir. HS formiilasyonu, F kodlu
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nanopartikiil ile karsilastirildiginda uzatilmis salimdan dolayr aynmi siirede daha az
proliferatif etki géstermis ve migrasyon saglamistir (Baghaei ve ark., 2014).

F1 hidrojel formiilasyonu, yliksek proliferasyon degerlerine sahip olsa da
hiicre gocilinde F nanopartikiil kadar etkili goziikmemektedir. Laktat indiiksiyonunun
migrasyona katkisi ile agiklanabilmektedir (Chereddy ve ark., 2015). Buna ragmen
kontrol ve rhTGF-B1 igeren kuyulara kiyasla hem F1 hem F4 formiilasyonlari hiicre
migrasyonu saglamistir.

HaCaT hiicre hattinda, E kodlu nanopartikiil formiilasyonu Keratinositler
tizerinde proliferatif etki gostermemistir. Ayrica rhTGF-f1 i¢ermedigi i¢in hiicre
gocline katkida bulunmadigr disiiniilmektedir. Cilinkii TGF-f1  proteinin
keratinositler etkili migrasyon etkisi bulunmaktadir (Nadine ve ark., 2009). F kodlu
nanopartikiil formiilasyonlarinin maksimum hiicre gogii sagladigr gézlemlenmistir
(Chereddy ve ark., 2015). Bu da yapilan diger hiicre calismalariyla uyumlu
bulunmustur. PLGA nanopartikiil igeren ve igermeyen (H5-H3) hidrojeller, kontrole
kiyasla hasarli bolgede ¢ok az go¢ ve yara kapanma etkinligi gostermistir. H3 ve HS
hidrojellerin F nanopartikiil kadar etkili olmamas1 H3 ‘iin proteini igermemesi ve
H5’in ise gecikmeli protein salimindan kaynakli oldugu diisiiniilmektedir (Hulkower
ve Herber, 2011; Baghaei ve ark., 2014). rhTGF-B1 proteini igeren (F1) igermeyen
formuna (F4) kiyasla daha fazla hiicre migrasyonuna katki sagladigi gortilmiistiir
ama F kodlu nanopartikiil kadar etkili bulunmamustir. Her iki hiicre hattinda da
rhTGF-B1 proteini tek basina etkinlik gosterse de, F kodlu nanopartikiil ile
kiyaslandiginda daha az migrasyon sagladigi goriilmiistiir. Bu sonug gelistirilen
tastyic1 sistemin protein stabilitesine katkida bulundugu ile iliskilendirilmektedir
(Son ve ark, 2009; Vermonden ve ark., 2012).

Sonu¢ olarak, yara tedavisinde istenilen hizli ve etkili iyilesmeye
hazirladigimiz farkli farmasotik formlar ile katki saglanmistir. Gelistirilen PLGA
nanopartikiiller, PVA/Kitozan hidrojeller ve PAMAM/PVA hidrojeller vyara
tedavisinde etkili bir protein olan rhTGF-B1’in stabilitesine anlamli &lgiide katki
saglamistir. Bu tasiyici sistemler ile bir yandan yara tedavisinde hizli, konforlu,
kontaminasyondan uzak bir iyilesme saglaniken diger yandan kronik yaralarin

tedavisi i¢in gereksinim duyulan kontrollii uzatilmis salim saglanmustir.
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Hazirlanan formiilasyonlardan PLGA nanopartikiillerin laktat indiiksiyonu ile
yara iyilesmeye katki saglamasi polimerlere terapotik etkileri acisindan farkli bir
bakis kazandirmistir. Farkli hidrojel formiilasyonlarinin protein igeren ve igcermeyen
formlar1 kiyaslanarak tasiyicit sistemlerin yara yedavisinde in vitro etkinlikleri
degerlendirilmistir. In vitro ¢alismalarda hazirlanan tiim farmasoétik formlar hem
proliferatif etki gostermistir hem de hiicre canliligina katki saglamistir.

Optimize edilen F kodlu nanopartikiil, H5 kodlu PV A/Kitozan hidrojel ve F1
kodlu PAMAM/PVA hidrojel formiilasyonlar1 rhTGF-B1 proteini ile birlikte yara
tedavisinde umut verici ve daha kapsamli c¢aligmalara temel olusturacagi

distiniilmektedir.
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ABSTRACT: Wound healing involves many complex mecharizms, and many growth factors are effechve m this
process. Growth factors are biologically active polypeptides. They perform achivities such as cell growth, differentiation,
proliferation and migration with molecular cascades by binding to specific receptors. Transforming prowth factor
stimmlates (TGF-f) different cell types in the wound healing process. Poly{lactic-co-glycolic acid) (PLGA) degradation
produces lactate that expedites ansiogenesis, achivates pro-collagen factors. Therewith, we hypothesized to combine the
therapeutic effect of the TGF-flwith the positive effect of the drug delivery system including PLGA nanoparticles (TGF-
B- PLGA WF) The burst effect decreases as the polymer concentration increases in PLGA nanoparticles. The inhibitory
affect of TGF-f1 on keratinccytes was reduced by the improved nanoparticls formmulations. It showed a proliferative
effect of up to 92.5 per cent on fibroblast cells invobred in wound healing Although TGF-B1 has an inhibitory effect on
keratinocytes, it induces migration both MIEF-3T3 and HaCaT cell lines in the scratch assay.

KEYWORDS: Transforming growth factor;: FLGA: nancoparticle; wound healing

1. INTRODUCTION

From past to present, the treatment of wounds and bums has an important place in health. Fapid
recovery of the wound is a desirable condition to prevent both patient welfare and infection risk [1-3]. Dermal
wound healmeg consists of many cellular mechanisms that progress both systematically and step by step. It
starts with hemestasis and mflammation. resulting in exitracellular mafrix accumulation angiogenesis,
remodelling and scar formaton[4]. The wounds are classified according to their appearance, the rate of
damage of the skin layers, repair process and cause of injury [3]. Many growth factors and receptors also play
a key role. Several studies have been carried out with many cytokines and growth factors in wound healing
o accelerate this process [1-3].

COme of the growth factors invelved in this mechanism is Transforming Growth Factor Beta 1 (TGF-$1)
which is released from platelets, activated macrophages, neufrophils, fibroblasts, keratinecytes, T-
Iymphocytes and endothelial cells. TGF-$1 is a protein with a melecular weight of about 25 kDa and consisting
of 112 amino acids monomeric unit of TGF-f [6-8]. TGE-pL affects many cell types in the wound area.
Fibroblast production and chemotaxis increase the synthesis of ECM components (collagen). It mcreases
protease inhibitor synthesis while decreasing profease expression It is mvelved in the chemotaxis and
maturation of macrophages. It is stated that it reduces proliferation while increasing keratinocyte maturation
[9n.

Biocompatible polymeric delivery systems such as FLGA are developed for the distribution. stability
and long-term effechiveness of TGPF-HL[10-12]. Poly {lachc-co-glycolic add) (PLGA) is a widely used
biodepradable polymer approved by the Food and Drog Administration (FDA) and the Enrepean Medicines
Agency (EMA). PLGA: polylactic acid (FLA) is formed by polymerization of polyglycolic acid (PGA)
menomers in different propertions [11, 12] PLGA; in addition to its biccompatible, bisdegradable, long-term
release, it also promotes angiogenesis and activation of procellagen factors in the wound healing area due to
its lactate content [4].

How to cite this srticle: C=ik Soysal &, Sahbaz 5, Uguriu T, Sezer AD. Preparstion and characterization of poly|lactic-co-ghyoolic acid]
nanoparticles contsining TEF-B1 and evalustion of in witro wound hesling effect. ] Bes Fharm. 2000; 24{2): 277-285.
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Here we report the evaluation of the characterisbics of different formmlations of PLGA nanoparbicles.
We aimed to mvestigate the efficacy of developed formulations in cell viability and cell proliferation in two
differant cell lines that take a dominant role in wound healing.

2 RESULTS AND DISCUSSION
21. Characterization of PLGA nanoparticles

A double-emulsion solvent evaporation method was selected for preparation of the NPS due to the
hydrophilic nature of TGF-pl protein. Many parameters affect the physicochemical properties of
nancparticles. These include polymer comcenirabion. PVA concentration in the extermal phase, the
concentration of the drug. As the PLGA pelymer concentration increases; We iried to examine the size of the
nancparticle, the zeta potential, the polydispersity index, the encapsulation efficiency and the bicadhesive
properties.

Five nanoparticle formulations were prepared and indicated im Table 1. The particle size of the filled
nancparticles obtained between 2174+34 and 2804#390 nm Nanoparticles in the 20-200 nm range are
effectively taken up by dendritic cells through endocytosis or pinecytosis and can stimulate a cellular immune
response, while microparticles of 0.53-F pm stmulate the phagocytosis or macropinocytosis and humoral
response [20]. According to these data, 200-300 nm can be evaluated optimally in terms of the Immmune system.
The nanoparticle size range in our study was also found to be compatible with these data. In formmlations
containing 1%, 2%, 3%, 4% and 5% PLGA concentrations, filled nanoparticles were larger at size than empty
ones and showed statistical significance (p<1.03). Several studies have reported an crease in nanoparticle
size as PLGA concenfrabion increases [21-23]. In addifon te these wiews. it has been suggested that as the
PLGA polymer conceniration increases, pariicle size may decrease in the study of Mensah et al. [24]. In our
study. no linear mcrease in nanoparticle size was observed due to pelymer concentration.

The zeta potential of the nanoparticles is between -296+2 1 and -268+0.9. There is no stafistcal
significance between the zeta potential of filled nanoparticle formulations (B. D, F, H. J). PLGA concenfration
did not significantly differ on =zeta potential (p=0.05) [25).

Table 1. Formulation of FLGA nanoparticles and characterization analysis including size, zeta potential,
polydispersity index, sncapsulation efficency and bicadhesion stady.
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The polydispersity index (PDT) of the nanoparticles is in a narrow range and no significant difference is
observed between the formulabions. It is in the range of 0.281-0.346. Polydispersity index values showed that
the nancparticles were homogenecus and the method used was reproducible and stable [15].

The encapsulation efficiency of the nanoparticles was determined by calculating the amount of non-
encapsulated TGF-Bl protein in their supematants by ELISA kit and high rates were obtained (Table 1) Al
nanoparticles showed high encapsulation efficiency. This may be due to the use of a small amount of TGF-B1,
such as lpg. during the preparation of the nanoparticles. The formulation shewing maximum encapsulabion
efficency is group J. 99.8% showed a near hundred per cent efficiency. Generally, BSA is used to stabilize
growth factors in peptide-protein structure and TGF-P1 was prepared in 0.1% BSA in our study. PLGA was
selected with (L: G / 30: 30) 303H acid terminal. So; The carboxylic acid chain of PLGA enhances the interacbon
with the protein, allowing the protein to enter the polymer nanoparticle better and as a result is thought to
provide high encapsulation efficiency [13, 26]. The encapsulation efficiency of PLGA nanoparticles is between
Q5.8 £ 02% and 99.8 = 0.04%, resulting in a relatively high rate (Table 1). Encapsulation efficiency increases
with increasing polymer concentration [22]. Formmulation B has the statistically lowest encapsulaion efficiency
(P<0.05). The encapsulation efficiency for other formmulabions was not statistically significant as it was close to
each other. These encapsulation activities are quite high comypared to other delivery systems (such as micro /
nang particles with 25-50% ratios) [25, 27, 28]

Figuze 1. PT-IR. Fourier bansform infrased specha of PLGA 50:50 (&), TGE-£l-loaded PLGA np (B, Blank
np (), TGF-f1 protein (T:]).
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FTIR study was carried out to confirm the compatibility between the polymer PLGA and drug (TGF-p1
protein) and nanoparticle formulation were shown in Figure 1. In Figure 1A, functional groups such as
carbonyl -C = O stretching (1780-1720 em), C-O stretching (1310-1160 cm''), -CH (2990-2830 cm') showed
the PLGA polymer structure. In Figure 1B, infrared spectroscopy was used to study the interactions between
the drug and the polymers. The PLGA 50:30 nanoparticles showed peaks such as OH stretching (3560-3450
cm-!), -CH (3000-2855 cmr-!), carbonyl -C = O stretching (1780-1720 cm-') and C-O stretching (1310-1160 cm-').
The PLGA nanoparticle formulation, which has similar structures to 1A, has been shown to contain specific
functional groups. As a result of the study, it is seen that the protein is encapsulated into the nanoparticle. The
blank nanoparticles in Figure 1C, observed structure peaks similar to filled nanoparticles, although slight shifts
were observed in the peaks. In Figure 1D, In terms of amino acids, which are the basic structure of the protein,
the large peak amine-derived N-H at 3262 comx! and the O-H peak from the carboxyl group were evaluated. C
= N vibrations seen in compact structure as a result of weak bond protein folding at 2140 cm-! are included. -
C = O carbonyl stretching can be seen in 1636 cm! [29].

The morphological properties and the size of the NPs were characterized by SEM. PLGA NPs were
found to have a smooth and spherical surface morphology (Figure 2). Although there is a heterogeneous
appearance in the particle system as a result of sem imaging analysis, most particles are nano-sized and
nanoparticles were found to be compatible with size measurements using Zetasizer.

' T wDeasmm Mag= 1500 K X Tirs 03039

Figure 2. Scarming electron micrograph of TGF-81-loaded PLGA NP-.

DSC studies were carried out to determine drug status in developed nanoparticles and drug-polymer
interaction during the production of nanoparticles. In Figure 3, shows DSC thermograms of blank PLGA nps
and TGF-p1 loaded nps. The endothermic peak at about 52°C is the melting point of PLGA. This peak was
observed in both empty and filled nanoparticles. There was no change in the physical characteristics of TGF-
P1 containing nanoparticles formulation Accordingly, TGF-$1 protein is compatible with the polymer [30].

smpatatiie (

Figure 3. DSC th = TGF-P1-loaded PLGA particlez (A), blank nanoparticles (B).
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2.2 In vitro release studies of PLGA nanoparticles

The release behaviour of the dmg from the polymer matrix was realized as a biphasic system. It was
mifially characterized by a burst effect. followed by a slower sustained release The release was determined
using ELISA. This methed is highly specific and sensifive to identify the protein of inferest. Drug release
amounts differed according to PLGA concentration. As the PLGA concenfrabion imcreasad, the burst effect
decreased and a slower release cccurred. Drug release of B, D, F, H and | formulations showed at the end of
30 days 35.1%, 252%, 24 3%, 19.06%, respectively as depicted in Figure 4. The lowest (8.72% ) burst effect was
observed at 3% FLGA concentration and the highest rate (20.85%) was observed at 1% in Figure 4. The indtial
burst drug release may be due to the presence of the surface drug on the surface area of the INPs. Also, the
presence of the carboxylic acid proup at the terminus of the PLGA polymer allows for better interacton with
fthe protein and stabilizer BSA. As a result, a confrolled release was observed with increased encapsulation
and reduced burst effect [24].

]
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Figure 4 TGP-f1 release profiles from the PLGA panoparticles. The error bars represent the standard
deviztions with n=3 for =ach ome. (FBS buffer, pH 7.4, 37=C).

2.3 In vitro bicadhesion studies of FLGA nanoparticles

Bioadhesion values of the microspheres varied between 0.113 and 0.198 m]/cm? (Table 1). There was no
significant difference in the bicadhesion properties between nanoparticle formulations containing different
PLGA concentrafions (p=0.05). The bicadhesion study of all nanoparticles is shown graphically in Figure 5. In
the microparticle study carried out by Sezer et al with chitosan and fuccidan, the triple-level of chitosan
increased by 2.5 times in bicadhesion values, from 0.031 to 0.191 m]/cm? [16]. It is suggested that chitosan has
an adhesive stuchure as a polymer. In our study, the bicadhesion values of PLGA nanoparticles are in a similar
range without chitosan. Therefore, PLGA nanoparticles are thought to exhibit a bicadhesiveness that cannot
be ignored. This also; it provides an advantage in application to the injured area [16.17].

2 4 Cell culture studies
2.4.1. Cell viglnlity assay (MTT nrssay)

In the MTT study. WNIH-3T3 fibroblast cell line, which is one of the most common cells in wound healing,
was used. In Figure 64, it has been shown that both empty and filled nanoparticles are not cytotoxic and canse
significant increases in cell viability. All nanoparticles significantly increased cell viability compared to both
conirol and TGF-B1 (p <0.05). Although there was no linear increase in cell viability with the increase in FLGA
concentration, especially the empty nanoparticles E (3%}, G (2%) and filled ones F (3%), H (4%) showed the
best wiability increase. The Fcoded nanoparticle achieved a 196.81 % maximum cell viability mcrease in the
fibroblast cell line. This increase in MNPs may be doe to PLGA-indoced lactic acid inducton As reported by
Chereddy et al., high cell viability ncreases due to filled nps result from the combined effect of TGF-B1 and
lachic acid mduction This delivery system created a combined effect. The findings that we have achieved are
supported by Chereddy and his colleagues [4]. Reduction in cell viability was also observed in the forms after
3% Plga concentration in the formulations. In general, the increase in cell viability of the fermulations
compared to the TGF-B1 pretein indicates that the fermulations provided protein stability. It is stabed that the

mtps:/fooi.org 10.35333/jrp.2020.144
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carrier system protects the protein against proteases and muclease in the cell environment and provides its
stability. Our study supports this [31].

In MTT assay for HaCaT cell line. none of the PLGA nanoparticle formmulations are cytotoxic (Figure
6B). It was cbserved that the empty nanoparticles had higher cell viability statistically compared to those filled
(p=0.05). This result we obiained was in line with the Brdu cell preliferation study. Steven et al. TGF-P1 is
reported to reduce the proliferation of keratinocytes in wound healing [9]. The result of our study is simdlar
In the study, no difference was observed befween nanoparticles due to PLGA concenfration. Inhibition effect
of TGF-pl en keratmocytes is kInown comparad to control. Ameng the nanoparticle formulations developed.
F (with a rate of 95.01%} has been demonstrated in mifro to increase the viability by reducing inhibition of
keratinocytes invelved in the wound healing process {(p<0.05) [6-9].

EE— S
A)B BJD
CJE DJH
ET

Figure 5. Work of bicadhesion graphs of the nanoparticles with B, D, F. H and J formulation codes. (n=3).
Bicadhesion shudies were performed om fresh chicken back skin using pl0 perspex probe | F:10 o, contact
area: 0.7E5 em? ). [ A)B. BiD. O)F, DNEL E) |

2.4.2. Brdll cell proliferation assay

In the Brdll assay, the statistcally significant formulations between empty and filled nanoparticles were
2% (C-D). 3% (E-F), 4% (G-H) (p <0.05). While C, D. E. F. H-coded nps increase cell proliferation compared to
control: compared to TGF-§1. D. E. F. H coded INF5 significantly increased cell proliferation (p <0.05). In the
in tidro study, the highest proliferation effect was observed in the 3% " F " nanoparticle for fibroblast cells, with
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an increase of 02.5% . Although TGP-Bl protem mereases fibroblast proliferation by 7% compared to confrol.
it is not statistically significant (p >0.05). The formulations developed provide more proliferation than TGP-BL
protein delivered to the cell alone, indicating that the carrier system provides effective protein stability [31].
In cur study; due to the increased PLGA concentration, formulations with concentrations greater than 3%
showed a decrease in fibroblast cell proliferation. as supported by the MTT study (Figure 7A).

In Figure 7B. nanoparticles containing TGF-P1 showed a lower proliferative effect compared to empty
ones due to the protein's keratinocyte inhibition effect (p<0.05). Formulations F, H and | are thought to support
the proliferation of keratinocytes by reducing the cell proliferative inhibition effect of TGF-§1 alone. In our
MTT study for HaCaT cell line, it supports the cell proliferation study. Especially the F {3 %) coded nanoparticle
is the common effective formulation of both studies [6-9].
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Figure 6. MTT cell viability results of fibroblast (A) and keratinocyte (B) cell lines [n=3). Control groups
mclude DWMEM and Sbroblast (A)/ DREM and keratinocoyte (B).

2.4.3 In vitro wound-healing zssay ( Scratch assay)

Using a scratch test. we aimed to mvestigate the combimed effect of empty and filled PLGA
nanpparticles as drug delivery systems, the abilify to accelerate the closure of a single-celled and arbificially
imjured wound. As a result of the characterization studies. F coded nancparticle was selected. After a 48-hour
repair period at 37°C, HaCaT and INIH-3T3 cells proliferated more effectively and migrated to the damaged
area in the presence of improved formulations than media only and medinm containing TGF-B1 (Figure 8).

In the NIH-3T3 fibroblast cell line showed a proliferative effect with E-code nanoparticle lactate
mducton, increasing the cell population in the damaged area. F, the filled nanoparticle, showed the expected
combine effect and formed the best wound healing response.

The HaCat cell line had no proliferative effect on E-encoded nanoparticle keratinocytes. In additien, it
is thought that it does not contribute to migration since it does not contain TGF-f1. F has been observed fo

hitps:fdoi.org 10.35333/rp.2020.144
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provide maximum cell migration. Within both cell lines; TGF-pl protein alone achieved less migratiom
compared to the F-code nanoparticle [4. 14, 19].
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Figure 7. BrdlT cell proliferation results of fibroblast (A) and keratinecyte (B) cell lines [n=3). Contrel
sroups include DREM and fibroblast (A)/ DMEM and keratinocyte (B).

3. CONCLUSION

The main cells invelved in the wound healing process are fibroblasts and keratinocytes. The combined
effect of the FLGA nanoparticles and TGF-g1 we developed was achieved after results that accelerated wound
closure in pitro. This effect was mostly cbserved in F nanoparticles with a concentration of 3% PLGA In
addition. in parallel with in vifro studies. our active ngredient protein (TGF-1} has been shown to improve
stability by increasing stability. It is promising that the drug delivery systems developed are biocompatible
for the wound healing process, both alone and in combination with growth factor TGF-$1.

4 MATERIALS AND METHODS
4.1 Materials

Eecombinant human TGE-BlPeprotech, USA; TGF-l ELISA kit En=o Life Sciences, USA; Poly(vinyl
alcohol) (FVA,. B8% hydrolized, Mw 25,000} Polysciences Inc, Warrington, PA; Poly (L.D-lactic-co-glycolic
acid) (PLGA, RGS03H), Boehringer Ingelheim, Germany: dichloremethane (DCM) Merck, Germany; Bovine
Serum Albumin (BSA) BioShop, Canada Inc. Were obtained from these compandes. 3-(4 3-dimethylthiazol-2-
¥1)-2.5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) Foche, Switzerland: BrdU (5-Bromo-2-decxjuridine) Cell
Proliferation Assay Merck Millipore, USA: NIH 3T3 { ATCC-CRL-1658) and HaCaT{ ATCC-PCS 200-011 were
used in our studies. All materials used are in analytical grade.

hittps,ffdoi.org/10.35333,jrp.2020.144
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4.2 Preparation of PLGA nanoparticles

PLGA nanoparticles (np) were prepared by a double-emulsion (water-in-pil-in-water) solvent
evapeoration technique. Different amount of PLGA disselved in 2ml THCM. 1pe/10pl TGF-B1 with BSA %01
was added in it and homogenized (w /o). After that, the mixture was poured into 30 ml FVA 1% and
homogenized (w0 w). The mixvhore was stirred using a magnefic stirrer to remowe the excess amount of DCKM
[13. 14]. The nanoparbcles were separated by centrifugation at 12.000 rpm for 20 min. Then, the MNPs were
washed three fimes with deionized water and Iyephilized (Lyovac GT 2E. Steris. Germany). PLGCA
nancparticles are showmn in Table 1.

4.3, Characterization of FLGA nanoparticles
4.3.1. Size, zeta potential and PDI of PLGA nanoperticles

The zeta potential, size and polydispersity index (FD'I} measurements of nanoparticles were determined
n a deionized water solution, 25 °C by using Zetasizer nano zs (Malvemn Instruments, UK). All measurements
were performed in friplicates.

4 3.2 Encapsulation cfficiency of PLGA nanopartcles

The encapsulation efficiency is determined by calculating the amount of the nen-encapsulated protein
in the supemnatant Encapsulation efficiency was detected using an enzyme-linked immunoassay kit (TGF-B1
ELISA kif) [157]. The encapsulation efficiency was calculated using the following equation.

Amount of drug Im a definite mass of the prepared pardcle (ng)h <100 [Eq 11
Theoretical amount of drug in the same mass (mg) -

Encapsulaton efficiency (%) =

4.3.3. Fourier fransform infrared spectroscopy

IE specttum of TGF-fl protein, PLGA polymer and PLGA nancparficles were obtained. All
formulations were freeze-dried. FI-IE spectra m the absorbance mode were recorded using FI-IR
specirometer (Thermo). Various peaks in the IR spechum were interpreted for the presence of different
groups.

4.3.4. Scanning eleciron microscopy

The morphology of the nanoparticles was observed by scanning electron microscopy (SEM) (Carl
ZEIS3/ EVO 40/ Germany). Some nancparticles were placed on a metallic surface. then coated with a gold-
palladium layer. Observations were made at 10 KV,

4 3.5 Differential scanning colourimetric (D5C) analysis of PLGA nanopartcles

Differential Scanning Calorimetry (Setaram 131; Setaram Instumentation}) was performed to
characterize the physical state of TGP-fl in the nancoparficle. About 6 mg of sample was weighed, crimped
into an aluminium pan and analyzed at a scanning temperature range from 25 to 100°C at a heating rate of
5°C/min [15].

4.4 In vitro release stndies of PLGA nanoparticles

The TGF-§1 release was performed for 30 days in a 37C water bath. PLGA nanoparticle-containing 10
ng TGF-l was weighed and incubated in 1 ml PBS (pH: 7.4) buffer. At the sampling times, the samples were
centrifuged at 14000 rpm for 15 minutes, the supernatant was stored at -20=C and fresh PBES was added and
maintained untl the following time. Amounts of thTGF-1 released from nanoparticles were quantified using
the ELISA kit (Enzo Life Sciences, TUSA). All samples were performed 3 times and standard deviations were
indicated.

4.5 In vitro bicadhesion studies of FLGA nanoparticles

The bicadhesion of the nancoparticles was measured by described the methed in arficles 1é and 17.
Measurements were determined using TA-XT FPlus Texture Analy=er (Stable Micro Systems, UK), with pl0
perspex probe ( BE-10 mm, contact area: 0.785 em?) and 5 kg load cell. Fresh chicken back skin was cleaned
from fat and debris and used as a tissue model (Ethical approval was obtained). The excsed chicken skins
were kept at 37°C before the test. Each measurement was made with fresh chicken skins [16. 17]. The surface
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of the skin placed on the probe was washed with distilled water before starting the test. 5 mg of nanoparticle
was weighed and attached to the bottom surface of the probe with double-sided adhesive tape. The
nanoparticle-coated lower surface of the probe was applied to the tissue surface with a constant speed of 1
mm /s and 1.0 N constant force. After 2 minutes of contact time, the probe was removed in the vertical direction
at the same constant speed. Data collection and calculation were performed by using the Texture Exponent
4.0.4.0 software package of the instrument. The area under the curve (AUC) was calculated from the force-
distance plot as the work of bicadhesion using Texture Exponent 4.0.4.0 software package of the instrument
[16]. Each measurement was performed in friplicate.

G. TGF-P1 HaCaT H. Control HaCaT

Figure 8. Scratch test. HaCaT and NIH-3T3 cells were zeeded in zix well platez and reached 70-50% of the
cell population. A pipette tip was scratched and 2 photo was taken immediately. Cellz were kept 2t 57°C for
48 hours, aﬂamg:epmof&edam;e:ndmpeahng&gphobgaph TGF-Bl (25 ng / 500 ul) was applied
as 2 poszitive 1 The exp t Was rep d twice and zimilar rezultz were obtained.

4.6. Cell culture studies
4.6.1. Cell viability assay (MTT assay)

Cytotoxicity of nanoparticles was measured by the MTT (3-(4.5-Dimethylthiazol-2-y1)-25-
diphenyltetrazolium bromide) assay. using NIH-3T3 ( ATCC-CRL-1658) and HaCaT{ ATCC-PCS 200-011)
cells. Cells were seeded at 1x10* cells/well in 96-well plates (TPP. Trasadingen. Germany) with 100 L
complete medium (DMEM containing 10% FBS) and mncubated overnight. Nanoparticles were weighed to
contain 2.5 ng of TGF-p1 protein and were suspended with DMEM medium TGF-f1 (25 ng / 500 ul) was

pplied as a posifivec 1. After treatment, the cells were incubated for 24 h- After incubation. 10 ul of MTT
solution (Smg/ml) was added to each well and the cells were incubated for 12 h (37°C, 5% CO;). The formazan
crystals, formed by live cells. were incubated for 24 howrs to dissolve all. Then it was measured

hatps://coi.org/10.39333/jrp.2020.143
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spectrophotometrically at their absorbance at 550 and 690 nm using a microplate ELISA reader (Epoch Biotech
USA 13121287, Cell viability was expressed as percentages compared to conirol groups [18, 19].

£.6.2. Brdll cell proliferation assay

The proliferation of NIH 3T3 and HaCaT cells was determined using a colourimetric immume assay
Pased on the measurement of BrdU, which was incorporated during DINA synthesis. The BrdU assay was
carried out according to the manufacturer's instructions. In the BrdU test cell seeding. the addition of
formulations and incubation period were performed the same as in the MTT test. The more BrdlU attaches in
Pplace of the Thymine nucleotide in the DINA of proliferating cells, the bluer it is the colour of positive cells as
a result of DINA synthesis. The reaction was stopped by pipetting 100 wL/well of the acid Stop sclution
provided into each well. The colour of positive wells changed from blue to bright yellow. After then
absorbance of plate was calculated by using an ELISA reader (Epoch Biotech 13121287 USA) set at a dual-
wavelength of 450/550 nm.

£.6.3. In vitro wound healing assay { Scraich rssay)

For the in vitre wound healing assay, optimized formulation, F, nanoparticle and its empty form. E.
were selected. 40 ug E and F np were weighed per well. F np contains 2.5 ng of TGF-EL at 40 ug. HaCaT cells
and fibroblast cells-INIH 3T3 were seeded in siv-well plates (TFF, Switzerland) in a density of 3x105 cells/well
i a growth medinm Cells were incubated untl they had reached 70%-30% density. Then a scratch was made
through each well using a sterile 200wl pipet ip. Cells were washed twice with FES (pH 7.4} and the medium
was changed. Selected formulations and a positive confrol TGF-F1 were added to the medium. At the time of
the first scratch on the cells and at the 24* and 48'% hours. the images were taken using an inverted microscope
with {Olympus CEX 41 Japan) equipped with Olympus L2 SLP phase contrast slider camera system. Cells
were kept at 37°C, 5% CO: throughout the entire repair procedure. The experiments were repeated twice [109].

47 Stahistical analysis

All results were expressed as meanst standard deviation. The statistical analysis was performed using
one-way analysis of variance (ANOVA) followed by MNewman-Eeuls multiple comparisons test. Differences
between the groups were considered to be significant when p < 0.05.
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MATERIALS AND METHODS
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Aspergillus nidulans, and AspsarD, Aspergillus oryzae, inhibited PL
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‘Wound healing process consists of complex and interlocked
mechanisms (homeostasis, inflaimmation, cell  proliferation,
remodeling). One of the growth factors involved in this mech-
anism is Transforming Growth Factor Beta-I(TGF-gl1) It is
largely released from platelets, but i also produced from acti-
vated macrophages, mnewtrophils, fibroblasts,  keratinocytes,
T-lymphacytes, and endathekal cells. In this study, it is aimed
to develop different formulations in wound healing process.
Poly (lactic-co-glycolic acid} {PLGA} nanoparticles (np) were
prepared by a double-emulsion (water-in oil-in water) solvent
evaporaton technigue. Characterization studies (size, zeta poten-
tial, encapsulation efficiency) of np were carried out. Polyvinyl
alcohol/ Chitosan (FVA/Chi) hydrogels were prepared by freezing
and thawing method. Compared to chitosan gel(F4), the increase
in P¥A concentration in gel formulations (FI-F2-F3) resulted
in increased viscosity. bioadhesion. adhesion and hardness,
respectively. (67667 £ 4508, 81957 +£57.7, 213000+5208.4,
152333 4+ 1615,0%:(0.0F2 + 0.007, 021810011,

0.500.+0.032,
0,430 4+ 00045700037 £ 0007, 0053 £ 0.009, 031540026,
0086 - 0020%; (D052 L0002, 008910003, 045510077,

0.0%8 + 00191 MTT assay was carried out to measure cell viabil-
iy, BrdU was wused for detection of cell proliferation for HACAT
and MNIH-3T3 cell line.it was shown that Empty PLGA nps gave
lactate-induced proliferation. TGF-§1 including PLGA nps showed
increased effect compared to empty nps. Also, it was shown that
all developed formulations were non-cytotodc. In addition, the
cell viability increased by more than one hundred percent.
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Micro-encapsulation of anticancer drug
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Centre, Centre of Excellence, Near East Untverstty,
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Breast cancer is the most commen cancer type dizgnosed in
women. Chemotherapy suffers from inadequate targeting of cancer
cells, and a risk of collateral damage to normal cells. Therefore, the
use of drug delivery vehicles has been proposed. In this study, car-
boplatin was encapsulated with naturally ocouming biomaterials:
chitesan [CHI) and silk fibroin (5F ). The CHI and SF microf nano par-
ticles were synthesized by ionotropsc gelation technsgue, loaded
with carboplatin and characterized by [X53 Inverted microscope
zeta potential and zeta sizer.

The apaptatic effects of drug-loaded micro-particles were tested
on breast cancer cell lines MCF-7. MCF-T cells were cultured in
DMEM supplemented with 10% wiv FBS and 10 pgiml insulin. Apop-
totis of MCF-T cells were tested using Apostrand Elisa Apoptosis
Detection Kit.

The apoptosis of MCF-7 cells with 10pM-400pM SF-
carboplatin and 10 pM-400 pM CHI-carboplatin micro-particles
cultured for 24, 48 and T2 hours were assessed. The absorbance
walue forbath the SF-CP and CHI-CP gradually increased with higher
concentration indicating significant cell death. Furthermare, apop-
totic effect of CHI-carboplatin was shown to be better compared
to SF-carboplatinin MCF-7 cells. In conclusion, the results confirm
the direct apoptotic effect of both SF-CP and CHI-CP micro [/ nano
particles MCF-7 cells.

hitps:jfdoi.org10.1016/j jhiotec 2019.05 229
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