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ETIiK BILDIRIM

Bu tezin yazilmasinda bilimsel ahlak kurallarina uyuldugunu, baskalarinin
eserlerinden yararlanilmasi durumunda bilimsel normlara uygun olarak atifta
bulunuldugunu, kullanilan verilerde herhangi bir tahrifat yapilmadigini, tezin herhangi
bir kisminin bagli oldugum iiniversite veya bir baska iiniversitedeki baska bir ¢alisma

olarak sunulmadigini beyan ederim.

Betiil Kilig



HiYALURONIK ASIT BAZLI GLUTATYON-AVOKADO YAGI-
JELATIN-KOLAJEN-LAMININ YUKLU 3 BOYUTLU
BiYOAKTIF TRANSDERMAL DOKU iSKELESI TASARIMI:
FRANZ DIFUZYON SALIM KiINETiGI MODELLEMESI
Betiil Kili¢

OZET

Diyabetik yaralar, sitotoksik enzimler, radikal oksijen tiirleri (ROS) ve
inflamatuar aracilar salgilayarak ¢evre dokulara biiyiik zarar veren siirekli bir notrofil
akini ile one ¢ikan inflamatuar fazda kalir. ROS, istilaci patojenlere karsi savunma i¢in
gereklidir ve diisiik ROS seviyeleri de hiicre i¢i sinyalizasyonun temel aracilaridir.
Bununla birlikte, iltihapli diyabetik yaralarda gozlendigi gibi asir1 ROS iiretimi,
l16kositlerin aktivasyonuna ve endotel hiicrelerinin hasar gérmesine neden olur. Bu
nedenle, kalic1 enflamasyonun azaltilmasi/sonlandirilmasi ve serbest radikallerin bir
antioksidan ile ortadan kaldirilmasi iyilesmeyi artirmak i¢in 6nemli bir strateji olabilir.

Transdermal membran (TDM) doku iskelesi, yara iyilesmesini kolaylastirmak
ve yerel ¢evrenin hassas dengesini korumak i¢in cildin dogal bilesenlerinden olusur.
Bu yara ortiisii, dermal steril bir matris (iskele)tir ve cilt yiizeyinin iyilesme siirecini
kolaylastirir. iskele kolajen (KOL), laminin (LM) ve yiizeyde sodyum hiyaliironat
(hiyaliironik asit), dipalmytoyl fosfatidilkolin (DPPC) ve glutatyondan (GSH)
yapilmis mikropartikiiller igerir.

GSH yiiklii mikropartikiiller, TDM 'nin antioksidan etkisinden sorumlu olan
kismudir. Serbest radikallerin aktivitesini kontrol etme ihtiyaci nedeniyle, GSH serbest
radikal hasarmma karsi gili¢lii bir antioksidan olarak secilmistir. GSH, proteaz
enzimlerinden koruyarak, fibroblastlarin fonksiyonlarini artirarak ve kolajen sentezini
artirarak dermiste hiicre ¢ogalmasini uyarir. Bu bilesigin, serbest radikallerin
temizlenmesi gibi kimyasal 6zellikleri veya belirli bir biyolojik sistemdeki dolayli

etkileri nedeniyle cilt i¢in olaganiistii faydalara sahip oldugu gosterilmistir.



Yukaridaki bilgiler dikkate alinarak, mikropartikiiller i¢cinde kapsiillenmis ve
daha diistik araliklarda tek basina GSH konsantrasyonlari, hiicre canliligli ve
hiicrelerdeki ROS {iretimi lizerindeki etkisini belirlemek i¢in degerlendirilmistir.
Diyabetik yaralar yavas iyilesme egilimindedir ve iyilesme siireci, daha yiiksek uzuv
amputasyonu riski nedeniyle ¢ok karmasik olabilir. Diyabetik yaralar, sitotoksik
enzimler, ROS ve inflamatuar aracilar1 serbest birakan nétrofillerin siirekli akisiyla
karakterize inflamatuar fazda kalir ve g¢evredeki dokuya biiyiik zarar verir. Istilac
patojenlere kars1 savunma i¢in ROS gereklidir ve diisiik ROS seviyeleri ayn1 zamanda
hiicre i¢i sinyallemenin temel aracilaridir. Bununla birlikte, iltihapli diyabetik
yaralarda gozlenen asir1 ROS iiretimi, lokositlerin aktivasyonuna ve endotel
hiicrelerinde hasara neden olur. Bu nedenle, kalic1 inflamasyonun azaltilmasi veya
sonlandirilmas1 ve bir antioksidanin eklenmesiyle serbest radikallerin ortadan
kaldirilmast, iyilesme oranini arttirdigi icin dnemli bir strateji olabilir.

Yara bakimi alanindaki arastirmalar, hiicre dis1 matrisin (ECM) cesitli
proteinlerinden iiretilen biyoaktif dermal matrislerin iyilesme siirecini destekleme
yetenegine sahip oldugunu ortaya ¢ikarmistir. ECM, fibroblastlarin gdgiinde yer alan
faktorlerden biridir ve bunlarin gég¢ yollari, KOL, hiyaliironik asit (HyA) ve LM gibi
ECM bilesimi tarafindan yonlendirilir. Tip 1 kolajen, dermal matrislerin iiretiminde
yaygin olarak kullanilan bir malzemedir. Emilebilirdir, yiiksek su afinitesine, diisiik
antijeniteye, 1yi hiicre uyumluluguna ve doku yenilenmesini destekleme yetenegine
sahiptir. HyA, morfogenez ve onarim déneminde hiicre gociinii kolaylastirir. ECM
proteinleri arasinda, epidermiste keratinosit yapigsmasi i¢in dnemli bir ligand olan
laminin-5, keratinositin hayatta kalmasii destekler. DPPC, lipit ¢ift katmanlar
olusturma yetenekleri nedeniyle tiim hiicre zarlarinin ana bileseni olan bir lipit sinifina
aittir.

Bu bilgiler gbz oniine alindiginda, antioksidani diger bilesenlerle sinerjistik bir
sekilde iletecek ve yara ortaminin hassas dengesini koruyacak bir dermal matris
tasarlandi. Boylece ii¢ boyutlu (3B) Kolajen-Laminin gézenekli yapili dermal matris
hazirlanarak GSH yiiklii HyA/AVO mikropartikiiller ile doygun hale getirildi. Boylece
TDM, kronik yara tedavilerinin etkinligini artirarak iyilesme siiresini kisaltir ve doku

onarimina yardimci olur. Yara bdlgesindeki serbest/oksijen radikallerini azaltma



yetenegi ile savunma mekanizmasi ve yara alaninin dengesini ve ylizey cilt
bilesenlerini telafi ederek dogal olarak olusan yara iyilesme siirecini de kolaylastirir.
Anahtar Kelimeler: Transdermal Yara Ortiisii, Doku Iskelesi, Glutatyon,

Laminin, Kolajen, Jelatin
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DESIGN OF HYALURONIC ACID BASED GLUTATHIONE-
AVOCADO OIL-GELATIN-COLLAGEN-LAMININ LOADED 3D
BIOACTIVE TRANSDERMAL TISSUE SCAFFOLD: FRANZ
DIFFUSION RELEASE KINETICS MODELING
Betiil Kili¢

ABSTRACT

Diabetic wounds remain in the inflammatory phase, characterized by a constant
influx of neutrophils that cause extensive damage to surrounding tissues by secreting
cytotoxic enzymes, radical oxygen species (ROS) and inflammatory mediators. ROS
are essential for defense against invading pathogens, and low levels of ROS are
essential mediators of intracellular signaling. However, excessive ROS production, as
observed in inflamed diabetic wounds, leads to activation of leukocytes and damage
to endothelial cells. Therefore, reducing/terminating persistent inflammation and
eliminating free radicals with an antioxidant may be an important strategy to improve
healing.

TD dressing consists of skin's natural ingredients to facilitate wound healing
and maintain the delicate balance of the local environment. This dressing is a dermal
sterile matrix (scaffold) and facilitates the healing process of the skin surface. The
scaffold contains collagen, laminin, and surface microparticles made of sodium
hyaluronate (hyaluronic acid), dipalmytoyl phosphatidylcholine (DPPC), and
glutathione (GSH).

GSH-loaded microparticles are the part of TD responsible for its antioxidant
effect. Because of the need to control the activity of free radicals, GSH has been
selected as a powerful antioxidant against free radical damage. GSH stimulates cell
proliferation in the dermis by protecting it from protease enzymes, increasing the

functions of fibroblasts and increasing collagen synthesis. This compound has been
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shown to have extraordinary benefits for the skin due to its chemical properties, such
as scavenging free radicals, or indirect effects on a specific biological system.

Considering the above information, GSH concentrations encapsulated in
microparticles and alone at lower ranges were evaluated to determine its effect on cell
viability and ROS production in cells. Diabetic wounds tend to heal slowly and the
healing process can be very complicated due to the higher risk of limb amputation.
Diabetic wounds remain in the inflammatory phase, characterized by a constant influx
of neutrophils that release cytotoxic enzymes, radical oxygen species (ROS), and
inflammatory mediators, causing extensive damage to the surrounding tissue. ROS are
required for defense against invading pathogens, and low levels of ROS are also
essential mediators of intracellular signaling. However, excessive ROS production
observed in inflamed diabetic wounds causes activation of leukocytes and damage to
endothelial cells. Therefore, reducing or ending persistent inflammation and
eliminating free radicals through the addition of an antioxidant may be an important
strategy as it increases the rate of healing.

Research in the field of wound care has revealed that bioactive dermal matrices
produced from various proteins of the extracellular matrix (ECM) have the ability to
support the healing process. ECM is one of the factors involved in the migration of
fibroblasts, and their migration pathways are guided by the ECM composition, such as
collagen, hyaluronic acid (HyA), and laminin. Type 1 collagen is a widely used
material in the production of dermal matrices. It is absorbable, has high water affinity,
low antigenicity, good cell compatibility and the ability to promote tissue regeneration.
HyA facilitates cell migration during the period of morphogenesis and repair. Among
ECM proteins, laminin-5, an important ligand for keratinocyte adhesion in the
epidermis, promotes keratinocyte survival. DPPC belongs to a class of lipids that are
a major component of all cell membranes due to their ability to form lipid bilayers.

Given this information, a dermal matrix was designed that would deliver the
antioxidant synergistically with other ingredients and maintain the delicate balance of
the wound environment. Thus, a three-dimensional (3D) collagen-laminin porous
structured dermal matrix was prepared and saturated with GSH-loaded HYyA/AVO

microparticles. Thus, TD increases the effectiveness of chronic wound treatments,
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shortens healing time and helps tissue repair. With its ability to reduce free/oxygen
radicals in the wound area, it also facilitates the naturally occurring wound healing

process by compensating the defense mechanism and balance of the wound area and

surface skin components.

Keywords: Transdermal Wound Dressing, Tissue Scaffold, Glutathione,
Laminin, Collagen, Gelatine
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GIRIiS

[la¢ vermenin en yaygin yollar1 oral ve parenteral yollardir ve kii¢iik molekiillii
ilaglarin ¢ogunlugu geleneksel olarak oral yoldan verilir. Oral yol, 6nceden belirlenmis
dozlar, tasmabilirlik ve hastanin kendi kendine uygulama avantajina sahiptir. Bu
nedenlerden dolay1 oral yol, ilag vermenin en uygun yolu olmaya devam etmektedir.
Bununla birlikte, ¢ogu terapotik peptit veya protein, midedeki hizli bozunma ve
epitelyum boyunca sinirli miktardaki taginma nedeniyle oral yoldan iletilmez. Bu
nedenle, makromolekiillerin birincil uygulama modu, egitimli bir yonetici tarafindan
uygulama gerekliligine ek olarak, enjeksiyonlarin invazif dogasinin agriya neden
olmasi ve hastalar tarafindan daha diisiik kabul/uyum saglamasi gibi sinirlamalar
olmaksizin enjeksiyon yoluyladir (Schoellhammer vd., 2014). Ayrica gastrointestinal
sistem, karacigerde malabsorbsiyon veya enzimatik bozulma nedeniyle ilacin agizdan
uygulanmas1 miimkiin olmadiginda agrili deri alt1 enjeksiyonlar, en yaygin alternatif

olarak kullanilmaktadir (Prausnitz, 2004).

Transdermal (TD) uygulama, ilaglarin agiz yoluyla verilmesine ve deri alt1
enjeksiyonlarinin yaninda etkili bir alternatif yontemdir (Prausnitz ve Langer, 2008).
llaglarin  deri yoluyla sistemik dolasima TD olarak verilmesi, cesitli klinik
endikasyonlar i¢in uygun olan uygulamaya olanak tanir (H. Benson, 2005). Ilacin bant
veya yama kullanilarak deriye verilmesi hastalar agisindan daha cazip bir yontem olup,
ilacin zamanla kontrollii salinimina da olanak saglamaktadir (Prausnitz, 2004). Uzun
yillardir insanlar terapdtik etki elde etmek i¢in cilde ¢esitli maddeler uygulamis ve
modern ¢agda tibbi sorunlar1 lokal olarak tedavi etmek i¢in birgok farkli topikal
formiilasyon gelistirilmistir (Prausnitz ve Langer, 2008). Arastirmacilar yillardir
geleneksel ilag dagitim formatlarindaki sorunlarin iistesinden gelmek icin cildi ilag

giris noktasi olarak kullanmanin yollarini1 bulmaya ¢alismislardir (Touitou, 2002).

llacin deri yoluyla iletilmesi icin deri gegirgenliginin arttirilmasi
gerekmektedir. Geleneksel yontemler temel olarak ilag ve deri etkilesimlerinin
modiilasyonuna veya kimyasal olarak gelistirilmesine odaklanir. Son ¢alismalarda
yenilik¢i vezikiiler tasiyicilari, elektrik destekli dagitim ve ¢esitli mikro invaziv

yontemler kullanilmistir. Bu yeni ve heyecan verici ilag dagitim ydntemleri,



halihazirda dermal ve TD tedavilerin sayisini1 ve kalitesini artirmaktadir (Touitou,
2002).

TD yamalar, biyoyapiskan sistemler, mikro-implantlar, ozmotik mikro
pompalar, mikro enkapsiilasyonlar ve nano-parcaciklar, giinlimiizde bu tiir kontrollii
ilag salim siireglerini gergeklestirebilecek mekanizmalar arasindadir (Schéfer-Korting,
2010). TD uygulama, ilacin dolagim sistemine niifuz etmesi yoluyla sistemik
durumlar1 tedavi etmeyi amaglamaktadir. Topikal ve TD uygulama sistemleri arasinda
fark bulunmaktadir. Genel olarak cilde uygulanan topikal tedavilerin amaci, deride bir
ilag rezervuari olugturmaktir. Aktif maddenin, sistemik dolagim veya daha derin cilt
katmanlarina girmesi gerekmez. Bolgesel uygulama, topikal uygulamaya gore daha
derin penetrasyon gerektirir ve kas, kan damari gibi derin doku hastaliklarinin

tedavisinde kullanilir (Touitou, 2002).

Avokado yagi, Persea americana bitkisinin meyvesinden elde edilir. Yara
iyilesmesinde, sedef hastaliginin, kirisikliklarin ve c¢atlaklarin tedavisinde ve bunlarin
hepatoprotektif etkilerinde kullanilmaktadir. Bu yagin sabunlastirilamayan kismu,
sklerodermay iyilestirmenin yani sira epidermisin yenileyici 6zelliklerine de sahiptir.
Meyvenin posasindan elde edilen avokado yagi, ¢oklu doymamis yag asitleri
(PUFA'lar), linoleik (%6,1-22,9), linolenik asitler (%0,4-4,0) tekli doymamis yag asidi
(MUFA) ve oleik asit (%31,8-69,6) acisindan zengindir. Ayrica -sitosterol, [-
karoten, lesitin, mineraller ve A, C, D ve E vitaminlerini de igerir (De Oliveira vd.,

2013).

Glutatyon, hiicre i¢i redoks dengesinin korunmasinda 6nemli bir rol oynayan
diisiik molekiil agirlikl bir tiyol-tripeptiddir. Dikkat ¢ekici antioksidan 6zelliklerine
ek olarak, yaslanma karsiti 6zelliklerinin kesfedilmesi, cilt rengi agici olarak
tanitilmasina yol agmistir. Hiicrelerin i¢inde indirgenmis formda bulunur ve cesitli
fizyolojik islevlerde 6nemli bir rol oynar. Cilt rengini agma etkisi, tirozinaz enziminin
dogrudan ve dolayli inhibisyonundan ve eumelanin'den feomelanin liretimine gegisten
kaynaklanmaktadir. Oral, enjekte edilebilir ve topikal formlarda mevcuttur (Sonthalia
vd., 2016).



Hyaluronik asit (HyA), siilfatlanmamis bir glikozaminoglikandir, yani dermis,
sinovyal s1v1, dis 0zii ve vitreus mizahi da dahil olmak iizere insan viicudunda yaygin
olarak dagilir. Toplam HyA' nin yaklasik %50' si ciltte dagilir. Insan viicudunda
bulunan toplam HyA' nin yaklasik iigte biri gilinliik olarak bozunur ve ayni1 miktar taze
sentezlenen HyA tarafindan yenilenir. HyA, fizyolojik kosullarda daha hidrofilik olan
sodyum tuzuna donistiiriiliir. Orijinal agirligindan 1000 kat daha fazla su tutabilir.
Bunun nedeni {izerinde birka¢ hidroksil grubunun bulunmasidir. Bu sayede
homeostazin korunmasina yardimci olur ve insan viicudundaki cesitli fizyolojik
stirecleri destekler. HyA, diz eklemlerinin visko takviyesinde, goz cerrahisinde ve ilag
dagitiminda basariyla kullanilmistir ve ayrica bir glikozaminoglikandir ve bag
dokularinin ve dermisin dogal bir bilesenidir. Cok yonliiligli ve biyouyumlulugu
nedeniyle ¢esitli kemik, g6z ve cilt bozukluklarina kars1 yaygin olarak
kullanilmaktadir (Saha ve Rai, 2021).

Insan viicudunun kiitlece %20' si proteinlerden olusur ve toplam proteinin
%25-35"1 kolajen tarafindan temsil edilir; bunun kabaca %90" Tip 1 kolajendir (C1).
C1, cilt, tendon, disler, kemik ve endotelyal astar dahil olmak {izere insan viicudundaki
birgok doku tiiriiniin olusumuna katkida bulunur. C1 eksikligi, kirisikliklar ve yara
tyilesmesinin azalmasi gibi kozmetik kusurlardan, osteogenezis imperfekta ve Ehlers-
Danlos sendromu gibi yasami degistiren ve zayiflatict hastaliklara kadar cesitli
olumsuz etkilere neden olabilir (Sun vd., 2015). Kozmetik yara izlerini tedavi etmek
ve yara iyilesmesine yardimci olmak amaciyla C1' in cilde uygulanmasi i¢in gesitli
yaklagimlar benimsenmistir. Kozmetik kolajen uygulamasi genellikle siringa
enjeksiyonu kullanilarak yapilir. Yara iyilesmesini desteklemek icin kolajen bazli

membranlardan da yararlanilir (Zheng vd., 2023).

Yara onarimi 6nemli bir klinik ytiktiir. Normal ve patojenik yara onariminda
yer alan temel siireglerin daha iyi anlasilmasi, yeni veya gelistirilmis terapotik
yaklagimlarin gelistirilmesinin 6n kosuludur. Lamininler ve bunlarla ilgili proteinler,
netrinler ve LaNt' lerin, yara onarimi igin gerekli ¢ekirdek hiicre davraniglarinin
diizenlenmesinde 6nemli rol oynadigi bilinmektedir. Bu proteinler, dogrudan yara
ortamina uygulanabildiklerinden, her terapiyi terapdtik gelisim i¢in miikemmel bir

hedef aday haline getirebilirler. Pratik a¢idan laminin, proteinin tamaminin dogrudan
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degistirilmesi, sinyalleme aktivitesinin taklit edilmesi, yara yatagi boyunca (yeniden
epitelizasyon) veya yara mikro ortaminda epitelyal gogii destekleyebilecek sekildedir
(lorio vd., 2015).

Bu c¢alismada, biyomedikal uygulamalarda yara iyilestirilmesine katk1
saglayacak antibakteriyel 6zellikli, hiicresel tutunmalar1 gergeklestirebilir ve hiicre
canlilig1 gosterebilen, ilag¢ salim kapasitesi yiiksek, raf dmrii uzun, antioksidan igerikli
ve sitotoksisite olmayan kompozit yapili polimerlerin tasarimi ve gelistirilmesi
amaclanmaktadir. Bu dogrultuda yapilacak ¢alismalar, farkli calisma gruplar1 altinda
ele alinmis olunup, farmokinetik 6zellik gosteren ilag, antioksidan ozellik gosteren
bitki ekstresinden elde edilecek esansiyel yag katkili biyoaktif malzemelerin dogal ve
sentetik polimerler ile kompozit yapilarin morfolojik ve in vitro Franz diflizyon temelli

salim kinetigi matematiksel modelinin tasarlanmasi olacaktir.



BIRINCi BOLUM
1. DERI VE GECIRGENLIK

Deri, insan viicudunda 1,7 m?lik bir alan1 kapsayan ve ortalama bir insanin
toplam viicut kitle indeksinin %10 unu olusturan en biiyiik organdir (H. A. E. Benson
ve Watkinson, 2012; Brown vd., 2006). Viicut bolgesine gore degisiklik gostermekle
birlikte insan derisinin kalinlig1 0,5- 3 mm kalinliginda, pH’1ise 5,2- 5,6 araligindadir.
Deri, insan viicudunu kaplar ve fizyolojik bir ortamda hayati organlarin ¢aligmasini
saglar. Onemli metabolik, immiinolojik ve duyusal islevlere hizmet etmektedir.
Melanin, D vitamini, lipitler, kollajen ve keratin metabolizmasinda énemli bir role
sahiptir. Insan viicudu ile dis diinya arasindaki madde gegisleri deri yoluyla
gerceklesmektedir ve hangi maddelerin viicuda alinacagini ve ne kadarinin atilacagini

belirleme konusunda oldukga segicidir (Ng ve Lau, 2015).

Bir ilacin TD olarak verilme yetenegini dogru bir sekilde degerlendirmek ve
rasyonellestirmek i¢in cilt anatomisi ve fizyolojisinin temel yonlerinin anlagilmasi cok

onemlidir. Derinin kesitsel diyagramatik gosterimi Sekil 1.1° de verildigi gibidir.

1.1. DERININ YAPISI VE ISLEVLERI

Epidermis (canli epidermis), dermis ve hipodermis (deri alt1 dokular) olmak
tizere li¢ temel tabakadan olusan insan derisi, farkli iglevleri yerine getiren ve farklh
hiicrelerden olusan bir epiteldir. Epidermal tabaka, en dis tabakadan dermise kadar;
stratum korneum (boynuzsu tabaka), stratum graniilosum (granular tabaka), stratum
spinosum (dikenli hiicre tabakas1) ve stratum bazal 'dan olusur. Kalinlig1 10-20 pm
civarinda olan stratum corneum (SC), epidermis tabakasinin en dis yiizeyinde
bulunmakta ve 10-15 korneosit tabakasindan olugsmaktadir (Murdan, 2004).
Epidermisin daha derin katmanlarindaki keratonisitler, 6lii hiicreler olan korneositlere

doniislir. Bunlar; 0.2 pm kalinliginda ve 40-60 um genisliginde yass1 hiicrelerdir
(Kashibuchi vd., 2002).



STRATUM CORNEUM <
(15-20 um )

Canli epidermis Langerhans hiicreleri

(130-180 pm)
SiNiR
Dermis

(2000 pm) Dendritik hiicre

= «= KAN DAMARLARI

e S : * LENF DAMARLARI
SUBKUTAN YAG DOKUSU —/_ TER BEZi

/ SAG KK | YAB BEZi

Sekil 1. 1: Insan derisi yapisiin kesitsel olarak diyagramatik bir temsili(Van
Der Maaden vd., 2012)

Deriden gegisin biiylik cogunlugu SC katmanindan difiizyonla meydana gelir.
Hiicre dis1 matrisin ¢ogunlugu lipit yapilarda bulundugundan, SC 'lerin bariyer
fonksiyonunun bu lipit yapisindan geldigi bilinmektedir (Bouwstra vd., 2002).
Nitekim TD ila¢ dagitimina yonelik temel bariyer SC lipitlerinde bulunmaktadir. Bu
bariyer 6zelligi, terapotik maddelerin TD iletiminde zorluklara neden olur. Bu yolla
etkili bir sekilde dagitilabilen ilag ¢esitliligini arttirmaya yonelik uzun siiredir devam
eden bir yaklasim, ilag akisini tesvik etmek igin cilt bilesenleriyle etkilesime giren
kimyasallar olan penetrasyon arttiricilarin  kullanilmasiyla miimkiin olmustur

(Williams ve Barry, 2012).

1.1.1. Canh Epidermis

Epidermisin SC disinda kalan bdliimlerinin ¢ekirdekli hiicrelerden meydana
gelmesi sebebiyle canli epidermis olarak adlandirilmaktadir. Sinir hiicresi ve kilcal
damar igermemektedir ve ortalama 50 — 100 pm kalinligindadir (Agache vd., 2017).
Epidermisin hiicresel igerigi agirlikli olarak keratinositlerden (hiicrelerin yaklasik
%95'1) olusur. Geriye kalan kisimlarinda ise melanositler, langerhans ve merkel
hiicreleri bulunur. SC epidermisin en yiizeysel tabakasidir. Dig ortamla dogrudan

temas halindedir ve bariyer 6zellikleri yiiksek yogunluga (kuru halde 1,4 g/cm?) ve



diisiik hidrasyona (%15-25) bagli olabilir. SC hiicreleri esas olarak ¢dziinmeyen
keratinlerden (%70) ve lipitten (%20) olusur (Walters, 2002). SC’deki su,

korneositlerdeki keratin ile iligkilidir.

1.1.2. Dermis

Dermis yaklagik 2-3 mm kalinliginda olup cilde gii¢ ve elastikiyet veren
kollajen ve elastin liflerinden olusur (X. Liu vd., 2014). Dermiste bulunan kan
damarlar1 hem dermis hem de epidermise besin saglar. Sekil 1.1.'de goriildiigii lizere

dermis tabakasinda sinirler, makrofajlar ve lenfatik damarlar da mevcuttur.

1.1.3. Hipodermis

Hipodermis veya deri alt1 tabakast, derinin en derin tabakasidir ve yag hiicreleri
agidan olugmaktadir (X. Liu vd., 2014). Bu tabakada deri ile kaslar ve kemikler gibi
viicudun altindaki dokular arasinda temas bulunmaktadir. Bu nedenle hipodermisin
ana islevleri; fiziksel soka karsi koruma, 1s1 yalittmi ve derinin damar ve sinir
sinyallerinin desteklenmesi ve iletilmesidir (Sherwood vd., 2007). Hipodermiste
yerlesik yag hiicreleri, fibroblastlar ve makrofajlardan olusan diger biiyiik deri alt1

hiicrelerle birlikte viicut yaginin yaklasik %50’sini olusturur (McLennan vd., 2005).

1.2. TRANSDERMAL iLAC DAGITIM SISTEMLERI{

Transdermal ilag dagitim sistemlert (TDDS), ilaglarin deri ylizeyine
uygulanarak siirekli olarak deri yoluyla viicuda iletildigi ve ardindan topikal, yiizeysel
veya sistemik terapotik etkilerin goriildiigi uygulama yoludur (Bellucci, 2022). Bu
sayede viicutta sistemik etkiler olusturarak deriyi ilacin emilim yeri olarak
kullanmaktadir. Geleneksel enjeksiyon ve oral yontemlerle karsilastirildiginda
enjeksiyondan kaynaklanan agrilarin azaltilmasi, ilacin sabit bir oranda salinmasi,
karacigerden ilk ge¢isin etkisinden kagmilmasi ve ilacin gastrointestinal yoldan
bozulmasini 6nlemek gibi avantajlara sahiptir (Prausnitz ve Langer, 2008). TD yol ile
ilag dagitimindaki en biiyiik zorluk, derinin ilk koruyucu tabakasi olarak gorev yapan
SC’ dedir. Derinin bu tabakasi terapdtik maddelerin verilis etkinligini bilylik oranda

azaltir ve cilde iletilebilecek ilaglar1 sinirlandirir (Ahmed Saeed AL-Japairai vd.,



2020). Bu nedenle SC direncinin asilmasi ve deri gegirgenliginin arttirilmast,

transdermal ilag dagitiminda var olan 6nemli hususlardandir (D. Yang vd., 2021).

1.2.1. ila¢ Dagitim Sistemleri
[lag dagitim sistemi (DDS), terapotik agidan etkili miktarlardaki ilaglari
viicutta hedeflenen bolgelere giivenilir bir sekilde ileten bir yontemdir (Adepu ve
Ramakrishna, 2021; Ramasamy vd., 2017). Tabletler, kapsiiller ve suruplar DDS' nin
geleneksel ornekleriyken; lipozomlar, nanopartikiiller, mikroigneler ve mikro
pompalar gelismis sistemlerdir. Ila¢ dagitim sistemlerinde difiizyon, erozyon ve sisme

olmak iizere ii¢ ana tip ilag salinim mekanizmas1 vardir.

Diflizyon mekanizmasinda ilag parcaciklar1 Brownian hareketi nedeniyle
diisiik konsantrasyonlu alanlar boyunca rastgele hareket eder. Brown hareketi,
nanometre ile milimetre aralifindaki ilag¢ parcaciklarinin iletilmesi i¢in énemli bir
olgudur (Tangboriboon, 2018). Erozyon mekanizmasi, ilag¢ tasiyict matrisin (O6rn.
polimer) enzimatik reaksiyon veya hidroliz yoluyla fiziksel ¢oziinmesine
dayanmaktadir. Cozlinme siirecinin sekline gore erozyon mekanizmalar1 yigin ve
yiizey erozyonu olarak iki alt kategoriye ayrilabilir. Toplu erozyon matris boyunca
homojen bir sekilde meydana gelirken, yiizey erozyonu yalnizca matris yiizeyinde
meydana gelir (Kohrs vd., 2019). Diger bir mekanizma ise sismedir. Bu mekanizma,
ilag tastyic1 matrisin sivi (6rn. su) ile sismesi yoluyla ila¢ molekiillerinin gegebilecegi
kanallarin olusmasina dayanir (Moffatt ve Donnelly, 2021). Genel itibariyle DDS' ler
bu salinim mekanizmalariyla tiretilmektedir, ancak yeni ila¢ dagitim sistemlerinde ilag
salinim mekanizmalarini desteklemek i¢in manyetik alan veya ultrason dalgalar1 da
kullanilmaktadir (Bok vd., 2020; J. F. Liu vd., 2019). DDS' nin hedef bolgeye yeterli
miktarda ilag iletmesi ve ardindan terapétik bir yanit iiretmesi beklenir. Ek olarak,
DDS' nin yan etkilere neden olmadan uzun vadeli bir terapdtik aralikta ¢alismasi

gerekir.

Geleneksel dagitim sistemlerinin ana dezavantaji, kisa araliklarla tekrarlanan
uygulama ihtiyacidir ve bu durum yan etkilere neden olabilir (Adepu ve Ramakrishna,
2021). Siirekli salim sistemlerinde ilacin sistemden salinma hizi 6nceden belirlenen

bir sabittir. Geleneksel muadilleriyle karsilastirildiginda bu sistemler, ilag



molekiillerinin uzun siireler boyunca yavagga salinmasina izin vererek plazma
konsantrasyonlarint terapotik aralikta tutmaktadir. Bu sistemler hasta uyumunu

arttirmada ve ilag yan etkilerini 6nlemede fayda saglamaktadir.

1.2.2. Deri ve Ila¢ Gegirgenligi

Bir TDD sisteminin etkili olabilmesi i¢in ilacin cilt katmanlarindan uygulama
stiresi boyunca sabit bir hizla ve stirekli olarak gegerek sistemik dolasima veya hedef
bolgeye ulasmasi gerekir. ilag dogrudan cilde uygulandig1 icin absorbsiyon meydana
gelir (Erkus, 2023). Sekil 1.2' de sematik olarak gosterildigi lizere ilacin deriye niifuz
etmesinin iki olas1 yolu vardir. Bunlar transepidermal yol ve transappendageal yoldur
(Alkilani vd., 2015). TD yol ile alinan ilaglar kan dolagimina ulasir ve derinin SC
tabakasi, transepidermal alan veya transapendiks yoluyla sistemik girer. Ilag difiizyonu
transepidermal yolu izlemesi durumunda hiicre i¢i (transseliiler) ve hiicreler arasi

(interseliiler) olmak tizere iki yolu takip eder (Erkus, 2023).
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Sekil 1. 2: Tlaglarin insan derisine niifuz etme yollar1(Shahzad vd., 2015)



Transseliiler yolda ilaglar absorbsiyon sirasinda SC hiicrelerinden geger. SC
hiicre zarlarindaki lipit kompleksleri hidrofobik oldugundan bu yol, hidrofobik ilaglar
i¢in daha uygundur. Uygun biiyiikliikteki hidrofilik ilaglar transeliiler yoldan kolayca
gecerken, lipofilik ilaglar genellikle interseliiler yolu kullanir. Interseliiler yolda
ilaglarin, SC’ de bulunan keratinositlerin hiicreler arasi boslugunun lipit matrisi
boyunca yayilmasi gerekir. Hidrofilik ilaglar ve kiigiik molekiiller bu yolla dermisteki
kilcal kan damarlarina tasinir. ilaglarin intersiiler yol ile tasinmasinda hem lipit tabaka

hem de sulu ortamda ¢oziiniirliik saglamasi sebebiyle daha baskin goriilmektedir.
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IKINCi BOLUM

2. TRANSDERMAL URETIM YONTEMLERI

TD dagitim {irlinleri ve yara iyilestirme malzemeleri, yararli etkileri,
biyouyumlulugu, biyolojik olarak parcalanabilirligi ve maliyet etkinligini artirmak igin
stirekli olarak gelistirilmekte ve iyilestirilmektedir. TD ila¢ dagitim sistemleri,
farmasotik teknoloji alaninda dikkat ¢eken arastirma konusu haline gelmistir ve
kiiresel pazarda en yaygin olarak gelistirilen farmasotik triinlerden biridir. Birinci
nesil TD firtinlerin gelistirilmesinde kullanilan ¢esitli TD gelistirme yoOntemleri
bulunmaktadir. Bu yoOntemler arasinda ilag/arag etkilesimleri, kesecikler ve
parcaciklar, SC modifikasyonu, enerji manipiilasyon yontemleri ve SC bypass

teknikleri yer alir (Ramadon vd., 2022).

SC aktif ara baglanti yontemlerinin, 6zellikle de mikroigne teknolojisinin
uygun sekilde tasarlanmast ve uygulanmasi yoluyla, TD dagitim sistemlerinin hem
diisiik molekiil agirlikli hem de yiiksek iletim sagladigi goriilmektedir. Mikroigne
teknolojisi platformunun, intradermal ilag/biyolojik dagitim ve terapétik ilag izleme
firsatlar1 sunarak diger TD sistemlerden daha ¢ok yonlii oldugu kanitlanmistir. Bunlar,
mikroignelerin TD dagitim sistemlerinin gelistirilmesi icin potansiyel bir strateji

olusturdugunu gostermistir (Ramadon vd., 2022).

2.1. MIKROIGNELER (MiKRON BOYUTLU IGNELEME SISTEMI)

Mikroigneler (MN’ ler), kii¢clik bir yama tizerinde diizenlenmis, boyutlari
birkag ila birka¢ yiiz mikron arasinda degisen igne siralarindan olusur (Haj-Ahmad
vd., 2015; Waghule vd., 2019). Kiigiik boyutlari, kontrol edilebilir uygulamalar1 ve
cesitli malzemelerle kullanilabilmeleri nedeniyle bir¢ok avantaja sahiptir. MN’ ler
araciligiyla ilaglar, SC' den direkt olarak sistemik olarak iletilebilir (Mdanda vd.,

2021). ila¢ dogrudan kilcal damarlara ve lenfatik damarlara gittigi icin ilacin etkileri
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daha hizli gdzlemlenir ve MN’ leme formiilii ayarlanarak ila¢ dozaj1 kontrol edilebilir

(Aldawood vd., 2021; J. H. Jung ve Jin, 2021).

Aktif maddelerin deri yoluyla verilmesi i¢in en yaygm yontemler topikal
kremler ve hipodermdik ignelerdir. Bu yontemlerin bazi dezavantajlari, kullanim
sirasinda olusan agri nedeniyle hipodermdik ignelerin hastalar tarafindan kabul
edilmek istenmemesi ve topikal kremlerin biyoyararliliginin diisiik olmasidir
(Samanci, 2021). Nano tastyicilar iceren topikal kremler, TD yamalar ve MN’ ler gibi
cesitli topikal veya TD sistemler hakkinda cilt bariyer engelinin asilmasi i¢in ¢esitli
aragtirmalar yapilmistir (Gupta vd., 2012; Prausnitz ve Langer, 2008). Bu
aragtirmalarla birlikte TD sistemler hakkinda elde edilen bulgular artmistir. Belirli TD

sistemlerin karsilastirilmasi Tablo 2.1°de verilmistir.

Tablo 2. 1: Topikal krem, Transdermal yama, hipodermik igne ve
mikroignelerin karsilastiriimasi(Waghule vd., 2019)

) Transdermal | Hipodermdik
Topikal Krem . Mikroigne
Yama Igne
Mikron
Ucunda kiigiik
_ boyutunda
Krem/merhem/ | Cilt tizerine bir agiklik _ .
ignelerin
yapistirtlacak | bulunan
Emiilsiyon/ L kiigtik bir
Tanim yapigkan keskin bir uca
Emiiljel . .. | yamanin
J yama sahip ince, i¢i ‘
ylizeyine
bos tiip
hizalanmasi
Etki baslangic1 | Yavas Yavas Hizli Hizli
Agn Agr1 yok Agr1 yok Agrili Agr1 yok
Biyoyararlanim
Zayif Yeterli degil | Yeterli Yeterli
(Biyoelverislilik)

12




Hasta uyumu Daha az Daha iyi Daha az Daha iyi
Kendiliginden
Uygulama Olabilir Olabilir Olamaz Olabilir
. SC bypass
Ilag SC o
L edilip ilag
bariyerini
dogrudan
gegmek -
) . epidermise
Cilt zorunda Ilag dogrudan
) . ) veya
Mekanizma gozeneklerinden | oldugundan dermise )
dermise
penetrasyon biiylik yerlestirilir L
iletilir,
molekiillerin
_ boylece
difiizyonu _ )
gecirgenlik
zayiftir
arttirilir

Topikal krem, TD yama, hipoerdemik igne ve MN’ ler ile aktif maddelerin

uygulanmasi Sekil 2.1°de gosterilmektedir.

Hipodermik igne

Topikal Krem Mikro igne Transdermal yama

O 44— Stratum Comeum

— Epidermis

Dermis

Adgn reseptorieri

Sekil 2. 1: Topikal krem, hipodermik igne, mikroigne ve transdermal
yamalarin karsilastirilmasi(Samanci, 2021)
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MN’ li ilag dagitim sistemi, ilaglart igneler araciliiyla dolagim sistemine ileten
bir ilag dagitim sistemidir (Jeong vd., 2021). MN”’ ler, fiziksel penetrasyonu artiran
uygulamalardan biridir. Polimer ve malzeme bilimindeki ilerlemeler, {iiretim
yontemlerindeki teknolojik yenilikler ve nanoteknoloji ve miihendislikteki gelismeler,
MN” lerin TDD sistemleri olarak kullanimina yonelik aragtirmalar1 yogunlagtirmistir
(H. A. E. Benson vd., 2019). igne yiikseklikleri 25 ila 2000 pm arasinda degisir ve
kiiciik bir yama iizerine yerlestirilen mikron boyutlu ignelerden olusur. Ciltte
mikrokanallar olusturarak agri, kanama veya enfeksiyona neden olmadan epidermal
katmanlara niifuz edecek sekilde tasarlanmistir (Ahmed Saeed AL-Japairai vd., 2020;
Aldawood vd., 2021). Bu mikro kanallar molekiiler boyutlardan ¢ok daha biiyiiktiir
(Donnelly  vd., 2010). Boylece mikromolekiillerin, makromolekiillerin,
nano/mikropartikiillerin, kozmetik {riinlerin ve baz1i durumlarda supramolekiiler
komplekslerin tasinmast miimkiin olabilmektedir (Mdanda vd., 2021; Prausnitz,
2004). MN” ler yiiksek ilag biyoyararlanimina sahiptir ve diger yontemlere gore daha

az invaziv ve agrisizdir.

Bu teknolojiyi gelistirmenin temel amaci, biiylik molekiillerin gegisine izin
veren SC’ yi kesintiye ugratarak gecirgenligi arttirmak, bdylece molekiil boyutundan
daha biyiik ve hipodermik igne deliginden daha kiiciik mikron O6l¢eklerinin

ilerlemesini ve bu sayede gegirgenligin artirilmasini saglamaktir (Waghule vd., 2019).

TD ila¢ dagitiminda kullanilan MN” leri iiretmenin ¢esitli yontemleri vardir.
MN” lerin iiretim yontemi, ignenin tiiriine, sekline ve malzemesine bagl olarak degisir.
MN” lerin iiretiminde en yaygin kullanilan yontemler, mikro elektromekanik sistemler,
lazer kesim, lazer ablasyon, mikro kaliplama (¢6ziicii dokiim), atomize sprey,
damlacik kaynakli hava iifleme ve katmanli imalattir (Camc1 vd., 2022; Sirbubalo vd.,
2021; Q. Yang vd., 2021). Mikrokaliplama yonteminde mikro yapimin eksik
kaliplanmas1 ve yap1 igerisinde hava kabarciklarinin olusmasi bu islemin temel
sorunlarindan biridir. Eriyik biriktirme yontemiyle (FDM) ¢alisan 3B yazicida baski1
esnasinda, 1sitya duyarli ilaglarin bozunma riski vardir, bu da bu ydntemin

uygulanabilirligini sinirlar (Camci vd., 2022).

Fotolitografi ve mikro kaliplama islemleri, polimer MN’ lerin hazirlanmasinda
kullanilan ana yontemlerdir. Fotolitografide malzemeler, 1518a tepki verirken
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katilastiricilar kullanilarak sekillendirilir. Bu amagla foto-maskeleme yonteminde
maske 151k kaynaginin Oniine yerlestirilerek istenilen bolgelerde katilagma saglanir
veya mikro lensler kullanilip 151k kirillarak koni olusturulur ve konik igneler elde
edilebilir. Ardindan lazer isinlarinin hedeflendirilmesiyle istenen sekiller meydana
gelir (Kochhar vd., 2014, 2012; Migalska vd., 2011). Mikro kaliplama isleminde
polimere eritilip dondurularak veya c¢oziiclinliin buharlastirilmasiyla kalibin sekli
verilir. Eritme yoOnteminde uzun silire sicaklifa maruz kalmanin dezavantajlari,
yapidaki gozeneklerin varligi nedeniyle diisiik mekanik direng ve ¢oziicii
buharlastirma yonteminde c¢oziicii kalintisi bu yontemin kullanimini1 siirlayan
yonlerdir (Lee vd., 2013). Mikro kaliplama teknikleri, enjeksiyon ile kaliplama ve

dokiim yontemlerini igerir.

2.1.1. Kaliba Dokiim Yontemi

Polidimetilsiloksan (PDMS) kaliba dokiim yonteminde esnekligi ve tekrar
kullanilabilirligiyle kaliplama islemine uygundur. Kalip kullanilarak yapilan iiretim,
laboratuvar testlerinin ardindan 6l¢ek biiyiitme arastirmalar ile genis dlgekli iiretime
de uygundur. Yiiksek iiretim verimliligine ulasmanin en Onemli unsuru esnek
kaliplarin tekrar tekrar kullanilabilmesidir. Kullanima hazir MN” ler genellikle PDMS
kaliplarini tiretmek icin kullanilir. Monomer ve sertlestirici madde 10:1 oraninda
kanistirilir ve karigimdaki hava kabarciklarini vakum altinda ¢ikarilir. Diiz bir yiizeye
yerlestirilen MN iizerine dokiilen PDMS, bekletme sicakligina uygun bir siire
beklenerek sertlestirilir. Esnek durumdaki PDMS, kalip olusturmak i¢in kullanilan
MN” lerden ayrilarak iiretim i¢in kullanilabilir (Q. L. Wang vd., 2016). Hazirlanan
polimer veya polimer-ilag karisimi kaliba enjekte edildikten sonra santrifiij yapilarak
kalip tamamen doldurulur ve polimer ¢6zeltisinden ¢oziicii ¢ikarilip kurutularak MN'
ler kaliptan ¢ikarilir (Bediz vd., 2014; Donnelly vd., 2011). PDMS ile galisirken
kullanilan ¢oziicii, PDMS yapisinin sismesine veya bozulmasina neden olmamalidir.
Su, etanol ve metanol gibi ¢oziiciler PDMS ile giivenle kullanilirken trietilamin

PMDS yapisinda sismeye ve bozulmaya sebep olmaktadir.

2.1.2. Enjeksiyon ile Kaliplama Yontemi
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Bagka bir kaliplama yontemi olan enjeksiyonlu kaliplamanin, MN” lerin hem
uygun maliyetli lretimini hem de arzu edilen dayanikliligini basarabildigi
gosterilmistir. Bu yontemde oncelikle MN’ ler i¢in kalip hazirlanir, bir bosluk ag¢ilir
ve uygun hassasiyetle MN’ ler olusturulur ve hazirlanan plakalarin birlestirilmesi ile
kaliplar olusturulur. MN” leri olusturan polimer 1sitilarak sivi hale getirilir ve kalib1
doldurmak {tizere enjekte edilir. Malzeme soguyup sekillendirilip katilastiktan sonra
kaliptan ¢ikarilir (Hamilton, 2010; Heckele ve Schomburg, 2004). Enjeksiyon ile
kaliplama, az miktarda yardimci malzeme ve islem basamagi gerektirdigi i¢in dikkat

¢ekici bir alternatiftir.

2.2. MIKRO EKSTRUZYON UC BOYUTLU (3B) YAZICI TEMELLI URETIM
3B (3 Boyutlu) baski teknikleri, bilgisayar yazilimi araciligiyla tasarlanan
istenen 3B nesneyi olusturmak i¢in malzemenin bir alt tabaka iizerine katman katman
biriktirilmesini iceren bir eklemeli tiretim teknigidir. Tiim 3B baski teknikleri iki temel
adimu igerir: Biri, nesnelerin bilgisayar yazilimi araciligiyla tasarlanmasi, digeri ise
nesnelerin 3B yazici araciligiyla olusturulmasidir. 3B nesnelerin tasarimi Auto CAD
(Bilgisayar Destekli Tasarim), 3B Slash, SketchUp, Fusion 360 ve Solidworks gibi
cesitli bilgisayar yazilimlari kullanilarak yapilabilmektedir. Bir sonraki adim,
olusturulan tasarimi KISSlicer, Slic3r, OctoPrint, Simplify 3B ve Cura gibi dilimleme
yazilimlarini kullanarak kesmektir. Bu 3B dilimleme yazilimi, bir 3B tasarim
dosyasin1  (STL dosyasi) bir 3B yazict tarafindan okunabilen G-koduna
doniistiirecektir. Dilimleme yazilimi; dilimlenmis nesne katman sayisi, dolgu yiizdesi,
yazict basi ile yazici platformu arasindaki baslangic ofset yiiksekligi, her katman
arasindaki bosluk, yazdirma hizi ve toplam yazdirma siiresi gibi yazdirma
parametrelerini ayarlamak i¢in kullanilir. Bu G-kodu daha sonra 3B yaziciya yiiklenir
ve yaziciin print komutuyla ¢alistirilmasiyla istenilen boyut ve sekilde bir nesne
olusturulur. Nesnelerin 3B yazicit araciligiyla biriktirilme islemi, kullanilan 3B
yazicinin tliriine gore degisiklik gosterir. 3B yazicilar temelde miirekkep piiskiirtmeli
sistem, ekstriizyon tabanli sistem ve lazer tabanli sistem olmak iizere ii¢ prensipte

¢alisir (Mohammed vd., 2021).

Ekstriizyon bazli sistemlerden biri olan FDM (Eriyik Birikim Modelleme)
teknolojisi, ilag sektoriinde en ¢ok arastirilan 3B baski teknolojisidir. FDM tabanli
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yazicilarin kullaniminin kolay olmasi ve piyasadaki diger yazicilara gore maliyetinin
daha diisiik olmas1 aragtirmacilarin bu yazicilara olan ilgisini arttirmaktadir

(Cobanoglu vd., 2021).

2.2.1. Eriyik Birikim Modelleme Yontemi (FDM)

3B baski, diisiik maliyetli ve yliksek verimli bir eklemeli isleme teknolojisidir
ve hizli prototipler olusturur ve bu teknoloji son zamanlarda MN’ ler gibi kii¢iik
yapilarin tiretimine kadar genislemistir (Economidou ve Douroumis, 2021; J. H. Jung
ve Jin, 2021). Halihazirdaki {iretim teknolojisi basit yapiya sahip bir MN’ nin tiretimi
ile stnirliyken; Yeni 3B baski teknolojisi, daha karmasik sekillere sahip MN” li yapilar
olusturabilmektedir (Erkus, 2023). Kullanilan baski teknigi, filamanli termoplastik
malzemeyi kullanan, sicakta eriyen ekstriizyon bazli bir 3B baski teknigi olan erimis

biriktirme modellemesidir (FDM) (Economidou ve Douroumis, 2021).
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Sekil 2. 2: FDM yo6ntemi ve FDM ile tiretilen mikroigneler(Sirbubalo vd.,
2021)
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Sekil 2.2 deki sekilde goriildiigii iizere bir nesnenin katmanlarini olusturmak
icin filament, yart erimis bir duruma kadar isitilir ve ardindan hareketli bir uctan
cikarilir. PVA (Polivinil alkol), PLA (Polilaktik asit), PGA (Poliglikolik asit), PCL
(Polikaprolakton), ve PLGA (Polilaktik ko-glikolik asit) gibi bazi biyomalzemeler,
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FDM substratlar1 olarak kullanilabilir (Bhatnagar vd., 2019). FDM yontemi, diisiik
maliyetli olmasiyla dikkat ¢ekmektedir. Gerekli kimyasal son islem adimlari, nihai
irlinlin kalitesinde degisikliklere yol acabilir. Bu durum, ekstriizyon bazli baskinin
¢Ozilinlirliiglinii artiran ve mikro cihazlarin tek adimda tiretilmesini miimkiin kilan daha

fazla teknolojik ilerlemeye olan ihtiyacin altin1 ¢izmektedir (Erkus, 2023).

2.3. ELEKTRO EGIRME YONTEMI

Kontrollii salim, ilag dagitim1 i¢in yeni stratejiler gelistirmede biiylik 6nem
tagimaktadir. Bilinen ila¢ dagitim sistemlerinin ¢ogu tabletler, kapsiiller graniiller vb.
dir. Bazilar1 enteral yolla uygulanirken bazilari intravendz, intraarteriyel veya
intramiiskiiler gibi parenteral yolla uygulanmaktadir. Uygulama yollar1 ve sekilleri
rahatsizlik veya agr1 gibi bazi olumsuzlara neden olmaktadir. Bu olumsuzluklar
ilaglarin dogrudan agiz bosluguna verilmesiyle ¢oziilebilir. Bu amaca ulasmak icin
nanoliflerin i¢ine aktif maddeler katilarak elektro egirme yoOntemiyle Tretilen
nanoliflerin yutulmasina veya ¢ignenmesine gerek olmadan tiikiiriik tarafindan hizla
1islanarak hastanin agzinda ¢oziilir veya parcalanir (Torres-Martinez vd., 2018).
Kontrollii ilag salim1 i¢in alternatif bir yontem olan elektro egirme yonteminde aktif
farmasotik bilesenler, elektro spinleme teknigi ile yiiklenir ve kontrollii yiizey
morfolojisine sahip ultra ince lifler (mikrodan nanometre ¢apa kadar) iiretilir. Bu lifler,
istenen polimer ¢ozeltisinde giiclii bir elektrik alan olusturularak veya polimerin iyi
bir ¢oziicliye sahip olmamasi durumunda polimerin eritilmesi ve bir elektrik alanina

maruz birakilmasiyla olusturulur (Huang vd., 2003; Villarreal-Gomez vd., 2016).

Elektro egirme teknigi Sekil 2.3 te gortildigi tizere yiiksek voltaj kaynagi,
siringa pompast ve iletken toplayict olmak iizere li¢ ana kaynaktan olugmaktadir
(Villarreal-Gomez vd., 2016). Bu teknikte ¢oziinmiis polimer ¢ozeltisi bir siringaya
doldurulur ve siringa pompasinin iizerine yerlestirilir. Iletken bir metalden yapilan
ignenin ucunda bir polimer ¢ozeltisi damlacigi belirir ve ayn1 damlaciga 5 kV ila 50
kV arasinda yiiksek bir voltaj uygulanir. Daha sonra bu damlacik elektriklenir ve
indiiklenen ytlikler ylizeye esit olarak dagitilir. Bu damlacik Taylor konisi olarak
bilinen bir nesneye dontislir. Bu koni, iletken siv1 ile yalitkan arasindaki bosluk kritik

bir voltaj1 astiginda olusur ve damlacigin kararsiz hale gelmesine ve daireselden konik
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sekle degismesine neden olur (Chou vd., 2015; J, 2007). Gerilim esigi asildiginda,
elektrik kuvveti damlanin yiizey gerilimini gecer ve ardindan elektrik alan kuvvetine
bagl olarak bir veya daha fazla jet damlanin ucundan disar1 atilir. Jet, metal bir
toplayiciya (genellikle aliiminyum gibi iletken bir toplayiciya) dogru ilerledikge,
¢oziicii buharlasir ve toplayici yiizeyinde dokunmamis bir yapi iskelesi olusur (Singh

vd., 2015; Tucker vd., 2011; Velasco Barraza vd., 2016).

Polimerlerin, 6zellikle biyolojik olarak pargalanabilen polimerlerin kullanima,
elektro egirme arastirmalarinda polimerlerin agik avantajlara sahip olmasi nedeniyle
belirgin ilgi gormiistiir. Polimerin viicut tarafindan emilmesi ve pargalanmasi
sayesinde implante edilmis bir destegin ¢ikarilmasi gibi ikinci bir cerrahi prosediire
gerek kalmamis olur. Bugiine kadar yapilan ¢alismalarda Poli(e-kaprolakton) (PCL),
polivinil alkol (PVA), polivinilpirolidon (PVP) ve kitosan gibi polimerler, doku
mithendisligi ve ila¢ dagitimi icin istenen Ozelliklere sahip lifler yapmak iizere

kapsamli bir sekilde incelenmistir (Potr¢ vd., 2015; Velasco Barraza vd., 2016).

ELEKTROEGRILMig NANOLIFLERIN
NANOLIFTER iGERiI

YUZEY KAPLAMA

PLAZMITLER

¥ PROTEYINLER

¢
425
prt

i

DOGAL MONEKILLER
GEKIRDEK
YAPIS!

STATIK ALUMINYUM
TOPLAYICI

PASLANMAZ GELIKLI IGNE

POLIMERIK GOZELTI

SIRINGA POMPASI

YUKSEK VOLTAJ SAGLAYICI

Sekil 2. 3: Elektrospinning cihazinin temel diyagrami (Villarreal-Gomez vd.,
2016)
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Son yillarda elektro egirme, DDS’ yi liretmek icin sikca arastirilan bir teknik
haline gelmistir. Elektro egirme; polimerler, seramikler ve kompozitler gibi ¢esitli
malzemelerden yiiksek yiizey alanina sahip ultra ince liflerin hazirlanmasina yonelik
bir tekniktir. Bir asirdan fazla bir siire 6nce kesfedilmis olmasina ragmen, elektro-
egirme siireci yogun bir sekilde arastirilmis ve son 20 yilda biiyiik ilerlemeler
kaydedilmistir. Teknigin avantajlar;; diisiik maliyet, kolay kullanim, c¢aplar
nanometreden birka¢ mikrometreye kadar degisen ultra ince lifleri iiretme kolayhigi,
morfolojinin kontrolii ve kullanilabilecek malzemelerin ¢ok yonliiliigli olarak

bilinmektedir (Martinez-Pérez, 2020).

2.4. COZUCU DOKUM YONTEMI

Coziicii dokiim yontemi ve kaliplama, polimerik MN' lerin {iretilmesi i¢in en
yaygin tekniktir. Sekilde gosterildigi gibi enjeksiyon kaliplama, sicak kabartma veya
mikro kaliplama yoluyla yapilir. Sekil 2.4’te gosterildigi gibi enjeksiyon kaliplama,
sicak kabartma veya mikro kaliplama yoluyla yapilir (Erkus, 2023).

POLIMER ENJEKSIYONU BASING VE SICAKLIK POLIMER ENJEKSIYONU
KAPLAMALAR

e

MiKRO KALIP

- VAKUM
SANTRIFUJLEME UYGULAMASI

s

y

i POLIMER ENJEKSIYONU DI KATMAN
@ MIKROKALIPLAMA b KALIPLAMA ¢ SICAK GOFRAJ d KALIPLAMA

Sekil 2. 4: Polimer MN' lerin hazirlanmasinda kullanilan gesitli dokiim ve
kaliplama teknikleri(Bhatnagar vd., 2019)

Coziici dokiim yontemi tipik olarak elde edilmesi amaglanan nihai MN
yapisina karsilik gelen bosluklardan olusan bir ana kalip icerir (Bhatnagar vd., 2019).
Bu kaliplar ¢esitli malzemelerden yapilabilir ancak en yaygin olarak
Polidimetilsiloksan (PDMS)' dan yapilir. Seffafligi, sertlesme siiresinin kisa olmasi,

esnekligi ve ikincil yap1 olusumunda iyi tekrarlanabilirlik 6zelligi sunmasi1 nedeniyle
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PDMS yaygin olarak kullanilmaktadir (Erkus, 2023). Bu teknikte sivi bir polimer
¢Ozeltisini bir kaliba esit sekilde akitmak ve hava bosluklarini ortadan kaldirmak icin
birden fazla yaklasim kullanir (Gittard vd., 2009). Hava bosluklarinin ¢ikarilmasi, bir
vakum veya santrifiij kullanilarak, ardindan firinda kurutma ve kaliptan ¢ikarma islemi
yapilarak kolaylikla gerceklestirilebilir. Pektinden PVA’ ya ve PVP' ye kadar cesitli
polimerik MN’ ler kaliplama yoluyla iretilebilmektedir (Dharadhar vd., 2019;
Nagarkar vd., 2020).

2.5. FRANZ DIFUZYON HUCRESI VE DERI GECIRGENLIGI
ARASTIRMALARI UZERINE ETKISI

TDD, yan etkilere neden olabilecek sistemik dolagima darbe penetrasyonu
olmadan istikrarl ila¢ dagitimi saglar. Ilaglarm TD uygulamasi, ilag uygulamanin en
etkin yollardan biridir (Kajbafvala ve Salabat, 2022). Giiniimiizde TD yolla uygulanan
bir¢ok ila¢ bulunmaktadir. Uzmanlar, gesitli cilt durumlarini tedavi etmek ve derinin
gecirgenligini ve ila¢ emilimini artirmak amaciyla ¢ok cesitli yontemler kullanir. in
vitro ve ex vivo cilt gecirgenligini arastirmak i¢in Franz difiizyon hiicre aparat1 yaygin
olarak kullanilmaktadir. Franz diflizyon hiicreleri oncelikle jeller, kremler,
mikroemiilsiyonlar, TD yamalar ve kremler gibi cilde uygulanan bircok
formiilasyonun ex vivo cilt penetrasyonunu ve in vitro ila¢ saliniminmi 6lgmek i¢in
kullanilir. Franz difiizyon hiicreleri temelde dondr ve reseptor bolmesi olmak iizere iki
bolmeden olusur. Reseptor bolmesi ¢dziinme ortamini, dondr kismi aktif farmasotik

bilesenler igeren formiilasyonu igerir (Lafarge vd., 2022; Suo vd., 2022).

2.5.1. Cilt Gegirgenligini Degistiren Unsurlar

Formiilasyondan ilacin salinmasi ve canli deri katmanlarina niifuz etme
yetenegi, ilag, ara¢ ve deri arasindaki etkilesime baghdir. Cilde uygulanan bir ilagtan
aktif maddenin veya ilacin sistemik dolasima salinmasi i¢in birtakim adimlar
gereklidir. Bu adimlar, ilacin formiilasyondan salinmasi; ilacin SC tabakasina
boliinmesi, ilacin SC tabakasina diflizyonu, ilacin SC tabakasindan canli epidermis
tabakalarina boliinmesi ve ilacin canli epidermis katmanlar1 boyunca difiizyonu olarak
ilerlenmektedir. Cilde verilmek iizere aktif bir farmasdtik bilesenin (API) se¢ilmesi,

fizikokimyasal 6zellikler, farmakokinetik ve ilag-membran etkilesimleri dahil olmak
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tizere ¢cok sayida parametrenin dikkate alinmasini gerektirir. B6lme katsayis1 yiiksek
fakat kararli olmasi, optimum konsantrasyon gradyani elde etmek ve cilt iizerindeki
difiizyon kuvvetini arttirmak ic¢in su ve yaglarda ¢oziiniirliik ve uygun ¢oziiniirliige
bagli 200 °C' den diisiik erime noktasina sahip olmasi gibi fizikokimyasal 6zellikler,
ilacin deriden etkili bir sekilde gegebildigini gosterir (Delgado-Charro ve Guy, 2014;
Kalia ve Guy, 2001). Ayrica artan hidrasyonla da daha iyi gecirgenlik elde

edilmektedir.

2.5.2. Franz Difiizyon Hiicresi

Difiizyon hiicresi esas olarak trlinlerin gecirgenligini ve stabilitesini
degerlendirmek i¢in kullanilir (Yu vd., 2022). Yeni formiilasyonlarin tasarlanmasi ve
gelistirilmesinin yanm1 sira toksisite testleri ve kalite kontrolii i¢in de fayda
gostermektedir (Levintova vd., 2011; Pineau vd., 2012). Cogu durumda Franz
difiizyon hiicreleri, cerrahi olarak ¢ikarilan insan veya hayvan derisi kullanilarak
uygulanir. Sentetik membranlar ise biyolojik derinin kolayca erisilemedigi yerlerde
kullanilir. insan derisi eksplantlarinin dermatomuyla cilt gegirgenliginin incelenmesi,
transdermal cihazlar yoluyla ilag dagitimini degerlendirmede altin standart olarak
kabul edilir. Hemin vivo hem dein vitro prosediirler, ilacin ne kadarmin cilt

ylizeyinden gecebilecegini belirler.

Franz difiizyon hiicre sistemi Sekil 2.5° te gosterildigi tlizere ikiye
ayrilmaktadir. Yan yana hiicreler olarak da bilinen dikey hiicreler, sabit hacimli bir
alict bolmesine, bir sicaklik kontrol sistemine, sivi drneklemesi i¢in bir baglanti
noktasina ve bir sicaklik izleme sistemine sahiptir. Bu Franz hiicreleri yukaridan
acildig icin Ol¢iimler hava basincina dayalidir. Ancak cogu hiicre iistten tistten
kapalidir, bu da daha yiiksek basing ve daha yiiksek gecirgenlik seviyelerine isaret eder
(Kumar vd., 2023).
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DONOR KISIM DONOR HAZNE

~————— MEMBRAN

NUMUNE ALMA PORTU

ISITICI / SIRKULATOR i

-
SU HUCRESI

RESEPTOR KISIM )
MANYATIK KARISTIRMA CUBUGU

Sekil 2. 5: Franz Difiizyon hiicresinin temsili diyagrami(Kumar vd., 2023)

Bununla birlikte, akis hiicreleri, alici ortamin sabit bir akisina sahiptir, bu da
reseptor odasinda tilirbiilans yaratir ve karistirmayi taklit eder. Akis hiicreleri, sabit bir
hacme, kontrollii bir sicaklia ve esnek bir akis hizina sahip bir reseptdr odasina
sahiptir (Laszl6 vd., 2022). Franz difiizyon hiicresinin bilesenlerinden biri, yar1 kati
veya cilde uygulanan formiilasyonu igeren dondr bdlmesi ve ¢oziinme ortamini igeren
reseptor bolmesidir. Membran bir bariyer ortami gorevi gorlir ve alici ve verici
bolmeleri arasina yerlestirilir. Numuneler, belirlenen araliktan sonra numune alma
baglantis1 iizerinden alinir. Islem boyunca sicaklifi korumak igin bir su ceketi
kullanilir ve dagilmis ilac1 esit bir sekilde karistirmak iizere ¢dziinme ortamini
dondiirmek i¢in bir karistirma ¢ubugu kullanilmaktadir (S. Yang vd., 2012). Franz
difiizyon hiicreleri, in vitro ila¢ salinimini tahmin etmek i¢in kullanilir. Alict ve donor
bolmeleri arasina bariyer gorevi gérmesi i¢cin membran veya seliiloz asetat membran
gibi bir deri &rnegi yerlestirilir. {lag salim miktari, gelistirilen HPLC veya UV

yontemleri kullanilarak degerlendirilir.

Membran teknolojisi; Geleneksel ayirma yontemlerine goére ekonomik olmasi
ve uygulama kolaylig1 nedeniyle son yillarda ayirma islemlerinde yaygin olarak

popiilerlik kazanmigtir (Tang vd., 2017). Membran iiretiminde temel amag, yeterli
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mekanik dayanima sahip, yiiksek segicilikle yiiksek filtrasyon saglayabilen bir
malzeme olusturmaktir. Kiigiik gozenekli membranlar kullanilarak yiiksek derecede
secicilik elde edilebilmekte ve dolayisiyla bu tiir membranlarda diisiik gecirgenlik
gozlenmektedir. Gegirgenlik gozeneklilik arttikca artar (Stephenson vd., 2007).
Membranin ¢alisma sistemi temel olarak filtrasyon sirasinda ¢ozeltinin konsantre ve
filtrata bolinmesi ve filtrasyonun sonunda konsantrenin tutularak siizlintiiniin
membrandan ge¢mesine izin verilmesi seklinde ifade edilebilir (Gzara ve Dhahbi,
2001; Judd, 2017). Halihazirda polimerler membran iiretiminde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu polimeri igeren membranlarin 6zellikleri bu amagla kolaylikla

gelistirilebilir (Mokhtar vd., 2018).

24



UCUNCU BOLUM

3. MALZEME VE YONTEM
3.1. MALZEMELER

3.1.1. Sodyum Hiyaliironat

Dogal olarak olusan hiyaliironik asitler, hiicre dis1 matrisin bir pargasi olarak

canli organizmalarda evrensel olarak bulunur. Hiyalironik asit (HyA), N-asetil-

Dglukozaminin glukuronik asit ile baglanmasiyla olusan dogal glikozaminoglikandir

ve bu ekstraseliiler matriks bilesenlerinden biridir ve onarim déneminde morfogenez

sirasinda hiicre gociinii kolaylastirir. Ekstraseliiler matriks (ECM), HyA bakimindan

zengindir ve yara iyilesmesi boyunca, 6zellikle de yara iyilesmesinin ilk evresinde

biiyiik miktarlarda tretilir. HyA bazal laminada sentezlenir ve ekzositoz yoluyla

salmir. Yara iyilesmesi sirasinda biiyilkk miktarlarda {iretilerek hiicre gociini

kolaylastirir.  Yeni hiicre olusumunu ve hareketliligini silirdirmek icin HyA

bakimindan zengin bir ortam gereklidir.

OH

Sekil 3. 1: Hiyaliironik Asit

OH

Sodyum hiyaliironat olarak da bilinen HyA (CAS no. 9067-32-7), HyA’ nin

sodyum tuzudur. HyA sodyum tuzu, HyA’nin ¢6ziinebilir formudur. HyA suda yavas
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ama tamamen c¢ozlinerek berraktan hafif opalesana renksiz ve oldukg¢a viskoz bir

¢Ozelti verir.

HyA formlar1 uzun yillar boyunca eklem i¢i enjeksiyonlarda ve katarakt
ameliyat1 gibi oftalmolojik prosediirlerde kullanilmistir. Daha yakin zamanlarda,
dermal dolgu maddeleri ve sekillendirme ajanlart olarak 6nemli hale gelmislerdir.
HyA dolgu maddeleri miikemmel bir giivenlik profiline sahiptir, doz smir1 yoktur.
Iyilesme siirecini artirmak i¢in HyA ile hazirlanan basta g6z damlalar1 olmak iizere
bircok ticari formiilasyon bulunmaktadir. Klinik ¢aligsmalar, iirtin etiketleri ve klinik
deneyimlere gore, sonuglar doza bagli olmadigindan sabit bir doz doniisiim orani
yoktur. Kolajen, jelatin, fibrin, aljinik asit ve kitosan gibi biyouyumlu dogal polimerler
arasinda HyA, immiinojenite ve asir1 duyarlilik riskini azaltan ve kontrol edilebilir
mekanik ve bozunma 6zelliklerine sahip dogal olarak tiiretilmis bir malzeme olarak
kabul edilmektedir. HyA’ nin biyolojik olarak hareketsiz ve alerjik olmadigi ve

implantasyondan Once alerji testi gerektirmedigi bildirilmektedir.

Dermal ogmentasyon igin 6zel olarak iiretilen HyA jellerinden ikisi farkli
kaynaklardandir. Kaynaklardan biri horoz taraklarindan elde edilen, yiiksek molekiiler
agirliga sahip ancak daha diisiik konsantrasyonludur. Diger kaynak ise bakteriyel
fermantasyon olup daha diisiik molekiiler agirliga ve daha viskoz bir egilime sahiptir.
Kozmetikte kullanilan tek HyA kaynaklar1 bakteriyel fermantasyon ve horoz taragidir
ve molekiiler agirliklar: 5 ila 1800 kD arasindadir. 0,1'lik HyA kuru gbzlerde terapotik
fayda saglar, bunun nedeni HyA’ nin konjonktival kesede uzun siire kalmas1 ve kornea
ile uzun siireli temasidir. Ayrica glokom ve diger goz cerrahisi tekniklerinde de

kullanilmasi1 6nerilmistir.

HyA insanlarda ¢esitli calismalarda kullanilmistir. Avena rhealba extract® ve
HyA'nin cilt epitelizasyon potansiyeli, erbiyum-YAG lazer ile cilt lezyonlarinin
olusturuldugu kiiclik bir goniillii 6rnekleminde gosterilmistir. HyA'min farkli jel
formiilasyonlari, yanik hastalarinda ve inatci iilserlerin tedavisinde kullanilmastir.
Dort iist ekstremite derin yara vakasi, bakteriyel fermente HyA tuzu (%0,2 wiw) ile
tedavi edilmistir. Yara iyilesmesinin yani sira, bu tedavi tatmin edici estetik sonuglara

ve etkilenen uzuv islevselliginin optimum diizeyde iyilesmesine yol agmustir.
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Bu tez caligmasi kapsaminda iiretilen TD yara Ortiisii, mikropartikiillerin
(4mg/TD) tabanini olusturmak icin HyA sodyum tuzu igerir. HyA, avokado yagi
kombinasyonu ile Glutatyon barindiran mikropartikiillerin yapisin1 olusturur.
Kullanilan HyA sodyum tuzu Streptococcus Zooepidemicus Equi bakterisinin
fermantasyonundan elde edilir. Uretim siireci ISO 9001:2008 sertifikali bir kalite

yonetim sistemi kapsamindadir.

3.1.2. Glutatyon

Glutatyon (GSH), canli organizmalarda en bol bulunan antioksidanlardan
biridir (Sayed, 2012). GSH insanlarda (Leeuwenburgh ve Ji, 1998), hayvanlarda
(Laganiere ve Yu, 1989), bitkilerde (Burk vd., 2001) mantar (B. Pradhan vd., 2021) ve
bakteri gibi mikrobiyal hiicrelerde biyosentezlenir (H. S. Jung vd., 2012; P. Pradhan
vd., 2020; Tripathy ve Pradhan, 2019). GSH'min kimyasal adi -l-glutamil-I-
sisteinilglisindir ve yapist Sekil 3.2 deki gibidir. Bu biyolojik tripeptid, DNA sentezi
(Eteshola vd., 2020), protein sentezi (Nauser vd., 2005), hiicre gibi gesitli fizyolojik
slireglerde hayati roller oynar. Membran stabilizasyonu (Pittman vd., 2005; Tamer vd.,
2020), aminoasit nakli (Ribas vd., 2014) ve ksenobiyotik detoksifikasyon (Balabanova
vd., 2018) gorevleri vardir. GSH, sistein kismindaki tiyol grubunun indirgenmesi ve
oksitlenmis disiilfid formunun (GSSG) olusumu yoluyla bir elektron dondrii gorevi
gortir (Moreno-Sanchez vd., 2018; Schmitt vd., 2015). Bundan sonra, GSH rediiktaz
enzimi, bir kofaktor olarak nikotinamid adenin diniikleotit fosfat hidrojeni (NADPH)
kullanarak GSSG'yi tekrar GSH'ye dontistiiriir. Bu nedenle, GSH/GSSG'nin molar
orani, hiicresel oksidatif stresin dnemli bir gostergesidir. Diisiik GSH/GSSG orani,
katarakt, kanser, parkinsonizm, diyabet, bobrek yetmezligi, pndmoni, Alzheimer
hastalig1, kursun toksisitesi, kistik fibroz, distrofik cilt fibroblastlari, ndrodejeneratif
bozukluklar, insan immiin yetmezlik virlisii enfeksiyonlar1 gibi bir dizi insan
bozuklugunda 6nemli bir biyobelirtegtir (Aoyama vd., 2008; Lu, 2009; Sanchez-
Rodriguez ve Mendoza-Nufiez, 2019). (GSH kristal toz formunda bulunmaktadir.
Hidrojel igerisinde onceden ¢oziindiiriiliip formiile edileceginden kullanilacak GSH
partikiil boyutu 6nem arz etmektedir). Bu tezde kullanim amaci yara iizerindeki
oksidasyonu engelleyen ve yara iyilesmesini hizlandiran bir biyoaktif ter&patik
antioksidan ajan olarak kullanilacaktir.
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Sekil 3. 2: Glutatyon molekiiliiniin kimyasal yapis1

Doku miihendisligi uygulamalarinda doku zedelenmesi ve yaralanmalarinda
antioksidan mekanizmalar ile serbest radikal olusumu arasinda bir dengesizlik oldugu
bildirilmistir. Glikoz ve glikozile proteinlerin oto-oksidasyonunun varliginda devam
eden hiperglisemi, savunma mekanizmalarinda bir azalma ile reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) artmasina neden olur. ROS, basta mitokondride olmak iizere hiicresel
metabolizma tarafindan fiiretilir. Uretimleri hiicrenin antioksidan kapasitesini
astiginda, lipitler, proteinler ve DNA gibi makromolekiiller zarar gorebilir. Ciltte agiri
ROS iiretiminin iyilesmeyen yaralara 6nemli bir katkida bulunduguna inanilmaktadir.
Stiperoksit anyonu, hidrojen peroksit ve singlet oksijen gibi ROS' lar da bir¢ok

durumda kritik bir rol oynamaktadir.

Antioksidanlar, diisiik konsantrasyonlarda bulunduklarinda ilgili maddelerin
oksidasyonunu onemli Olclide geciktiren veya engelleyen maddeler olarak
tanimlanmaktadir. Genel olarak, antioksidanlar zincir kirma reaksiyonlari, ROS
konsantrasyonunu azaltarak, baslatict radikalleri temizleyerek ve gecis metal
katalizorlerini uzaklastirarak etki ederler. Antioksidanlar, doku rejenerasyonu
stirecinde olusan oksijen radikallerini inhibe ederek yara bolgesini serbest radikal
hasarlarina karsi korur ve bdylece cildin onarimina yardimci olur. Bu serbest
radikallerin aktivitesini kontrol etme ihtiyact nedeniyle, GSH serbest radikal hasarina
kars1 gii¢lii bir antioksidan olarak secilmistir. GSH, proteaz enzimlerinden koruyarak,
fibroblastlarin  fonksiyonlarin1 ve kolajen sentezini artirarak dermiste hiicre

cogalmasini uyarir (Averill-Bates, 2023).
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3.1.3. Avokado Yag

Fosfolipitler; gliserol, iki yag asidi ve bir fosfat grubu iceren dogal olarak
olusan kompleks lipitlerdir. Fosfolipitler ayn1 zamanda lipit ¢ift tabakalar1 olusturma
yetenekleri sayesinde tiim hiicre zarlarinin 6nemli bir bilesenidirler. Fosfolipit, gida
endistrisinde dogal yiizey aktif maddelerin kullanimina artan ilginin yani sira ara
ylizey Ozellikleri nedeniyle yiiksek bir katma degere sahiptir. Fosfolipitler veya
gliserofosfolipitler fosfatin bulundugu triasilgliserollerin modifikasyonlaridir (Bai vd.,
2016; Nelson ve Cox, 2014). Fosfolipitlerin yaygin kaynaklari yumurta ve soya
fasulyesinin yani sira siit, ay¢icegi ¢cekirdegi ve kolza tohumudur. Avokado posast lipit
fraksiyonu, fosfolipitler gibi polar lipitler agisindan zengindir. Avokadoda bulunan
baz1 fosfolipitler; fosfatidilkolin (PC), lisofosfatidilkolin (LPC), fosfatidiletanolamin
(PE), fosfatidilinositol (PI), fosfatidik asit (PA) ve fosfatidilgliseroldiir (PG)
(Takenaga vd., 2008). Avokado yagi (Persea americana) (AVO) temel olarak yag
asitlerinden olusur ve ana bileseni oleik asittir (Qin ve Zhong, 2016). Bilesiminde
karotenoitler, tokoferoller, steroller ve klorofiller de bulunmaktadir. AVO’ nun cilde

iliskin antioksidan, yaglanma karsiti, iltihap 6nleyici ve iyilestirici 6zellikleri vardir.

AVO, cilde sagladig1 faydalar agisindan oldukg¢a avantajlara sahiptir. Bununla
birlikte rafine AVO, cilt formiilasyonlarinda en ¢ok kullanilan yagdir. Giin 15181na ve
termal 1stya maruz kalan ham AVO bilesenleri, cilt 6zelliklerini tehlikeye sokan
bozulmaya maruz kalmaktadir. Rafinasyon isleminde klorofiller uzaklastirilarak 1sikla
oksidasyona daha az duyarl rafine AVO elde edilir. [lag dagitim sistemleri yaygin

olarak kozmetik ve farmasotik tasiyicilar olarak tanimlanmaktadir.

Hiicresel membranin ana bilesenleri olarak fosfolipitler miikemmel
biyouyumluluga sahiptir. Ayrica fosfolipitler amfifilik yapilariyla da {nliidiir.
Emiilsifikasyon, solubilizasyon, nemlendirme, bariyer fonksiyonunu iyilestirme,
tahrisi azaltma, cilt gozenek boyutunu azaltma, hiicre ¢ogalmasini uyarma,
dagitma/islatma  ajanlari,  aktif  penetrasyonu  artirma, sa¢  bakimi,

kapsiilleme/liposomal aktif dagitim sistemleri olarak kullanilirlar.

Piyasadaki topikal cilt sagligi uygulamalarina yonelik cesitli terapotik ve

kozmetik formiilasyonlar, en yaygin olarak fosfatidilkolin (lesitin) olmak iizere
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fosfolipitler igerir. Fosfolipitlerin kikirdak yiizeylerinde c¢ok katmanli yapilar
olusturdugu bildirilmistir. Eklemlerde bulunan fosfolipitler arasinda AVO en bol
bulunan doymus fosfolipittir ve bu nedenle fosfolipitlerin biyolojik yiizey

kayganligindaki roliinli aydinlatmak i¢in arastirilacak dogal bir se¢imdir.

Dikkat ¢ekici bir sekilde, bir yaraya fosfolipit uygulandiginda, HyA iiretimini
uyardig1 bulunmustur. Bagka bir deyisle, fosfolipit tercihen epitelyal veya diger ylizey
hiicrelerinin yeniden biiyiimesi anlamina gelen yeniden epitelizasyonu kolaylastirarak

bir yarayi tedavi etmek i¢in kullanilir.

3.1.4. Jelatin

Kolajenin denatiire bir formu olan jelatin (Jel), gidalarda, ilaglarda,
kozmetiklerde ve diger iiriinlerde yaygin olarak kullanilmaktadir. Idari makamlarin
cogu tarafindan gida maddesi olarak siiflandirilmis ve FDA' dan GRAS statiisii
almistir. Temelde %85 protein, %13 su ve %2 mineralden olusan dogal bir protein
gidasidir. Jel genellikle gida endiistrisinde jellestirici, stabilizatdr ve/veya emiilgator
olarak ve gidalar1 korumak ve raf Omiirlerini uzatmak i¢in ambalaj filmlerinin ve
kaplamalarin formiilasyonunda Kullanilir. Su anda gida i¢in kullanilan ve ilag
endistrisi tarafindan kullanilan Jel neredeyse sadece hayvansal iirlinlerden elde
edilmektedir. Jel, hayvan deri ve kemiklerinde bulunan Tip 1 kolajenin kismi hidrolizi
yoluyla elde edilir. Jel iretimi i¢in kullanilan kolajen farkli kaynaklardan elde
edilebilir, bunlar arasinda si8ir ve domuz jelatinleri daha yaygin olarak
kullanilmaktadir. Kolajen ¢ogu proteaza karsi direnglidir ve enzim hidrolizi i¢in 6zel
kolajenazlar gerektirir. Jel ise cogu proteaza kars1 hassastir, ancak bu proteazlar jeli 20

amino asitten daha az amino asit iceren peptitlere ayirmaz.

[laglardaki jelatin oral, topikal veya parenteral yolla veya uygulama yerinde
daha uzun siire kalabilen implante edilebilir tibbi cihazlar olarak uygulanabilir.
Yiiksek standartlar uygulanmakta ve jelatinin parenteral veya oftalmik uygulama icin
giivenligi belirlenmektedir. Topikal olarak giivenli kabul edilir, doz i¢in bir sinir

yoktur.

Jel, 1970' lerden itibaren doku miihendisligi ve son yillarda yara Ortiileri veya

diger biyomalzemelere gomiilii mikro tasiyici olarak biyomalzeme olarak daha yakin
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zamanda kullanilmistir. Jel’ler, slingerler ve dokuma aglar seklinde in vivo doku
mihendisligi icin iskele olarak kullanilan kolajen/jelatin bazli biyomalzeme, doku

rejenerasyonunun tamamlanmasinin ardindan viicutta emilerek yok olur.

3.1.5. Kolajen

Kolajen (KOL) ve Jel, mikemmel biyouyumluluklari ve kolay
biyobozunurluklar1 nedeniyle gida, ila¢ ve kozmetik endiistrilerinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Cok sayida ¢alisma KOL, Jel ve bunlarin hidrolize peptitlerinin
biyoaktivitelerini ve biyolojik etkilerini arastirmistir. Bir protein kaynagi olarak
yerlesik besin degerlerine ek olarak, KOL ve KOL tiirevi iiriinler, alimdan sonra hiicre
dis1 matristeki hiicreler lizerinde ¢esitli potansiyel biyolojik aktiviteler gosterir ve bu,
diyet takviyeleri ve farmasotik ilaglardaki uygulamalarini hakli ¢ikarabilir (Ata ve
Tavman, 2019).

KOL,; kolayca izole edilebilen ve biiylik miktarlarda saflastirilabilen, iyi
belgelenmis yapisal, fiziksel, kimyasal ve immiinolojik oOzelliklere sahip olan,
biyolojik olarak pargalanabilen, biyouyumlu olan ve sitotoksik olmayan, hiicresel
biiylimeyi destekleme kabiliyetine sahip olan bir biyomalzemedir. Son yillarda gelisen
doku miihendisligi teknolojisi, iskele olarak KOL malzeme arastirmalarina yeni bir
ivme kazandirmistir ve Tip 1 KOL, doku miihendisligi alaninda altin standart olarak
goriilmektedir. Yeniden yapilandirilmis iirlinler, diisiik immiinojenite ile iliskili
yiiksek biyokimyasal saflik, genellikle kisa zaman araliklarinda kontrollii devir,
kontrollii gozeneklilik ve hiicre-matris etkilesimlerinin korunmasi ile karakterize
edilir. Bu nedenle KOL, son birkag yildir klinik tipta, doku defektlerinin biiyiitiilmesi,
hemostaz, yanik ve yara pansumanlari, fitik onarimi, biyoprostetik kalp kapake¢iklari,
vaskiiler greftler, ilag dagitim sistemi, okiiler yiizeyler ve sinir rejenerasyonu igin

enjekte edilebilir KOL gibi 6nemli bir kullanim alan1 bulmustur (Sahithi vd., 2013).

KOL, yeryiizinde en bol bulunan proteinlerden biri olmasi nedeniyle
hayvansal ve bitkisel kaynaklardan elde edilebilmektedir. Hayvansal kaynaklardan en
yaygin olanlar1 sigir, domuz, insan kolajeni ve pullu balik ve balik derisi gibi deniz
organizmalaridir. Bu hayvansal kaynaklar arasinda sigir kolajeni, agiz dis1 yaralar ve

viicuttaki yaniklar i¢in gegici bir ortii olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir.
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Biyouyumlulugu nedeniyle genis uygulama alanlarina sahiptir. FDA tarafindan
giivenli olarak kabul edilmistir, ancak kaynak hayvan bazli ise TSE/BSE gibi hastalik

bulastirma riski olmadiginin gosterilmesi gerekmektedir.

KOL iskeleler baslangicta yara pansumami ve hemostiptik olarak
gelistirilmistir. Genellikle yaklasik %0,1-5 kuru madde igerigine sahip sulu asit veya
alkali ile sisirilmis KOL preparatlarinin dondurularak kurutulmasi ile hazirlanirlar.
Her doku ve organda bulunabildigi i¢in belirli bir doz smir1 yoktur. Liyofilize KOL
pastasinin gozenekliligi, KOL konsantrasyonu ve donma hizi degistirilebilir. Ek
olarak, KOL elastin fibronektin veya glikoaminoglikanlar gibi diger malzemelerle
birlestirilebilir ve baslangic malzemesi veya tercihen elde edilen yapak, esnek
malzemeler olusturmak i¢in gapraz baglanabilir. Bu kolajen bazli tibbi cihazlar ciddi
yaniklarin tedavisinde ¢ok degerlidir ve basi yaralari, donor alanlar, bacak iilserleri ve
dekiibit iilserleri gibi diger birgcok yara tiirii i¢in pansuman olarak kullanim alani
bulmustur. KOL sargilarin baslica faydalar1 arasinda biiyiikk miktarlarda doku
eksiidasini kolayca emebilmeleri, 1slak yara yatagina piiriizsiiz bir sekilde yapisarak
bu nemli mikro iklimi korumalarinin yani sira mekanik hasara karsi koruma
saglamalar ve ikincil bakteriyel enfeksiyonu dnlemeleri yer almaktadir. Bu fiziksel
etkilerin yan1 sira KOL, hiicresel hareketliligi ve biiyiimeyi tesvik eder. Bu da yara

tizerinde yeni graniilasyon dokusu ve epitel olusumunu saglar (Zheng vd., 2023).

KOL, icecek ve gida, kozmetik ve saglik hizmetleri pazarindan talep
gormektedir. Gida takviyesi olarak agizdan giinliik KOL aliminin (Pure gold collagen;

5mg/day po) dermiste yeni KOL olusumunu arttirdigi gosterilmistir.

KOL, tibbi cihazlarin yiizeyini kaplamak icin en yaygin sekilde kullanilan
ECM proteinidir. KOL kaplamalar vaskiiler greftlerde kullanilmigtir. Ayrica,
Surmodics'in Kolajen-1 ve Laminin-1 karisimi kullanan finale prohealing kaplamasi,

biyouyumlulugu artirmak ve stentler icin bir yiizey islemi olarak degerlendirilmistir.

3.1.6. Laminin

Laminin (LM), deri yapisinda bulunan dogal bir insan proteinidir. Biiyiik
biyolojik o6nemi nedeniyle LM, omurilik veya periferik sinirleri onarmayi

amaclayanlar da dahil olmak iizere ¢esitli biyomiihendislik protokollerinde (yapay
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deriler) hiicre inflizyonu i¢in bir iskele olarak kullanilmistir. Buna ek olarak, LM
igeren biyomalzemeler insanlarda kalici deri iilserasyonunu tedavi etmek igin de

kullanilmistir (Ikemoto vd., 2006).

Bazal membranlar, tiim epitel ve endotellerin bazal yoniinii kaplayan ve kas,
yag ve periferik sinir hiicrelerini ¢cevreleyen hiicre ile iligkili tabaka benzeri hiicre dis1
matrislerdir. Bazal membranlar tiim hayvanlarda doku olusumu i¢in gereklidir. Farkli
hiicre tipleri arasinda mekanik stabilite ve bariyerler saglarlar. LM’ler, bazal LM nin
baslica hiicre dis1 matriks protein bilesenidir. Genel olarak LM’ler kolajen, integrinler,
hiicresel alanlar ve proteoglikanlar i¢in baglanma bdlgelerine sahiptir ve bazal

laminada tabakalar olusturmak icin kendisiyle baglanabilmektedir (lorio vd., 2015).

Cesitli dozlarda oral uygulama yoluyla gida takviyelerinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. LM ayrica ABD Gida ve Ilag Dairesi FDA (Food and Drug
Administration) sertifikasina sahiptir. LM nin tanim1, ABD ve Kanada'daki doktorlar
icin prestijli bir yaym olan "2015 Physicians Desk Reference "in 69 baskisinda yer
almis, Onerilen ve kullanilan ilaglar ve gida takviyeleri hakkinda giincel ve detayl
bilgiler yayinlanmistir. TD, dokunun baglanmasina yardimci olmak i¢in tek bir {iriinde

30 pg laminin igerir.

- {zUNUR MATRIS
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Sekil 3. 3: ECM' nin yerlesimi
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3.1.7. Yardimc1 Maddeler

3.1.7.1. Aritilmis Su

Arntilmis su, aktif farmasotik bilesenlerin, ara iiriinlerin ve analitik reaktiflerin
islenmesinde, formiilasyonunda ve iiretiminde hammadde, bilesen ve ¢dziicii olarak
yaygin sekilde kullanilir. Renksiz, kokusuz, tatsiz ve berrak bir sividir. Farmasotik
formiilasyonlarda yardimci madde olarak da yaygin bir sekilde kullanilir. Belirli

derecelerdeki saflastirilmis sular, farkli uygulamalarla %100'e kadar kullanilabilir.

TD i¢indeki saflastirilmis su, 6zellikle GSH biyoaktif ajanlarin hazirlanmasi
sirasinda  GSH’in  ¢6ziindiiriilmesinde  ve  dondurarak kurutma isleminin
baslatilmasindan 6nce dermal matrisin Jel ¢ozeltisinin hazirlanmasi sirasinda islem
¢Oziiclisii olarak kullanilmaktadir. Piiskiirtmeli kurutma ve dondurarak kurutma

islemleri uygulanirken saflastirilmis suyun iiriinden uzaklastirilacagi unutulmamalidir.

3.1.7.2. Etanol

Etanol ve c¢esitli konsantrasyonlardaki sulu etanol c¢dozeltileri farmasotik
formiilasyonlarda ve kozmetikte yaygin olarak kullanilmaktadir. Etanol esas olarak bir
¢oziici olarak kullanilmasina ragmen, dezenfektan olarak ve c¢ozeltilerde
antimikrobiyal koruyucu olarak da kullanilir. Alkol hafif, karakteristik bir kokusu ve
yakici tadi olan berrak, renksiz ve ugucu bir sividir. TDM’ de bulunan mutlak etanol,
ozellikle su varliginda ¢oziiniirliilk sorunlar1 ortaya ¢ikaran GSH biyoaktif ajanlarin
hazirlanmasi sirasinda AVO ve GSH c¢oziiniirlestirilmesi i¢in bir isleme ¢oziiciisii
olarak kullanilir. Puskiirtmeli kurutma islemi uygulanirken Etanol absoliitiiniin

uriinden uzaklastirilacagi unutulmamalidir.

3.1.7.3. Hidroklorik asit
Hidroklorik asit (HCI), cesitli farmasotik ve gida preparatlarinda asitlestirici
bir ajan olarak yaygin sekilde kullanilir. Ayrica, bir yardimci madde olarak
kullanimina ek olarak, metabolik alkaloz tedavisinde intravenoz olarak ve aklorhidri
tedavisinde oral olarak bazi terapdtik kullanimlari olan seyreltik hidroklorik asit
hazirlamak icin de kullanilabilmektedir. HCI 0.01 M KOL, Jel ve LM dékme

¢ozeltisinin hazirlanmasi sirasinda seyreltici ve isleme ¢oziiciisli olarak kullanilir.
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3.2. YONTEMLER
Transdermal membran (TDM) yara ortiisiiniin formiilizasyon siiregleri Tablo
3.1°de gosterilmistir.
TDM; GSH, Dipalmitoil Fosfatidil Kolin (DPPC) igeren MP’lerden ve

Jel/KOL bazli bir yapi iskelesinden olugsmaktadir. Formiilizasyonlar;

HyA (TDMO)

HyA/GSH (TDMLY),

HyA/Jel-KOL-LM-AVO (TDM2),
HyA/Jel-KOL-LM/ AVO-GSH (TDM3) seklindedir.

Tablo 3. 1: TDM yara ortiisiiniin formiilizasyon siire¢leri

Uretim Miktar/Matris | Olgii Fonksiyonel
Malzeme Adi L )
Asamasi (5*5cm) Birimi Kategori
GSH 0.05 mg Antioksidan
Mikropartikiil
HyA 4.0 mg olusturan
GSH glikozaminoglikan
mikropartikiil Mikropartikiil
AVO 15.8 mg
bilesenleri olusturan lipit
Saf su 3.0 ml Yardime1 ¢oziiciiler
Mutlak etanol
7.0 ml Yardimei ¢oziiciiler
%99
Jelatin Tip 250 Matris olusturucu
10.0 mg )
LB 8 ajan
] Matris olusturucu
KOL (Tip 1) 1.0 ml ]
Transdermal ajan
bilesenleri Hiicreleri baglamak
LM 0.03 mg
icin yapistiric
0.01 M HCI 4.5 ml Yardimer ¢oziictiler
Saf su 1.0 ml Yardime1 ¢oziiciiler
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TDM yara oOrtlisliniin iiretim siireci asagidaki alt stireglerden olusmaktadir;

e Sprey kurutma islemi kullanilarak GSH biyoaktif ajanlarin hazirlanmasi.

e TDM matrisin hazirlanmasi (Kolajen - Laminin - Jelatin matrisi)

o Dondurularak kurutulmus bir dermal matris elde etmek icin
Polictilen tereftalat kalipta (PET kalip) Kolajen - Laminin - Jelatin
dokme ¢ozeltisinin dondurularak kurutulmasi

o 3 boyutlu bir dermal matris elde etmek icin PET kalibinda

dondurularak kurutulmus dermal matrisin UV ¢apraz baglanmasi

e GSH biyoaktif ajanlarin 3 B’lu dermal matrise eklenmesi ve bdylece TDM

'nin hazirlanmasi seklindedir.

3.2.1. Hidrojel Tasarimi ve Glutatyon (GSH) biyoaktif ajanlarin

hazirlanmasi: Sprey kurutma metodu

Toplu iiretim protokoliine géore GSH biyoaktif ajanlarin hazirlanmasi

icin gereken tiim malzemeleri tartildi.

Olgiilen hacimde Saflastirilmis su, ayr1 ve uygun bir karistirma kabina

alindi ve 40°C'de 1s1tildi.

Sodyum hiyaliironat (HyA) saflagtirilmis suyla karistirarak eklendi ve
berrak bir ¢ozelti elde edilene kadar karistirmaya devam edildi (Bundan

sonra bu ¢ozelti, TDM_0 olarak adlandirilacaktir).
Olgiilen mutlak Etanol hacmi, uygun bir karistirma kabina alindi.

AVO ve GSH mutlak Etanol'e karistirilarak eklendi ve berrak bir
cozelti elde edilene kadar karigtirillmaya devam edildi (Bundan sonra
bu ¢ozelti, TDM_1 olarak adlandirilacaktir).

Berrak bir homojen ¢ozelti elde edilene kadar TDM_0 (40°C'de
tutuldu), TDM_1 ile kanstirildi. Isitma ve Kkaristirma islemi

sonlandirildi ve oda sicakliginda saklandi.

Elde edilen mikropartikiiller toplanip Nitrojen temizleme altinda amber

renkli cam kapta saklandi.
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3.2.2. 3 Boyutlu TDM’lerin hazirlamis1 (KOL —LM-Jel matris)

3.2.2.1. Dondurularak Kurutulmus Bir TDM Elde Etmek I¢in KOL-LM-Jel
Toplu Cozeltisinin Polietilen Tereftalat Kalibinda (PET kalip)

Dondurularak Kurutulmasi

e TDM (KOL-LM-Jel matris) hazirlanmasi i¢in gereken tiim malzemeler

toplu iiretim protokoliine gore tartildi.

e KOL (Tip 1, 0,01M HCI iginde 6mg/ml) soliisyonu ve 0,01 M HCI’ yi
uygun bir karigtirma kabina karistirarak eklendi ve berrak bir soliisyon

elde edilinceye kadar karigtirildi.

e Olgiilen hacimde aritilmis su uygun bir karistirma kabina alinip 40°C'de

1sitild.

e Saflastirilmis suya Jel eklendi ve berrak bir ¢ozelti elde edilene kadar

karistirmaya devam edildi. Elde edilen yap1 oda sicakliginda sogutuldu.

e LM, KOL ve Jel ¢ozeltilerine karistirilarak eklendi ve berrak bir

soliisyon elde edilene kadar karistirmaya devam edildi.

e Daha oOnce hazirlanan TDM 0’a Jel-KOL-LM formiilizasyonu
eklenerek TDM_2 elde edildi. Bu kombinasyona daha sonra GSHda
eklendi. Son formalizasyonda TDM_3 olarak elde edildi.

e Siirekli karistirarak, TDM_3 uygun doldurma aparat1 kullanarak PET
kaliplara dolduruldu.

e Doldurulmus PET kaliplar1 dondurarak kurutma ekipmanina yiiklendi.

e Toplu iretim protokolinde belirtildigi gibi tanimli iglem

parametreleriyle dondurarak kurutma iglemine baglanildi.

e Dondurarak  kurutma isleminin tamamlanmasinin  ardindan
dondurularak kurutulmus TDM PET kaliplarinda (gozenekli iskeleler)
toplanildi.
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3.2.2.2. 3 Boyutlu TDM’lerin UV ile Capraz Baglanmasi

e PET kaliplarindaki dondurularak kurutulmus dermal matris, UV ¢apraz
baglama ekipmanina yiiklendi ve toplu iiretim protokoliinde belirtildigi
gibi tanimlanmis islem parametreleriyle dondurularak kurutulmus

dermal matrislerin ¢apraz baglanmasi i¢in UV 1sinina maruz birakildi.

e UV capraz baglama isleminin tamamlanmasindan sonra elde edilen
3B’li dermal matris (yliksek gozenekli iskeleler), UV kabininden
toplandu.

3.2.3. Akis Ozelliklerinin Belirlenmesi

Kiitle ve sikistirllmis yogunluklar, 10 mL'lik dereceli silindir kullanilarak
ol¢iildii. Silindire dokiilen numuneye 1250 defa mekanik olarak vuruldu. Carr indeksi
ve Hausner orani, yigin ve sikistirtlmis yogunluklardan hesaplandi. Mikromeritik

ozelliklere yonelik her deney, karmasik bir sekilde gerceklestirildi.

Kil gunlugu-Yig sunlug
Carr (%): ilavuz yogunlugu _ lglnvyogun ugu % 100 (Denklem 2)
Kilavuz yogunlugu

Kullanitlmis yogunluk
Toplu yogunluk (Denklem 3)

Hausner orani=

3.2.4. Mekanik Ozellikler

TDM'lerin mekanik 06zelliklerini (¢ekme dayanimi ve kopma uzamasi
Olciimleri) degerlendirmek icin doku analizérii (Stable Micro Systems) kullanildi.
Biyoaktif kompozit filmler, basin¢ testleri icin 6 mm c¢apmnda ve 100 mm
yiiksekliginde, ¢ekme testleri i¢in ise 5 cm uzunlugunda, 3 cm genisliginde ve 3 mm
kalinliginda silindirik filmler olarak hazirlandi. Biyoaktif filmler, % 80 maksimum
gerinime kadar 10 mm/dakika hizinda yapildi. Her numune dortlii olarak 6l¢iildii. Bir
kompozit filmin basing modiilii ve Young modiilii, % 0-25 gerinime karsilik gelen
gerinim-gerilim egrilerinin baslangigtaki dogrusal boliimiiniin egimi kullanilarak

hesaplandi. Kompozit filmlerin esnekligini ve geri kazanilabilirligini karakterize
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etmek icin ayni hiz1 izleyerek % 70 gerinime kadar dort ardisik basing dongiisii i¢in

dongiisel basing testleri gergeklestirildi. Her numune dort tekrar halinde test edildi.

3.2.5. Biyoadezyon testi

TDM'lerin ex vivo biyoadezyon dogasini arastirmak igin tavuk derisi lizerinde
doku profili analizi (TPA; TA-TX Plus, Stable Micro Systems, Godalming, Ingiltere)
gerceklestirildi. Tavuk derisi tutturulmus 2x2 cm?lik bir biyoadeziv halka, PBS'ye (pH
7,4) daldirildi. Siyanoakrilat tutkal kullanilarak sargilar cihaza tutturuldu. Daha sonra
cihaz, tavuk derisi saglam kalirken 0,5 mm/sn hizinda 3 dakika boyunca test edildi (0,5
N kuvvet uygulandi). Cihaz, TDM'leri tavuk derisi yiizeyinden ayirmak i¢in 0,5 mm/sn
hizinda tavuk derisi yiizeyinden c¢ekildi. Biyoadezyon kuvveti (Fmax), biyoaktif
kompozit filmleri tavuk derisinden ayirmak i¢in uygulanan maksimum kuvvet olarak
kabul edildi. Ortaya ¢ikan kuvvet-zaman egrisinden (n = 6) mekanik 6zellikler (sertlik,
sikistirilabilirlik, yapiskanlik ve elastikiyet) belirlendi. TDM' ler testin ikinci ¢alismasi
i¢in kullanildz.

3.2.6. Dinamik Buhar Sorpsiyonu (DVS) analizi

DVS Adventure ile su emilimi ve desorpsiyon izotermlerini eldesi i¢in
kullamlmustir. Thtiya¢ duyuldugunda sistem organik solvent buhar1 veya gazlarla
calismak tizere yiikseltilebilir 6zelliktedir. TDM numunelerin kurutulmasi i¢cin DVS
Adventure ile 200 °C sicakliga kadar numune, sistem igerisinde kurutulmustur.
Devaminda ¢oklu sorpsiyon/desorpsiyon dongiileri ile TDM formiilizasyonlar
olusturularak bu dongiilere numune kurutma asamalar1 dahil edilmigtir. Sistemle

diftizyon ve gegirgenlik 6l¢iimlerini de gerceklestirmek miimkiindiir.

3.2.7. Parcacik boyutu ve Stabilite Testi

Mikropartikiillerin (MP) partikiil boyutunu 6lgmek i¢in Malvern Mastersizer
(Malvern, Ingiltere) kullanilmistir. MP’ler, distile suda siispanse edilmis ve boyutlar
hemen Olglilmiistiir. 10 mg MP 25 ml etanol:su (1:1) ile karigtirllmig ve 3 dakika
boyunca vortekslenmistir. Karisim gece boyunca galkalayici altinda tutulmus ve 0.45
um membran filtreden siiziildiikten sonra glutatyon miktar1 dogrulanmis UPLC

yontemi ile aragtirilmistir.
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Dermal matriks tartilmis ve dermal matriksin ¢apini degerlendirmek i¢in dijital

bir pusula kullanilmistir.

3.2.8. Spesifik Yiizey Alamimin Belirlenmesi (BET)

MP’ lerin BET'e 6zgii ylizey alani, bir porozimetre ASAP 2000 (Micromeritics,
ABD) kullanilarak ol¢iildii. Numunelerin analizden once oda sicakliginda 6 saat

boyunca gazi giderildi. Adsorpsiyon ve desorpsiyon ozellikleri 22°C'de 10 saat

degerlendirildi.
Tablo 3. 2: GSH yiiklii TDM’lerin spesifik yiizey alani
BET (m?%/g) Langmuir (m?%/g)
TDMO - 24.100+1.41
TDM1 12.004 +1.027 27.971+1.49
TDM2 - -
TDM3 8.320 +0.208 15.731+0.34

3.2.8.1. Taramal1 Elektron Mikroskobu (SEM)

Uretilen tiim nanofiberlerin morfolojik analizi taramal1 elektron mikroskobu
(SEM) (EVO LS 10, ZEISS) ile gerceklestirildi. Calisma kosullar1 15 kV ve ikincil
geri sagilmis elektron modu olarak belirlendi. Tiim 6rnekler iletkenligi saglamak i¢in
altin-paladyum ile kapland1 ¢iinkii polimerler bu 6zellige sahip degildi. Orneklerin
morfolojik 6zellikleri, element analizi ve homojenligi EDX (Enerji Dagitict X-Ray

Spektrometresi) ile incelendi.

3.2.9. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR)

Tiim o6rnekler, 450-4000 cm? arahginda IR Affinity-1 kizilotesi
spektrofotometresi (Perkin Elmer Spectrum One) iizerinde Fourier doniistimlii
kizil6tesi (FTIR) spektroskopisi ile kimyasal olarak karakterize edildi ve KBr pelet
yontemi kullamlarak gecirgenlik modunda 4 cm™! ¢dziiniirliikte 32 tarama {izerinden

ortalamasi alindi. FTIR dedektori TGS'dir.
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3.2.10. Termogravimetrik Analiz (TGA)

Elde edilen kompozit malzeme ii¢ karakterizasyon yontemi ile analiz edildi.
Termogravimetrik analiz (TGA) 6lgiimleri biyomembranlar tizerinde 10°C/dk 1sitma

hizinda TGA Q500 kullanilarak gerceklestirildi.

3.2.11. GSH Kapsiilleme Verimliligi, Salim Kinetigi, Franz Hiicresi

Modelleme

Falcon tiiptine 10 mg GSH yerlestirildi ve 25 mL etanol ilave edildi. Bu tiipler
3 dakika vortekslendi ve daha sonra 5000 rpm'de 15 dakika santrifiij edildi. Berrak
stipernatan alinmig ve 1:1 (v:v) oraninda fosfat tamponlu salin (PBS) ile seyreltildi.
Soliisyondaki GSH miktar1t HPLC yontemiyle olciildi. HPLC sistemi (Hewlett
Packard-1100), 20 ul numune dongiisiine sahip C18 ters faz kolonundan (ACE 5-C18
250 mm x 4,6 mm) olusmustur. Mobil faz, 52:48:0.05 metanol:su:asetik asit (h:h:h)
karisimi olarak belirlendi. Akis hiz1 ve UV dalga boyu sirasiyla 1 mL/dak ve 310 nm'ye
ayarlandi. Zirve alam, 0,120 pg/mL  (R>= 0,999) araligindaki GSH

konsantrasyonlartyla dogrusal olarak iligkilidir.

Formiilasyondaki GSH konsantrasyonunu belirlemek i¢in her parti {i¢ kez
degerlendirildi. Kapsiilleme verimliligini (%EE) hesaplamak i¢in asagidaki denklem
kullanildi; burada Wi, baslangictaki GSH miktaridir ve Wy, belirlenen GSH miktaridir.

EE % = 2* x 100 (Denklem 1)

14

3.2.12. In vitro Antibakteriyel Testler

TDM yapilarimin mikrobiyal aktivitesinin degerlendirilmesi i¢in ASTM
E2180-07, 2012 standardinda belirlenen prosediir izlendi (Ciftci ve Ozarslan, 2023).
TDM’ler 3 x 3 cm’lik parcalara kesilerek steril petri kaplarinin tabanina yerlestirildi
ve bu deney her 6rnek ve her mikroorganizma i¢in iic kez gergeklestirildi.
Antimikrobiyal aktivite Escherichia coli (E. coli, ATCC 8739), Staphylococcus
aureus (S. aureus, ATCC 6538), Candida albicans (C. albicans, ATCC 10231)
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tizerinde degerlendirildi. Standart olarak onerilen Soya Tripsin Agar (TSA) ve Beyin
Kalp Infiizyonu (BHI) kiiltiir ortamlar: da test edildi.

3 adet numune, 300 mL NaCl Pepton % 1 tween 80 Soliisyonu iginde 10 dakika
calkalanmistir. Karigimdan 100" er mL numune, maksimum 0,45 p por ¢apli membran
filtreden siiziilmiistiir. Filtrasyon isleminden sonra filtre, ilgili besiyeri iizerine
alinmistir. Her ¢alismada tek petri kullanilmis olup bakteriler i¢in Tryptic Soy Agar
(TSA) (Merck 1.05458) besiyeri kullanilmigtir. TSA (30-35°C) petrileri ilgili
sicakliklarda 7 glin boyunca inkiibe edilip 3. ve 7. giinlerde degerlendirilmistir. Bakteri
sayilar1 1. giinden itibaren net bir sekilde gézlenmis, 7. giin sonuglar1 3. giine gore
anlamli bir sekilde farklilik gdstermemistir, bu nedenle %RSD hesaplamalarinda 3.
giin sonuglart kullanilmistir. Kiif-maya kolonileri 3. giinden itibaren net bir sekilde
gbzlenmistir, maya kolonileri i¢in ise 7. giin sonuglar1 3. giine gére anlamli bir sekilde
farklilik gostermemistir ancak kiif kolonilerinin 3. giinde sayimi miimkiinken 4.
giinden itibaren petriyi kaplamaya basladigi ve 7. glinde sayimin miimkiin olmadigi
goriilmiistiir. Maya kolonileri i¢in % RSD hesaplamalarinda 7. gilin sonuglari
kullanilmis, kiif kolonileri iginse %RSD hesaplamasinda 7. giin sonuglari

kullanilmistir.

3.2.13. In vitro Hiicre Calismalar:

TDM Sitotoksisitenin (EN 1SO 10993-5) yami sira biyoaktif malzemeler
tizerinde yiriitilen iki hiicre kiiltiirii calismasi daha bulunmaktadir. Ciinkii bu
biyoaktif malzemeler GSH igerigi ile antioksidan etkiden sorumludur. Insan dermal
fibroblast hiicreleri (Inviuogen C-OI13-5C), iireticinin talimatlarina uygun olarak, CO02
ile nemlendirilmis bir atmosferde 37°C'de takviye edilmis besiyerler iginde
kiiltiirlenmistir. Hiicreler, 5x10° hiicre/cm yogunlukta 25 cm'lik lamellere ekilmistir

ve tim deneyler 2. ve 5. pasajlardaki hiicrelerle gergeklestirilmistir.

Hiicreler 96 kuyucuklu plakalara 5x10° hiicre/cm? yogunlukta yerlestirilmis ve
yapismalarin1 saglamak icin 24 saat boyunca %5 CO02 i¢eren nemli bir atmosferde
inkiibe edilmistir. 24 saat sonra hiicreler GSH konsantrasyonlarina gore hesaplanan

PBS i¢inde siispansiyonlar halinde 5.55, 16.66, 50 ve 150 uM formiilasyonlar veya

42



GSH ile 24 saat boyunca inkiibe edilmistir. Sadece arag, negatif (sadece ortam) ve
pozitif (15 mM TritonX-100) kontroller de her deneye dahil edilmistir. Ortam
uzaklastirildiktan sonra hiicreler PBS ile yikanmistir. Her bir kuyucuga 100 puL ortam
ve 20 uL MTT ¢ozeltisi (PBS iginde 5 mg/mL) eklenmistir. Bir 4 saat daha
inkiibasyondan sonra ortam uzaklastirilmis ve formazan kristallerini ¢6zmek igin her
bir kuyucuga 100 pL dimetil siilfoksit (DMSO) eklenmistir. Mor ¢dzeltinin
absorbansi, mikroplaka okuyucuda 490 nm olarak 6lgtilmistiir. Canlilik, saf ortamdaki
muamele edilmemis hiicrelere kiyasla yiizde olarak ifade edilmistir. 90'dan biiyiik

canlilik toksisite yoklugu olarak kabul edildi.

3.2.14. Sitotoksisite Deneyi

TDM formiilasyonunun ve GSH sitotoksisite potansiyeli MTT (3-[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolyum bromiir) tahlili ile degerlendirildi. MTT
reaktifi canli hiicrelerle inkiibe edildiginde koyu mavi formazan iiriinii lireten sar1 bir
substrattir. Bu nedenle MTT' nin formazan olusturacak sekilde azalma diizeyi hiicre

metabolizmasinin diizeyini yansitabilir.

Fare embriyonik fibroblast hiicre ¢izgisi (NIH-3T3, ATCC), %10 fetal sigir
serumu takviyeli DMEM ortaminda kiiltiirlendi. Hiicreler 96 kuyucuklu plakalara
5x10 hiicre/oyuk yogunlugunda plakalandi ve hiicre baglanmasi i¢in 18 saat boyunca
%5 CO2 igeren nemli bir atmosferde 37°C' de inkiibe edildi. Daha sonra hiicrelere
farkli dozlarda MP formiilasyonu veya GSH uyguland:1 ve hiicreler 24 saat inkiibe
edildi. Tedavi edilmeyen hiicreler kontrol grubu olarak kullamildi. Inkiibasyon
siresinin sonunda, her bir hiicre kiiltliriiniin ortami, 0,2 mL tam ortam ile degistirildi
ve buna 0,02 mL MTT stok ¢ozeltisi (5 mg/mL) ilave edildi. Hiicreler 4 saat boyunca
37 °C'de inkiibe edildi, ardindan ortam ¢ikarild: ve kiiltiir, PBS ile yikandi. Formazan
kristallerini ¢6zmek i¢in 0.02 mL DMSO ilave edildi ve ardindan 96 oyuklu bir
plakaya aktarildi. Formazan ¢ozeltisinin absorbansi bir plaka okuyucuda (Thermo
Varioskan Flash) 570 ve 650 nm'de Olgilildii. Muamele edilen numunelerin
absorbansinin absorbans kontroliine orani (%100 olarak alinmistir) hiicre canliligi %'si

olarak ifade edildi. Hiicrenin hayatta kalmasi1 formazan absorbansinin yiizdesi olarak
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ifade edildi. Sonuglar, ii¢ kopya halinde en az {i¢ farkli deneyden elde edilen ortalama

+ standart sapma (Ortalama + SD) seklindedir.

3.2.15. ROS Tayini

Hidrojen peroksit (H20) kaynakli reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) tiretiminin
tahmini, Srivastava ve arkadaslarinin standart protokolii izlenerek gergeklestirildi.
Kisaca, NIH-3T3 hiicreleri, kuyucuk basina 10 hiicre yogunlugunda 96 kuyucuklu
plakalara yerlestirildi ve hiicre baglanmasi i¢in 18 saat boyunca %5 COz iceren nemli
bir atmosferde 37°C'de inkiibe edildi. Daha sonra hiicreler 4 saat boyunca H:02'ye (250
puM) maruz birakildi. Bu siirenin sonunda ortam ¢ikarildi ve hiicreler, sirasiyla 0,05-2
mg/200 pl ve 0,05-20 pg/200 pl konsantrasyon araliginda incelenmek {izere 24 saat
boyunca MP formiilasyonuna veya GSH'a maruz birakildi. Maruz birakmanin
ardindan hiicreler, 2,7-dikloro-dihidrofloresein-diasetat (DCFH-DA) (20 uM) ile 30
dakika boyunca 37°C'de inkiibe edildi. Reaksiyon karigimi daha sonra oyuk basina 200
ul PBS ile degistirildi. Plakalar, oda sicakliginda, karanlikta 10 dakika boyunca
calkalayicida tutuldu ve floresans yogunlugu, bir mikroplaka okuyucu (Thermo
Varioskan Flash) tizerinde 485 nm (eksitasyon) ve 527 nm (emisyon) dalga boylarinda
Olciildii. Ayni kosullar altinda H:O:'ya (250 uM) maruz kalan hiicreler pozitif kontrol
olarak gorev yapti. Muamele edilen numunelerin floresans yogunlugunun absorbans
pozitif kontroliine oran1 (%100 olarak alinmistir) % hiicre i¢i ROS olarak ifade edildi.
Sonuglar, {i¢ kopya halinde en az {i¢ farkl1 deneyden elde edilen Ortalama + Standart
sapma (Ortalama SD) idir.

3.2.16. Oksidatif Stres Calismalari

Hiicreler 6 kuyucuklu plakalara 25 x 10 hiicre/cm? yogunlukta yerlestirilmis ve
hiicrelerin yapismasini saglamak i¢in 24 saat boyunca %5 CO:2 igeren nemli bir
atmosferde 37°C'de inkiibe edilmistir. 24 saat sonra kuyucuklara S0uM formiilasyon
veya PBS'de siispansiyon halinde GSH (GSH konsantrasyonlarina gore
hesaplanmistir) eklenmis ve hiicreler 24 saat daha inkiibe edilmistir. Daha sonra
numuneleri igeren ortam uzaklastirilmis, hiicreler tripsinize edilmis ve 200 X g'de 5
dakika santrifiij edildikten sonra toplanmistir. Total glutatyon (GSH), oksitlenmis
glutatyon (GSSG), glutatyon peroksidaz (GPx), malondialdehit (MDA), siiperoksit
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dismutaz (SOD) lizatlarda kitler (Bioxytech, Oxis Research, ABD) kullanilarak

belirlenmistir. Hiicre peletleri analize kadar -20°C'de saklanmustir.

3.2.17. istatiksel Veriler

Tiim istatistiksel analizler, p <0.05 olarak belirtilen 0.05 istatistiksel anlamlilik
diizeyi ile GraphPad Prism yazilimi kullanilarak gerceklestirilmistir. PI'lerin
sitotoksisitesi arasindaki farklar, Unpaired t testi veya Bonferroni veya Dunnet

diizeltmeleri ile tek yonlii Anova testleri kullanilarak belirlenmistir.
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DORDUNCU BOLUM

4. BULGULAR

4.1. TDM' DEKI GSH ICERIK ANALIZI

Daha 6nceden sunulan toplu iiretim prosesi talimatlarina gore, her bir TDM
tinitesi basina 0,05 mg'lik hedeflenen konsantrasyona ulasmak i¢in dagitmak iizere 0,2
mg GSH gereklidir. Bu fazla miktarda GSH, GSH'n ¢esitli fiziksel ve kimyasal
kosullara duyarlilig1 nedeniyle meydana gelen siire¢ kaynakli kayiplarin telafisi igin
kullanildi. GSH, hiicre i¢i redoks dengesinin korunmasinda énemli bir rol oynayan
diisiik molekiil agirlikli bir tiyol-tripeptiddir. Genis bir biyolojik aktivite yelpazesine
sahip stilbenler aragtirilmistir. Bu bilesigin, serbest radikalleri temizleme gibi kimyasal
ozellikleri veya belirli bir biyolojik sistemdeki dolayli etkileri nedeniyle cilt i¢in
olaganiistii faydalara sahip oldugu goriilmiistiir. GSH serbest radikal hasarina karsi
giiclii bir antioksidandir. Proteaz enzimlerinden koruyarak, fibroblastlarin
fonksiyonunu ve kolajen sentezini artirarak dermiste hiicre ¢ogalmasini uyarir.
Bununla birlikte, GSH’ 1n UV 15181, pH ve iyonlastirict radyasyon dahil sicaklik gibi
cesitli bireysel faktorlere duyarlilii, arzu edilen iiriin halinde islenirken GSH
iceriginde onemli kayiplara neden olur. GSH igerigindeki ilgili kayip esas olarak
termal bozunma mekanizmalar1 dahil oksidatif, pH' a bagh hidrolitik, fotolitik,

radyoliz gibi ¢esitli bozunma yollarina atfedilir.

GSH’ 1n yukarida siralanan faktorlere karst hassasiyeti nedeniyle, GSH iceren
trlinlerin islenmesi, arzu edilen iirline doniistiiriilmesi ve islenmesi sirasinda
formiilasyon bilimcisi i¢in siklikla zorluklar olusturur. Yukaridakiler goz Oniine
alindiginda, iirlinde hedeflenen icerigin elde edilmesi i¢in, iiretim siirecinde prosesten

kaynaklanan kayiplarin telafisi i¢cin fazla miktarda GSH kullanilmasi tavsiye edilir.

46



GSH, TD' de antioksidan olarak kullanilir. Antioksidan oldugundan, igeriginin
piyasaya siiriilmesi sirasinda ve raf Omrii boyunca izlenmesi gerekir. Prototip
gelistirme ¢alismalar1 sirasinda kazanilan deneyime dayanarak, prosesten kaynaklanan
kayiplari telafi etmek ve her TD iinitesinde hedeflenen 0,05 mg miktarina ulasmak i¢in

baslangi¢ miktar1 olarak 0,2 mg dagitilmasinin gerekli oldugu gozlemlendi.

TDM’ nin {iretim siireci asagidakiler de dahil olmak {izere cesitli islem

adimlarini igerdiginden fazla miktarin kullanilmasi gerekmektedir;

1. Etanol gibi isleme solventleri, Dipalmitoil Fosfatidil Kolin ve Sodyum
hiyaluronat gibi soliisyondaki diger bilesenleri igeren saf ve saf su kullanilarak pH' 1

8.45'e kadar olan GSH soliisyonunun hazirlanmasi.

Yayimlanan ¢esitli aragtirma makalelerine dayanarak GSH' 1n agirlikli olarak
diisiik pH kosullarina kars1 stabil oldugu gosterilmistir. Ancak ¢6zeltide SH’1n varligi
pH'in daha yiiksek tarafa dogru ¢ikmasina neden olmustur ve bu durum aslinda GSH

i¢in stresli bir durum olarak degerlendirilmistir.

2. GSH biyoaktif ajanlarin hazirlanmasi i¢in piiskiirtmeli kurutma isleminin
kullanilmasi. Piiskiirterek kurutma islemi siirekli bir islemdir; GSH ¢6zeltisinin sicak
kurutma gaz1 ic¢inde cok kiigilk damlaciklar halinde atomize edilmesini ve
damlaciklarin katt MP’ler halinde hizla kurumasini saglar. Bu MP’ ler daha sonra
spreyle kurutulmus son GSH MP’ leri olarak bir siklon kullanilarak kurutma gazindan
ayrilir. MP’ lerdeki nem seviyesi, partikiil morfolojisi veya boyutu ve toz yogunlugu

gibi ozellikler, hedef seviyelere biiyiik 6l¢lide manipiile edilebilir.

Bununla birlikte, kurutma islemi sirasinda atmosferik gaz varliginda daha
yiiksek sicakligin (180°C) kullanilmas1 GSH i¢in siklikla asir1 stresli kosullar
olugturur. GSH' m oksidasyona ve sicakliga duyarliligi gesitli bilimsel temelli
caligmalarla ciddi bir sekilde ortaya konmustur. Ancak GSH' in mikropartikiiller
halinde sunulabilmesi i¢in sprey kurutma isleminin zorunlu olarak kullanilmasi

gerekiyordu.

3. TD' nin sterilizasyon siirecinden ge¢mesi gerektiginden, tiriin 6zelliklerinin
dogasmna bagli olarak, gama isinlamasi (15,8 kGy'de) kullanilarak terminal

sterilizasyonu sonlandirildi. Bununla birlikte, gama i1sinlamasi sirasinda GSH' n
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serbest radikal iyonlarina (radyoliz) duyarliligi iyice belirlenmis ve ¢esitli arastirma

makalelerinde yayilanmaistir.

Suyun iyonlastirici radyasyonla radyolizi, radyasyonun dolayl: etkisiyle GSH'a
saldirabilecek 6nemli miktarlarda oksitleyici tiirlerin iiretilmesiyle sonuclanabilir.
Prototip ¢aligmalari sirasinda elde edilen verilere dayanarak TDM’de GSH'in en biiyiik

islem kaybinin sterilizasyon iglemi asamasinda oldugu gézlemlendi.

4. Yukaridakilere ek olarak, TDM’deki GSH’ 1n diger islem kayiplari, GSH’1n
foto duyarliligina ve mikropartikiillerin 3B’ li dermal matrikse fiziksel yollarla

eklenmesi sirasinda GSH MP’ lerinin kaybina baglanir.
4.2. GSH’IN STABILITESINI ETKILEYEN PARAMETRELER

4.2.1. Sicakhgin Etkisi
Sicaklik artisina neden olacak sekilde GSH’ a 20 dakika maruz birakildiginda
bozunmanin boyutu; 125°C'de %17, 150°C'de %39, 175°C'de %70, TD 180°C olur.
4.2.2. UV Isiginin Etkisi
GSH, UV 1s1g1ina maruz birakildiginda izomerizasyon meydana gelir. TD, UV'
ye maruz kalmaz.
4.2.3. pH’ in Etkisi
pH araliginda GSH bozulmasi;

pH 1,2-7,4: Bozunma 1. dereceden kinetige gore gerceklesir ve giinlerce
stabilite goriiliir. pH 8,0” de iken bozunma 1. dereceden kinetige uygundur ve saatlerce
stabilite goriilmiistir. pH 9.0’ da iken bozunma sifir ve 1. derece kinetige gore
gerceklesip 24 dakikadan kisa silirede bozulmustur. pH 10,0°da iken bozunma sifir
dereceli kinetige gore gergeklesip 9 dakikadan kisa siirede bozulmustur ve TD’ nin

GSH soliisyon pH’ 1 8,45’ tir.

48



4.2.4. Oksijen Etkisi

Reaksiyon kosullarina bagh olarak GSH, yar1 kinonlar ve nispeten stabil 4'-
fenoksiradikal olusturmak iizere (otomatik) oksitlenebilir; son olarak bu oksidasyon

stireci reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) tiretimine yol agabilir.

Polifenollerin oksidatif reaksiyonlar1 degisen pH' dan, 6zellikle de hidroksil
anyonlarmin veya organik bazlarin varligindan etkilenir. Ayrica metal iyonlar1 (6rn.
Demir II iyonlar1) Fenton reaksiyonu yoluyla oksidatif reaksiyonlar1 ve radikal
olusumunu kolaylastirir. TD’ deki GSH ¢ozeltisi, aritilmis sudaki metal iyonu
safsizliklarindan kaynaklanan katalitik bozunmayi oOnlemek igin herhangi bir

kenetleme maddesi igermez.

4.2.5. Gama Sterilizasyonunun Etkisi

Sulu ¢6zeltide gama radyasyonuna maruz kalmak, aktif bilesigin aktivitesini
degistiren istenmeyen hidroliz reaksiyonlarina neden olabilir. Suyun iyonlastirici
radyasyonla radyolizi, radyasyonun dolayli etkisiyle GSH’ a saldirabilecek onemli
miktarlarda oksitleyici tiirlerin {iretilmesiyle sonuglanabilir. Ana bozunma iiriiniiniin
muhtemelen 3,5-dihidroksi benzoik asit olmast muhtemeldir. GSH’in bozunma

tirlinleri olarak ayrica bir Aldehit ve Karboksilik asit karisimi olusur.

4.3. UV-CAPRAZ BAGLAMA YONTEM TASARIMI VE HESAPLANMASI

KOL, en umut verici malzeme olarak bilinmekte ve miikemmel
biyouyumlulugu ve biyobozunurlugu sayesinde doku miihendisliginde g¢esitli
uygulamalarla karsimiza ¢ikmaktadir. Bununla birlikte, islenmemis KOL iskelesinin
diisitk mekanik mukavemeti ¢ok dnemli bir sorundur. KOL bazli iskelelerin ¢apraz

baglanmasi, mekanik 6zelligi optimize etmek i¢in etkili bir yontemdir.

KOL’ e ¢apraz baglanma tedavisi, kolajen bazli iskeleler i¢in en 6nemli
konulardan biri haline geldi. Su anda KOL bazli yap1 iskelelerinin &zelliklerinin
tyilestirilmesinde kullanilan iki farkli tiirde ¢apraz baglama yontemi vardir. Bunlar
kimyasal ve fiziksel yontemlerdir. Capraz baglama; glutaraldehit, formaldehit,
tripolifosfat, karbodiimid vb. gibi maddelerle kimyasal olarak gerceklestirilebilir.

Fiziksel yontemler arasinda foto oksidasyon, dehidrotermal islemler (DHT) ve

49



ultraviyole 1ginimi yer alir; bunlar potansiyel sitotoksik kimyasal kalintilarin ortaya
¢ikmasint Onleyebilir ve miikemmel etkiyi siirdiirebilir. KOL ¢apraz baglamaya
yonelik UV gibi fiziksel yontemler, ¢apraz baglama sirasinda malzemeye toksik
maddeler almaz. Bu nedenle ¢apraz baglama yontemi olarak UV c¢apraz baglama

secilmistir.

4.4. UV-CAPRAZ BAGLANMASI

TDM’ nin iretim sirecinde; KOL-LM-Jel ¢ozeltisi donduruldu ve bir
liyofilizator kullanilarak dondurarak kurutma gergeklestirildi. Elde edilen liyofilizatlar
bir UV kabini Biosan UVC/T UV c¢apraz baglayicida ¢apraz baglandi. A=254 nm ile
UV 1silamasi; t=3 saat, dermal matrisin ¢apraz baglanmasi i¢in 15 mW/cm?/sn

yogunluk kullanildi. Verilen toplam enerji 162 Joule/cm?'dir,

Sekil 4. 1: UV ¢apraz baglama ile iiretilen TDM gdsterimi

4.5. DOKU PROFILI ANALIZi (TPA) ve MEKANIK TESTLER

Doku profili analizi (TPA), dokuda 500 g yiik hiicresiyle donatilmis yazilim
kontrollii bir penetrometre (TA-TX Plus, Stable Micro Systems, Godalming, UK)
kullanilarak UV ¢apraz baglamadan 6nce ve TDM sonrasinda dermal matrisler
tizerinde gerceklestirildi. Analitik bir prop (10 mm c¢apinda), cam siselerdeki
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formiilasyonlara, tanimlanmis bir hizda (2 mm s!) tanimlanmus bir derinlige (15 mm)
kadar iki kez sikistirild1 ve bu islemin sonu arasinda bir gecikme siiresine (15 s) izin
verildi. Mekanik parametreler (sertlik, sikistirilabilirlik, yapiskanlik ve elastikiyet),

sonugta ortaya ¢ikan kuvvet-zaman egrisinden (n = 6) elde edildi.

Mekanik mukavemet, TPA vasitasiyla ¢apraz baglamadan Once ve sonra
degerlendirildi. Mekanik oOzellikler, UV c¢apraz baglama islemi olmadan TPA
cihazinin tespit limitinin altindaydi. Sekil 4.2.D° de goriildigii tizere Biosan UVC/T
ile capraz baglanma sonrasinda dermal matrikslerden elde edilen mekanik 6zellikler
sertlik icin 14,6£2,0 g, sikistirilabilirlik i¢in 12,842,8 g x mm, yapiskanlik i¢in
0,92+0,07 ve elastikiyet i¢in 0,57+0,04 idi.
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Sekil 4. 2: UV capraz baglama sonrasinda TDM' nin A. Gerilme-gerinim B.
Elastikiyet modiilii, C. Basing dayanim1 ve D. Doku Profili Analiz grafigi

4.6. DINAMIK BUHAR SORPSIYONU (DVS) ANALiZi

TDM' nin ana bilesenleri 3B matris (KOL/Jel/LM ‘den yapilmis) ve 3B
matrisin yiizeyine/yapisina yiiklenen MP’ lerdir (MP; NaHyluronat, AVO ve GSH'
dan yapilmistir). Hyaluronidaz ve kollajenaz enzimlerinin varliginda TDM bozunma

davraniginin anlagilmast Onemlidir, c¢ilinkii bozunma siiresi iyilesme siirecini
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desteklemelidir. Bu nedenle, 3B matrisin (KOL/Jel/LM ‘den yapilmis) ve TDM' nin
(MP yiiklii 3B matris) enzimatik bozunma calismalari, hyaluronidaz ve kolajenaz

enzimlerinin varliginda siselerde gerceklestirildi.

[k asamada Hiyaliironidaz, 10 birim/mL'lik bir konsantrasyon elde etmek i¢in
pH 7,4 fosfat tampon cozeltisi (PBS) ve 3:1 oraninda (h:h) fetal sigir serumundan
olugan bir karigim igerisinde ¢Oziindiiriildii. Kolajenaz, 28 birim/mL'lik bir
konsantrasyon verecek sekilde pH 7.4 PBS igerisinde ¢o6ziildii. Bu karisimlar,
enzimlerin aktif kalmasi i¢in ayr1 ayr1 37 £ 0,5 °C'de inkiibe edildi ve manyetik
karigtirict ile karistirildi. Sonraki asamada enzim ¢dozeltilerine ayr1 ayri 3B matris
(Kolajen/Jelatin/Laminin ‘den yapilmig) ve TDM (MP yiiklii 3B matris) ilave edildi
ve bozunma siiresi, 37 + 0,5 °C'deki bir inkiibatorde 6 saat boyunca gorsel olarak

gbzlemlendi.

Bozunma siiresi deney basina ti¢ numune igin belirlendi. Sonug olarak in vitro
kosullarda enzimlerin numuneleri pargaladigi goriildii. 3B matris (KOL/Jel/LM ‘den
yapilmis) 30 dakikada 6l¢iilen her numune i¢in bozundu. TDM (MP yiiklii 3B matriks)

bozunma siiresi yaklasik olarak 2 saate kadar stirdii.

KOL pargalanma fiiriinleri fibroblast, keratinosit ve vaskiiler endotelyal hiicre
proliferasyonunu uyarir. GSH' 1 cilt fibroblast proliferasyonu iizerindeki onemli
etkisinin yani sira anti-kollajenaz aktivitesine de sahip oldugu rapor edilmistir. Bu tez
caligmasinda, GSH ilavesinin sadece yara iyilesmesine katkida bulunmadigini, aym
zamanda ikincil bir avantaj olarak matris biitiinliiglinii uzun siire korumak icin

kollajenaza kars1 etki ettigini ortaya ¢ikardi.

KOL, memelilerdeki bircok bag dokusunun hiicre dis1 matrislerinde bulunan
temel yapisal proteinlerden biridir ve tlim viicut protein igeriginin yaklasik %25 ile
%?35'ini olusturur. KOL ¢ogunlukla tendonlar, baglar ve deri gibi fibréz dokularda
(toplam viicut kolajeninin yaklasik yarisi) bulunur ve ayrica kornealarda,
kikirdaklarda, kemiklerde, kan damarlarinda, bagirsaklarda ve omurlar aras1 disklerde
de bol miktarda bulunur. Kas dokusunun %1 ile %2'sini olusturur ve giiglii tendin6z

kas agirliginin %6'sini olusturur.
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KOL birincil yapisi, cins ve komsu aile soyu boyunca giiclii bir sekans
homolojisi gosterir, dolayisiyla KOL’ tin ayirt edici bir 6zelligi, KOL alt birimlerinin
ti¢ zincirinin her birinde amino asitlerin diizenli diizenlenmesidir. Amino asit dizisi,
tekrarlayan bir glisin (Gly)-prolin (Pro)-X veya Gly-X-hidroksiprolin (Hyp) birimi ile
karakterize edilir; burada Gly, dizinin 1/3'linii olustururken, X ve Y, diger ¢esitli amino
asit kalintilarindan herhangi biri olabilir. Bununla birlikte, X konumu neredeyse
yalnizca Pro tarafindan isgal edilirken Hyp agirlikli olarak Y konumunda bulunur ve
her ikisi de toplam dizinin yaklasik 1/6'sin1 olusturur. Bu tiir diizenli tekrar ve yiiksek
Gly igerigi, ipek fibroin ve elastin gibi yalnizca birkag baska lifli proteinde bulunur,
ancak kiiresel proteinlerde asla bulunmaz. Béylece KOL’ iin siiper sarmali, komsu
zincirlerde yer alan Gly ve Pro arasindaki hidrojen baglar1 ve cesitli karbonil ve
hidroksil peptit kalintilar1 arasinda hidrojen baglar1 olusturabilen genis bir su agi ile

stabilize edilir.

Jel, KOL’iin kaynagma ve KOL’ den geri kazanim iiretim prosesinin
yontemine bagli olarak gesitli molekiiler agirliklara (MA'lar) ve izoiyonik noktalara
(IEP'ler) sahip ¢6ziinmeyen kolajenin termal denatiirasyonunun veya par¢alanmasinin
tirtinidiir. KOL birgok farkli formda mevcuttur ancak Jel, genellikle Cys igermeyen
Tip 1 kolajen agisindan zengin kaynaklardan elde edilir. Jel tiretimi i¢in kullanilan
KOL, sigir ve domuz Jel’ lerinin daha yaygin olarak kullanildig: farkli kaynaklardan
olabilir. Balik derileri, kemikleri ve yiizgegleri, denizkestanesi, denizanasi ve
Encephalopat'tan gelen kus ayaklar1 gibi Jel iiretimi igin alternatif KOL kaynaklari son
on yilda arastirilmistir. Bununla birlikte, amino asit bilesimleri, farkli kaynaklardan
elde edilen tiim Jel tiirleri arasinda biraz farklidir. Domuz derisi Jel’i ve kemik Jel’
lerinden elde edilen amino asitler Cys igermez, bunun yerine balik pulu ve kemik jeli
igerir; bu da memeli kaynaklariyla karsilastirildiginda daha az Gly igerigine sahiptir.
Domuz derisinden elde edilen Jel haricinde diger jelatinlerin higbiri aspartik asit (Asp)

ve glutamik asit (Glu) icermez.

Jel i¢in farmakope spesifikasyonlari, su igerigi (kurutma kaybi yoluyla)
siirmin %15,0'dan fazla olmadigimi gostermektedir. Genel olarak Jel, %9-11 nem
igerigine sahiptir. Buna ek olarak; KOL, stabilizasyon i¢in komsu zincirlerde bulunan

Gly ve Pro arasinda hidrojen baglarina ihtiya¢ duyar ve bu, kapsamli bir su agiyla
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basarilabilir. Bahsi gegen yayinlar 1siginda; T, Kolajen/Jelatin iskelelerin dermal
matrisi, iskele yapisin1 olusturmak, ¢apraz baglanmak ve 3B matris formunu korumak
i¢in 6nemli miktarda sudan olusacaktir. Oyleyse; TD' nin KOL/Jel matriks iiretiminin
ana prosesi olan liyofilizasyon isleminden sonra ~%10-%20 su miktarina sahip
KOL/Jel matriksi doguracak sekilde tasarlanmistir. TD' de kimyasal ve yapisal olarak
stabil KOL/Jel iskelesinin olmasi i¢in su igerigi limiti %20' yi gegcmeyecek sekilde

belirlendi.

TDM yara ortiisii hem dermal matristen hem de MP’ lerden olusur. MP’ ler,
GSH, SH ve DPPC' nin bir etanol/su karisimi1 iginde ¢6zlilmesi ve elde edilen karigimin
puskiirtiilerek kurutulmasiyla iiretilir. MP’ ler daha sonra TD' yi olusturmak ig¢in
dermal matris iizerine eklendi. Uriin kararliligi hem dermal matriksin hem de MP’ lerin
su icerigi dikkate alindiginda stabil bir iirlin elde edebilmek i¢in TD tibbi cihazinin su

iceriginin salinim limiti %20' yi gegcmeyecek sekilde belirlenmistir.

TDM’ nin firiinlin raf 6mri i¢in su igerigi limiti saglamak amaciyla TDM
tizerinde Dinamik Buhar Sorpsiyonu (DVS) analizi yapilmstir. Sekil 4.3 'te TDM' nin

buhar emme ve desorpsiyon egilimi verilmistir.
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Sekil 4. 3: A. TDM buhar emilimi ve desorpsiyon egilimi, B. %65 rH
sisteminde 25°C'de TDM buhar emilimi (Dinamik Buhar Sorpsiyonu (DVS) analizi)

TDM sekil 4.3.A 'daki grafikten de anlasilabilecegi gibi havadan %5 (w/w)'den
daha az buhar absorbe edebilmektedir. Buna ek olarak; Buhar emme seviyelerini
detayli olarak goérebilmek igin TDM %65 rH sisteminde 25°C kosullarinda 24 saat
bekletildi. Sekil 4.3.B 'deki TDM' nin %65 rH sisteminde 25°C' de buhar emilimi

verilmistir.

Boylece; DVS analizinden elde edilen veriler ve yukarida belirtilen Tiirkiye'nin
iklim kosullart ve TDM 'nin su igeriginin %20' i asmayan salinim limiti hakkindaki
bilgiler esas alinarak, su iceriginin raf dmrii sinirinin belirlenmesine karar verilmistir.

TD oran1 %25'ten fazla olmamalidir.
Ozetle; TDM' nin su igerigi limitleri asagidaki gibidir:
* Liyofilize dermal matriks i¢in su igerigi limiti = %20'den fazla degil (a/a)

* TDM igin su igerigi sinir1 (Salim sinir1) = %20'den fazla degil (a/a)
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* TDM igin su igerigi sinir1 (Raf dmrii sinir1) = %25'ten fazla degil (a/a)

4.7. PARCACIK BOYUTU VE STABILITE TESTI

Tablo 4.1°de TDM” lerin stabilite ¢alismalarinin sonuglarini géstermektedir.
Sonuglar GSH miktarinin ve partikiil boyutunun 1, 3, 6 ve 12. aylarda degismedigini

gostermistir.

Stabilite kabinlerinde 4+1°C ve 25+2°C' de (bagil nem %60) sonuglarin
goriildiigli tizere 12 ay depolandiktan sonra, dermal matriks 6rneklerinin fiziksel
gbriinlimii, agirligt ve boyutlarinda 6nemli bir degisiklik gozlenmemistir. ICH

tarafindan Onerildigi gibi stabilite caligmalari asagidaki kosullarda gerceklestirilmistir:
A. Uzun Vadeli Istikrar; 25 £ 2 °C / 60 = %5 bagil nem
B. Orta Diizey Kararlilik; 30 + 2 °C / 65 £+ %35 bagil nem

Iki validasyon serisinin (7181711P1 ve 7181801P2) 3 aylik stabilite sonuglar1
asagidaki kisimlarda sunulmaktadir. TDM' nin raf 6mrii spesifikasyonlarinda yer alan
goriinlim, su igerigi, GSH tahlili, sizint1 testi, mekanik dayanim ve sterilite testleri
sonuclarina goére uzun donem ve orta stabilite kosullarinda 3 ay limitlerini

karsilamaktadir

Yontem olarak MP’ lerin parcacik boyutunu 6l¢gmek i¢in Malvern mastersize
(Malvera, Ingiltere) kullamldi. MP’ ler damitilmis su iginde siispanse edildi ve boyutu
hemen olgiildii. 10 mg MP’ ler etanol-su (1:1) ile karistirildi ve 3 dakika boyunca
vortekslendi. Karisim gece boyunca calkalayict altinda tutuldu ve 0.45 um membran
filtreden siiziildiikten sonra GSH miktari, valide edilmis UPLC ydntemiyle belirlendi.

Dermal matris agirliklandirildi ve dermal matrisin ¢apini degerlendirmek igin dijital

bir pusula kullanildi.
Tablo 4. 1: Oda sicakliginda mikropartikiillerin stabilite calismasinin
sonuglari
Formiilasyon Stire (ay) Parcacik boyutu | GSH miktari
(um) (mg)
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TDM_0 0 27,33+0,30
1 20,34+0,12
3 19,86+0,21
6 18,44+0,16
12 20,25+0,23
TDM_1 0 30,25+0,30 0,98 mg
1 31,18+1,49 0,97 mg
3 33,28+2.56 0,96 mg
6 36,35+4,08 0,97 mg
12 34,56+4,22 0,97 mg
TDM 2 0 27,33+0,30
1 31,07+0,76
3 33,21+0,82
6 34,37+1,56
12 33,56+1,83
TDM 3 0 30,25+0,30 0,98 mg
1 44,67+1,22 0,99 mg
3 45,4442 05 0,99 mg
6 47,12+1,85 0,97 mg
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12 45,68+3,15 0,96 mg

4.8. FOURIER DONUSUMLU KIZILOTESI SPEKTROSKOPISI (FTIR)
ANALIZI

Kullanilan malzemelerin birbiriyle olan fonksiyonel yapisi Fourier transform
infrared spektrumlart (FTIR) kullanilarak dogrulanmistir. FTIR spektrumlari,
absorpsiyon piklerinin sirasiyla C=0, N-H ve C-N'nin karakteristik absorpsiyon
pikleri olan 1634 cm™* (amid 1), 1541 cm™ (amid 1) ve 1232 cm™'de (amid I1I) ortaya
ciktigin1 gostermistir (Nashchekina vd., 2023; Sionkowska vd., 2020; Y. Wang vd.,
2022). HA'nin tipik absorpsiyon pikleri, COO-'nun antisimetrik gerilme titresimine ve
simetrik gerilme titresimine atfedilen 1599 cm™ ve 1401 cm™'de ortaya ¢ikmistir. KOL
ve HyA’da yeni pikler ortaya ¢ikmamasina ragmen, amid I ve amid II (kolajende 1634
cm™ ve 1541 cm™?) sirasiyla diisiik dalga sayilarina (1624 cm™ ve 1539 cm™) kaymistir.
HyA'daki karboksilik gruplar ile KOL’daki amin gruplar arasindaki etkilesimler,
karboksilik gruplarin karakteristik absorpsiyon bandinmn (1599 cm™) TDM_2 ve
TDM_3’te 1624 cm™'e kaymasma yol agmustir, bu da KOL amid I'i ile HyA'nin
karbonil gruplar1 arasindaki etkilesime baglanmaktadir (Bakos vd., 1999; Bavaresco
vd., 2020; Liang vd., 2023; Xu vd., 2021). FTIR spektrumlarindaki bu degisiklikler,
HyA'nin uygulanabilir yontemle KOL ile basarili bir sekilde birlestirildigini
gostermistir

GSH, FTIR spektrumlari; 3550-3240 cm™ bolgesindeki genis absorpsiyon
band1 -OH, H20 ve -NH germe titresimlerine atfedilmektedir. GSH i¢in 2526 cm™'de
zirve yapan absorpsiyon bandi, GSH’1mn HyA’da i¢in spektrumda kaybolan v (SH)
germe modundan kaynaklanmaktadir, bu da tiyol grubunun deprotonasyonunu ve
GSH'ye baglanmasim gostermektedir (Kuroi vd., 2022). GSH'de 1718 cm™'de
gozlenen pik, glisin resi-due'nin -COOH grubunun C=Ostretching titresimine
atanmustir. 1537 ve 1398 cm™'deki pikler, GSH’in TDM_1 ve TDM_2 TDM_2 ve
TDM_4’te 1414-1256 cm™'e kayan -COO- titresiminin simetrik ve asimetrik germe
modlarina atfedilir ve bu da GSH'nin TDM’lere baglandigini dogrular (Ortowska vd.,
2023; Raza vd., 2023; Zeng vd., 2022).
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Sekil 4.4: TDM doku iskeleleri i¢cinde kullanilan malzemelerin FTIR analizi

Tablo 4.2: GSH katkili TDM doku iskelerin fonksiyonel bag yapilari

GSH katkili TDM doku iskelesi Fonksiyonel bag yapilari
C=0 stretching of GSH
C=0 stretching of GSH

1148 C—O stretching of GSH

1105 C—O stretching of GSH

780 C-S stretching of GSH
C—Cl stretching

637 C-S stretching of GSH

547 C-S stretching of GSH

TDM_2 ve TDM_3’te modifiye edilmis Laminin numunenin sonuglari: 1,240-
1,170 cm™'deki gerilme bandmin -- C -- O -- C -- grubuyla iliskili oldugu ve 2,800-
2,900 cm™'deki gerilme bandinin -- CH, gruplariyla iliskili oldugu gosterilmistir.
Spektrum, 1,650 cm™'deki gii¢lii bandin C ==O grubuyla iliskili oldugunu ve 2,800-
2,900 cmldeki gerilme bantlarmin -- CH, gruplaryla iliskili oldugunu
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gostermektedir. 3,431 cm™'deki gerilme bandi OH grubu ile ilgilidir. Ayrica 1,722 cm’
L'deki giiglii bandin C ==O grubu ile iliskili oldugunu ve 2,800-2,900 cm™'deki
gerilme bandimnin -- CH gruplarn ile iligkili oldugunu gostermektedir. Laminin
muamelesinin etkisiyle 3,408 cm™'deki ve 3,761 cm™' deki gerilme bantlari OH veNH
gruplariyla iligkilidir (Chen vd., 2018; Pidhatika vd., 2019; Sahebalzamani vd., 2015).

AVO i¢in FTIR spekturumlari: sirasiyla -c-CO-c gerilmesi (aromatikler), C=C
gerilmesi (Alkenler) ve C=H gerilmesi (Alkanlar) fonksiyonel gruplarina (belirtilen
bilesikler) karsilik gelen 1253 cm™, 1623 cm™ ve 2911 cm™ bolgelerindeki pikleri
sergilemektedir. 1758 cm™'deki pik, bitki ekstraktindaki fitokimyasallarm ve amino
asitlerin varhigimi gosteren C=0O bag gerilmesine karsilik gelmektedir (Alemu vd.,
2022; Arpi vd., 2023; Quifiones-Islas vd., 2013). 3443 cm™' de gdzlenen genis tepe
noktasi polifenollere karsilik gelmektedir. 602 cm™, 1028 cmt, 1409 cm®, 1640 cm™,
2361 cm™ ve 2938 cm™'deki bantlar alkil halojeniirler, alkanlar, siilfonamidler, siilfonil
kloriirler ve ester gibi biyoaktif bilesikleri gostermektedir (Castro-Garcia vd., 2022;
Cervantes-Paz vd., 2023; Foudjo vd., 2013). FTIR sonuglar, AVO’nun ¢oklu
biyolojik uygulamalar i¢cin daha iyi ajanlar olarak hareket eden esnek fonksiyonel
gruplarin varligini géstermistir

FTIR, molekiiler yapinin incelenmesinde Onem tasimaktadir. Cevresel
degisiklikler ve makromolekiillerin konformasyonu, spektrum bantlarinin yogunlugu
ve genisliginin yani sira piklerin diizeninde de degisikliklere yol agar. Saf JEL’in FTIR
spektrumu 3450 ve 3423 cm™'deki piklerin ikincil amidin N-H gerilmesine, 1680 ve
1640 cm™'deki C=0 gerilmesine, 1550 ve 1500 cm™ arasindaki N-H biikiilmesine, 670
cm'deki N-H diizlem dis1 sallanmasina ve 922 ve 2850 cm™'deki C-H gerilmesine
bagli oldugunu gostermistir (Cebi vd., 2019; Derkach vd., 2020; Srinivasa Rao vd.,
2022). KOL kivriminin 3360 cm™'deki karakteristik piki spektrumda yoktur, bu da
JEL iiretmek i¢in KOL denatiirasyonunu gésterir. Ote yandan, JEL katkili TDM_3 ve
TDM_4 doku iskeleleri FTIR spektrumunda 1700 ile 1800 cm™ arasinda degisen
karakteristik bir pikin gelistigi ve bunun polimerik birlesim ile bir hidroksil grubunun

ve ikincil bir amidin varligin1 gosterdigi tespit edilmistir.
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4.9. TARAMALI ELEKTRON MIKROSKOBU (SEM)

TDM doku iskeleleri, hidrojel tasarimlari ve c¢apraz baglama olmus TDM
yapilar1 olarak iki farkli SEM ylizey morfolojisine tabi tutulmustur. Yiizey morfolojik
yapilarinda GSH biyoaktif pargaciklari gosterilmistir. Herhangi bir boncuklanma
gozlenmemistir. Elde edilen goriintiiler diiz bir yiizey gostermistir. Bunun nedeni,
hazirlanan HyA bazli membran yapilarinin matris bilesiminin i¢ yapilari iizerinde
onemli bir uyumluluk gostermesidir. Ote yandan, gdzenekli goriintiilerde GSH’> mn
gozenekli bir yap1 olusturdugunu gdstermistir. Bunun nedeni KOL’ iin pozitif yiiklii
amino gruplarinin AVO ve diger biyoaktif maddelerin negatif yiiklii siilfat gruplariyla
giiclii iyonik etkilesimidir, bu da polimer ¢ozeltilerinin ¢okelmesine ve gozenekli
aglarin olusmasma neden olur. TDM soku iskelesi, GSH ilavesiyle matrislere
yiiklendiginde HyA hidrojellerindeki gozenek boyutunun daha da azaldigi
gozlemlenmistir. Bu durum TDM doku iskelesinin yapisma ve hiicre ¢ogalmasi igin
uygun oldugu doku miihendisligi yara Ortiisii uygulamalarinda kullanilabilirligine

kanit olarak gosterilebilir.
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Sekil 4.5: TDM o6ncesi tasarlanan hidrojel ¢ozeltilerinin SEM morfolojik

goriintiileri
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Sekil 4.6: TDM doku iskelelerin SEM morfolojik goriintiileri

4.10. TERMOGRAVIMETRIK (TGA) ANALIZI

Mineralize kolajendeki organik madde olan kolajen, sicakligin artmasiyla
kademeli olarak bozunabilir ve agirlik belirgin bir sekilde kaybolur. Mineralize
kolajende organik bir madde olan HyA, sicakligin artmasiyla bozulmaz ve 6nemli bir
agirlik kaybi olmaz. Bu nedenle, mineralize kolajen icindeki inorganik maddenin
organik maddeye orani, agirlik kayiplar1 analiz edilerek belirlenebilir. Sicakligin
artmastyla birlikte, kolajenin TG egrilerinde iki agirlik kayb1 adimi ayirt edilebilir.
Sicaklik arttikca, baglayici su ilk olarak 30-150 °C araliginda kaybolur. 250-600 °C
araliginda, kolajen zincirleri kirilmis ve yapt bozulmustur. Zincirlerin bozulmasi
ikincil konformasyon yapisinin yok olmasi anlamina gelmektedir. Agirlik kayiplarinin
cogu bozunma siirecinde meydana gelir. HA sadece baglayici suyun agirhigini
kaybedebildiginden, agirlik kaybi1 ¢ok azdir ve mineralize mikro yapidan bagimsiz
olarak mineralize kolajenin agirlik kayiplari, mineralize olmayan kolajeninkinden
daha dusiiktiir. TDM tabanli hidrojelin sterilize edilmemis ve sterilize edilmis hidrojel
iskelenin ilk 1sitma taramasinda, 10 -200 °C sicaklik araliginda genis bir endotermik

gecis gdzlenmistir. Ikinci 1sitma taramasinda endotermik pik gdzlenmedigi icin bu
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gecis tersinmezdir. Camsi gecis ve erime tersine cevrilebilirken dehidrasyon,
buharlagsma/bozunma tersine ¢evrilemez. Bununla birlikte, ikinci 1sitma taramasinda,
sterilize edilmis numunede daha yiiksek bir sicaklikta gozlenen taban ¢izgisinde bir
kayma gozlenmistir. Sterilizasyonun plastiklestirici olarak islev gorebilecek ugucu
icerigi ortadan kaldirmasi beklendiginden bu durum beklenmektedir. Oldukca
higroskopik olan bu hidrojellerde, bu endotermin adsorbe edilen/tutulan ve/veya
baglanan suyun kaybindan kaynaklanabilecegini sOyleyebiliriz. Tamamlayici olarak,
TGA izleri 0-600 °C sicaklik araliginda da kaydedilmistir. Sterilize edilmemis ve
sterilize edilmis ¢ift katmanli hidrojel bazl iskeleler i¢cin TGA termogrami benzer
termal bozunma modeli gostermistir. Hem sterilize edilmemis hem de sterilize edilmis
¢ift katmanli hidrojel bazli iskele i¢in 0°C-100°C sicaklik araliginda %12-18 agirlik
kayb1 gozlenmistir. Agirhik kaybi, ilk 1sitma taramasi sirasinda gozlemlenen
endotermik gecise karsilik gelmektedir. Polimer bozunmasi her iki durum i¢in de 200
°C-400°C arasinda gozlenmistir. Bu sonuglar, gama radyasyonu ile sterilizasyonun

gelistirilen ¢ift katmanli hidrojel bazl iskelelerin termal stabilitesini etkilemedigini

gostermektedir.
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Sekil 4. 7: TDM yapisinin TGA grafigi
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4.11. IN VITRO SALIM KINETiIGi: FRANZ HUCRESI MATEMATIKSEL

MODELLEMESI

Tablo 4. 3: GSH yiiklii TDM o6rneklerinin 6zellikleri (Veriler ortalama +
standart sapma (SD) n=3 olarak gdsterilmistir)

GSH |Ortalama ¢ap | Zeta potansiyeli | Kapsiilleme | fla¢ Yiikleme
(W/w) (nm) (mV) Verim (%) (%)
0 1194 +11 -17,1£0,5 -- --
0,2 130,4+1,9 -23,9+0,6 81,71 +£0,55 | 13,62+0,23
0,4 134,3 + 3,2 -20,8 £0,3 75,53 +055| 21,58+0,23
0,6 1413+ 27 -152+£0,7 63,17+1,07 | 23,69+ 0,58
110 - Coziinme Profili 100,
100 1 88,7 BL:B jié
90 ' . 4
720
80 - 7
E o H6.8
:E 60 1 Eosfét
S 50 =i pH 4.5 asetat
40 -
30 | +==pH 1.2
20 7 Dogrusal (pH
10 4.5 asetat)

10

15 20

Zaman (dakika)

25 30

Sekil 4. 8: Coziinme profili grafigi

GSH yiiklii TDM igin ¢cokme kosullarinin belirlenmesine yonelik yapilan test

sonuglari ile hem etkin madde hem de referans iiriin ile yapilan ¢oziinme caligmalari

sonucunda ph 1.2 ¢oziime ortami olarak secilmistir.
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Tablo 4. 4: 0,1 N HCI ortamli ¢6ziiniirliik ¢aligmasi

Numune (n) Teorik Tartim (gr) Deneyz;:)Tartlm % Geri Kazanim
0,1N HCI-n1 10,30 10,10 98,07
0,1N HCI-n2 10,04 9,73 96,93
0,1N HCI-n3 10,35 10,12 97,78
0,AN HCI-n1 20,70 18,84 90,99
0,1N HCI-n2 20,13 18,52 92,01
0,1N HCI-n3 20,68 18,75 90,67
0,1N HCI-n1 40,77 21,13 51,83
0,1N HCI-n2 40,11 21,04 52,45
0,1N HCI-n3 40,67 21,08 51,84
Tablo 4. 5: 4,5 pH Asetat ortamli ¢6ziiniirliik ¢alismasi
Numune (n) Teorik Tartim (gr) Deneyz;)Tamm % Geri Kazanim
pH 4,5 Asetat-n1 10,15 10,00 98,57
pH 4,5 Asetat-n2 9,99 9,96 99,70
pH 4,5 Asetat-n3 9,95 9,86 99,10
pH 4,5 Asetat-n1 20,16 17,79 88,26
pH 4,5 Asetat-n2 20,18 18,06 89,48
pH 4,5 Asetat-n3 19,97 18,02 90,26
pH 4,5 Asetat-n1 40,24 21,32 52,98
pH 4,5 Asetat-n2 40,23 21,50 53,45
pH 4,5 Asetat-n3 40,04 21,61 53,97

Tablo 4. 6: 6,8 pH Fosfat ortamli ¢oziiniirliik ¢aligmasi

Numune (n)

Teorik Tartim (gr)

Deneysel Tartim

(ar)

% Geri Kazanim

pH 6,8 Fosfat-n1

9,95

9,75

98,03
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pH 6,8 Fosfat-n2 9,97 9,87 98,96
pH 6,8 Fosfat-n3 9,96 9,85 98,91
pH 6,8 Fosfat-n1 20,09 17,56 87,43
pH 6,8 Fosfat-n2 19,9 17,25 86,70
pH 6,8 Fosfat-n3 20,23 17,62 87,09
pH 6,8 Fosfat-n1 40,07 19,77 49,35
pH 6,8 Fosfat-n2 39,94 19,59 49,05
pH 6,8 Fosfat-n3 40,32 19,83 49,18

Tablo 4. 7: Distile su ortaml1 ¢oziiniirliik ¢aligmasi

Numune (n) Teorik Tartim (gr) Deneyz;)Tamm % Geri Kazanim
Distile Su-n1 9,99 9,83 98,41
Distile Su-n2 9,95 9,72 97,71
Distile Su-n3 10,08 9,93 98,56
Distile Su-n1 20,29 18,73 92,30
Distile Su-n2 20,09 18,48 91,99
Distile Su-n3 20,32 18,42 90,64
Distile Su-n1 40,33 21,26 52,71
Distile Su—n2 40,08 21,15 52,77
Distile Su-n3 40,40 21,16 52,38
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Sekil 4. 9: In vitro GSH salim profili ¢alismasi

Graphic of GSH loaded TDM_3 Linearity
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Sekil 4. 10: GSH yiiklii TDM_3 6rneginin salim profili

4.12. IN VITRO ANTIBAKTERI ANALIZLER]

Biyolojik yiik testindeki 6rnek sayilari; 10 Tahmini biyolojik yiik (cfasample),
2,8 Sterilite testindeki numune sayisi, 100 - Sterilite testinin pozitivitesi, O - Sonug
(Sterilizasyon dozu- kGy), 15.8.2'den fazla pozitif sonug olmadigi i¢in sterilizasyon
dozu olarak 15,8 kGy belirlenmistir. Tiim proses adimlar1 gbz 6niine alindiginda: sprey
kurutma, liyofilizasyon, UV ¢apraz baglama TDM {izerindeki biyolojik yiik ¢cok diisiik

bulunmustur.
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Sekil 4. 11: Mikrobiyolojik testte, TDM 6rneklerine uygulanan ortalama
sterilizasyon dozu profili

Tablo 4. 8: Dort rutenyum kompleksinin minimum inhibitdr konsantrasyonlari

Gram-negatif bakterilere kars1 MiK'ler (MICs)
Ornekler (ug/mL) (ug/mL)
E. coli S. aureus
TDM_ 0 >200 >200
TDM 1 >200 >200
TDM 2 >200 >200
TDM 3 >200 >200
A B
250+ 60+
200- 200 pg/mL x
E,
5 1504 5
g <
= 4 % 20-
2.11 pg/mL -
24 =
0- 0 .
TDM_1 TDM_3 MIC 2xMIC

Sekil 4. 12: A. MIC degeri, B. TDM_3 (1 %, 2 x MIC) ile muamele edilen S.
aureus'ta GSH aktivitesi kaybi1 (Veriler ortalama + SD olarak sunulmustur)
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Tablo 4. 9: TDM' lerin kontrol gruplar1 ve zamanlarina gore karsilastirilmasi

Bacteri Siire sayisi Kontrol TDM 1 | TDM 2| TDM 3
1 100 100 100 200
MIC’ ¢ 2 100 100 100 200
kars1
S. aureus 3 100 100 100 200
Ortalama 100 100 100 200
1 200 100 100 200
MIC’e 2 200 200 200 400
karsi
E. coli 3 200 200 200 400
Ortalama 200 16747 | 167447 | 333+94
1 400 400 100
MIC’e karsi 2 400 200 100
C. albicans 3 400 200 100
Ortalama 400 267+94 100

Tablo 4. 10: TDM’lerin farkli MIC konsantrasyonlarda S. aureus ve E. coli

‘ye kars1 membran depolarizasyon yiizdesi

Ornekler Bakteri Konsantrasyon Depolarizasyon
(ng/mL)
(%, Ortalama)
50 (0.5xMIC) 25
100 (1xMIC) 28
S. aureus
200 2xMIC) 38
400 (4xMIC) 44
TDM 0
50 (0.25xMIC) 18
_ 100 (0.5xMIC) 21
E. coli
200 (1xMIC) 28
400 (2xMIC) 35
TDM 1 S. aureus 50 (0.5xMIC) 42
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100 (1xMIC) 59
200 2xMIC) 75
400 (4xMIC) 83
50 (0.5xMIC) 39
) 100 (1xMIC) 47
E. coli
200 (2xMIC) 60
400 (4xMIC) 68
50 (0.5xMIC) 25
100 (1xMIC) 28
S. aureus
200 (2xMIC) 38
400 (4xMIC) 44
TDM 2
50 (0.5xMIC) 18
) 100 (1xMIC) 21
E. coli
200 (2xMIC) 28
400 (4xMIC) 35
50 (0.5xMIC) 42
100 (1xMIC) 59
S. aureus
200 (2xMIC) 75
400 (4xMIC) 83
TDM 3
50 (0.5xMIC) 39
) 100 (1xMIC) 47
E. coli
200 (2xMIC) 60
400 (4xMIC) 68
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control DM 1 DM 2 DM 3

Sekil 4. 13: TDM ornekleri (2xMIC) ile 4 saat boyunca muamele edilen ve
ardindan canli/6lii boyamaya tabi tutulan S. aureus ve E. coli' nin floresan konfokal
goriintiileri

S. aureus

E. coli

Sekil 4.13 de pozitif kontrol olarak izopropil alkol (%70) ile muamele edilmis
bakteriler ve muamele edilmemis bakteriler negatif kontrol olarak kullanilmistir.
SYTO 9 boyas1 (yesil floresan) genellikle membranlar1 saglam (canli) bakterileri
etiketlerken, propidyum iyodiir (PI, kirmiz1 floresan) yalnizca membranlar1 hasarli

(6lii) bakterilere niifuz eder. Olgek gubugu 20 pm'dir.

4.13. IN VITRO HUCRE KULTURU ANALIZI

GSH 5,55 uM-150 puM'in hiicre canlilif1 agisindan taranmasin1 ve bu hiicrelerden
antioksidan belirteglerin arastirilmasini icermektedir. Insan dermal fibroblastlari ile
doku onarimi, ¢ogalma ve hiicre hareketliligini artirma {izerindeki etkilerinin
belirlenmesi amaciyla hiicre kiiltiirii calismalar1 gergeklestirildi. Insan dermal
fibroblast  {izerindeki  sitotoksisite, MTT  (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir) tahlili araciligiyla belirlendi. Sekil 4.14” de MTT testinin
sitotoksikte degerlendirmesi goriilmektedir. Sayilar proliferasyonun yiizde oranini,

stitunlar ise absorbansi temsil etmektedir. Hata ¢ubuklar1 + SD ortalamalaridir.

Antioksidatif etki saglayan hiicreler {lizerinde toksik etki goriilmedi ve 50
uM'de 9%269' a varan yiikksek cogalma gozlemlendi. Diger konsantrasyonlarda
hiicrelerin timii canliydi ve 150 pM'de minimum %135 gibi ¢ogalma oranlari
gosteriyordu. GSH ¢oziimii, test edilen tiim konsantrasyonlar i¢in benzer canliliklara
yol acti. Beklenildigi lizere %269 canlilifa sahip dramatik bir hiicre ¢ogalmasi
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yasandi. Ayni seyreltme yiiksiiz MP’ ler iizerinde de yapild1 ve sasirtict bir sekilde
ayni noktada %283 oraninda bir ¢ogalma gozlendi. MP matrisinin bilesenleri hiicre
canliligini sinerjistik bir sekilde etkiledi. AVO yapisindaki fosfolipitler yeni hiicre
membranlarinin  olusumunu olumlu yoénde degistirmis ve HyA hiicre gocilinii
arttirmigtir. Antioksidan belirtegler, GSH kapsiilli MP’ lerle tedavi edilen hiicrelerin
GSH/GSSG oraninin, ¢ozeltideki GSH etkinliginin ve MP’ lerdeki kalic1 aktivitenin
bir kanit1 gibi davrandigini ortaya ¢ikardi. Tiim konsantrasyonlardaki MP’ lerin
proliferatif oldugu ve ayrica oksidatif strese kars1 savunma mekanizmasina yardime1

oldugu bulunmustur.

Yara bolgesindeki s1vi miktarini ve ayrica GSH' in MP’ lerden yavas salinimini
da g6z Oniine aldigimizda, ¢alismamizin sonuglarinda 200 pg'a kadar GSH'1n giivenli
bir sekilde kapsiillenebilecegi sonucuna varabiliriz. Yara bdolgesinde optimum
konsantrasyon olarak 50 uM aldigimizda optimum konsantrasyon 50 pg GSH' a
ayarlanabilmektedir. Sekil 4.14° de grafiksel olarak sonuclar gosterilmistir.
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Sekil 4. 14: MTT testinden sitotoksisite degerlendirmesi
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GSH c¢ozeltisi test edilen tiim konsantrasyonlar i¢in benzer canlilifa yol
acmustir. Lipid nanopartikiillerle yapilan caligmalar 50 uM GSH konsantrasyonunun
dermal uygulamalar i¢in optimum oldugunu ortaya koymustur. Bu nedenle TDM_3
nihai GSH konsantrasyonlar1 5,5 olacak sekilde seyreltilmistir. Beklendigi gibi, 50
uM'de % 283 canlilik ile hiicrelerde bir cogalma olmustur.

Ayni seyreltme yiiksiiz MP’ ler {izerinde de gerceklestirilmis ve ayni noktada
%232' liik bir ¢ogalma goézlenmistir. Hiicre ¢ogalmasi agisindan GSH sollisyonunun
MP’ lere ulasamamasi ve yiiksiiz MP’ {in dramatik bir performans gostermesi
nedeniyle, MP matris bilesenlerinin sinerjik bir sekilde sonucu etkileyebilecegi
distiniilmistiir.

AVO’ nun yapisindaki fosfolipitler yeni hiicre membranlarinin olusumunu
olumlu yonde degistirebilir ve HyA hiicre gociinii artirabilir.

Sonug olarak yiiksiiz ve GSH yiiklii formiilasyonlar hiicreler {izerinde toksik
etki gostermemistir. Uretilen MP’ lerin hiicre cogalmas iizerinde sinerjik bir etkiye
sahip oldugu gosterilmistir. MP matrisi i¢indeki HyA ve AVO’ nun hiicre biiyiimesi
acisindan faydalar1 olabilir ancak GSH’ m tek basina fayda saglamayacag:

anlagilmistir.

Hiicre kiiltiiri calismalariyla elde edilen GSH/GSSG seviyeleri, GSH' n
antioksidan aktivitesinin bir kanit1 olarak islev gormistiir. GSH yiikliic MP’ lerin
etkisini aragtirmak i¢in antioksidatif parametreler test edilmistir ve Sekil 4.15 ’te
grafiksel olarak gosterilmistir. Insan antioksidan savunmasi siiperoksit dismutaz
(SOD), glutatyon peroksidaz (GPX) gibi enzimatik tutucular ve GSH gibi hidrofilik
tutucularla donatilmistir. Savunma ayrica glutatyon rediiktaz (GSSG) gibi molekiiler
antioksidanlarin oksitlenmis formlariin indirgenmesinde rol oynayan enzimleri de
icermektedir. Malondialdehit (MDA) serbest radikallerin neden oldugu lipid
peroksidasyonunun en dnemli {iriiniidiir. Bu nedenle, hiicre kiiltiirli ¢alismalarindan
elde edilen hiicre lizatlarinda yukarida belirtilen antioksidan parametreler analiz

edilmistir.
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Sekil 4. 15: Hiicre lizatlarindan elde edilen A. toplam GSH, B. toplam
GSH/GSSG, C. GPx, D. MDA ve E. SOD seviyeleri

Sonuglarin GSH’ 1n radikal siipiiriicii 6zelliklerinden ve glutatyon rediiktaz ile
etkilesiminden kaynaklandigi disiiniilmiistir. TDM_3 ve GSH siispansiyonunun
GSH/GSSG orani farkli degildi. Bu sonug, GSH’ 1n ¢o6zeltideki etkinliginin ve MP’

lerdeki kalict etkinliginin bir kanit1 gibi davranmustir.
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Sekil 4. 16: GSH ve biyoaktif yiiklii malzemeler ile yapilan degerlendirmeler

TDM Yara Ortiisii, yiizeyinde antioksidan etkiden sorumlu olan GSH kapsiillii
MP’ lere sahiptir. GSH, hiicre ¢ogalmasini uyaran giiglii bir antioksidandir ve serbest
radikaller iizerindeki siipliriicii etkisi nedeniyle faydalar1 vardir. Hiicre kiiltiirii
calismalarindan da goriilebilecegi gibi, TDM Yara Ortiilerinin yiizeyindeki MP’
lerden salinacak GSH konsantrasyonlarinin hiicre cogalmasinin artmasi ve hiicrelerde
ROS iretiminin azalmasi1 iizerinde etkili oldugu bulunmustur. Hiicre kiiltiirii
caligmalari, GSH yiikli HA-DPPC biyoaktif ajanlarin 0,5 pg (500 ng) gibi diisiik
konsantrasyonlarda yiiksek proliferasyon ve antioksidan aktivite sergiledigini ortaya

koymustur. Buna gore, klinik partiler ve kontrol limitleri tasarlanmis ve sabitlenmistir.

Sekil 4.16° da goriilen grafiksel sonuca gore L929 hiicre kiiltiirii 24 saat
boyunca "TDM biyoaktif yara ortlisii" ekstraktina maruz birakilarak, kontrole gore
hiicre 6liimiine neden olma potansiyeli degerlendirilmistir. Kontrol 6rnegine gore
hiicre canlilig1 84 olarak bulunmustur. Biyouyumluluk ISO 10993-5;20009 sitotoksisite

test prosediirii sonucunda %23 +14.21 olarak bulunmustur.

75



120.00

100.00
80.00
60.00
40.00
20.00

0.00

control-1 comtrol-2 control- controH+ TDMI1

Cell viability %

Sekil 4. 17: Biyoaktif Yara Ortiisii dziitlerine 24 saat boyunca maruz
kalmanin ardindan Kontrol 2' ye gore hiicre canlilig1 yiizdesi

"TDM Biyoaktif Yara Ortiisii" 6rneklerinin sitotoksisitesi, herhangi bir islem
uygulanmadan Orneklerle ayni kosullarda inkiibe edilen Kontrol 2'nin % hiicre

canlilig1 normalizasyonuna dayali olarak analiz edilmistir.

Sonuglar, ii¢ kopya halinde calistirilan {i¢ rastgele numunenin ortalamasini
gostermektedir. Ortalama deger grafikte belirtilmistir. Standart sapmalar {i¢ bagimsiz
numuneden elde edilen degerlere gére ¢izilmisti. TDM Biyoaktif Yara Ortiisii
ekstraktlar1t WST-1 Hiicre canlilig: testini (Kolorimetrik) takiben analiz edilmis ve
numunenin sitotoksik olmadigi bulunmustur. Ancak, sitotoksisite agisindan

numuneler arasinda tutarsizlik bulunmustur.

4.14. HUCRE iCi GSH AKTIVITESI

Hiicre i¢ci GSH aktivitesi standart bir Ellman testi kullanilarak belirlendi. E
faecalis silispansiyonlar1 (~105 CFU/mL) 37 °C'de 6 saat boyunca artan bilesik
konsantrasyonlartyla muamele edildi. Hem kontrol hem de muamele edilen hiicreler 5
dakika boyunca 5000 rpm'de santrifiij edildi, PBS ile yikandi ve lize edildi. Berrak {ist
sivi toplandi. Daha sonra, Tris-HCI (50 mM) ve 5,5-dithiobis (2-nitrobenzoik asit)
(DTNB) (100 mM) eklendi ve 37 °C'de karanlikta 30 dakika inkiibe edildi. Elde edilen
¢ozelti spektrofotometri ile 412 nm'de 6lgildi.
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4.15. ROS TAHMINI

GSH yiikli MP’ lerin GSH igerigine gore 0,05-2 mg konsantrasyon
araliklarinda sitotoksisite ve proliferasyon potansiyelini belirlemek amaciyla ikinci
hiicre kiiltiirli caligmalar1 yapildi. Bu MP’ lerin ve GSH’1n tek basina konsantrasyon
taramast MTT tahlili ile degerlendirildi. Hidrojen peroksit (H202) kaynakli reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunun tahmini hiicre kiltliri c¢alismalart ile
gergeklestirilmistir. Kullanilan en diisiik konsantrasyonda (0,5 ug GSH'a esdeger 0,05
mg mikropartikiil ve ayrica sadece 0,05 ug GSH tek basina) herhangi bir
sitotoksisitenin gozlenmedigi ve 0,02 pg GSH' 1n tek basina veya 0,2 mg MP igerisinde
hiicre ¢cogalmasinin basladigi goriildii. Bu diisiik konsantrasyonda bile hiicrelerdeki
ROS miktar1 azalmaya baslamistir. Bu calisma, GSH' in diisiik konsantrasyonlarda bile
hiicre canlilig1 ve oksidatif stres lizerinde olumlu etkisi oldugunu gostermistir. GSH
icerikli MP’ lerin, 0,5 pg gibi diisiik konsantrasyonlarda bile énemli ¢ogalma ve
antioksidan aktivite gosterdigi, hedeflenmis bir ¢ogalma ve antioksidan aktivite
sergiledigi sonucuna agik¢a varabiliriz. Sonuglarimiza gore, test edilen formiilasyonlar
arasinda, 20 ug GSH igeren 2 mg MP ve tek basina 20 ug GSH en yliksek proliferasyon
ve antioksidan etkiye sahiptir. 0.5 ug GSH MP’ leri proliferasyon agisindan kontrolden
farkl1 degildi. Ancak bu smirin {lizerinde her konsantrasyonda proliferasyon
goriilebilmektedir. Hiicre i¢i ROS konsantrasyonu tiim konsantrasyonlarda ve tiim
kosullarda GSH varligiyla azalmistir. GSH' 1n antioksidan etkilerinin altinda yatan
mekanizmalar, serbest radikallerin temizlenmesinin yani sira membran reseptorleri
araciliglyla enzimlerin aktivasyonunu igerir. Boylece hiicrelerdeki ROS

konsantrasyonu, proliferasyon ile ayn1 egilimle azalmigtir.

4.16. OKSIDATIF STRES

Hiicre kiltiirii 6rneklerinden elde edilen hiicre lizatlarinin analizi, MDA, SOD
ve GPX seviyeleri agisindan gruplar arasinda anlamli bir fark olmadigini ortaya
koymustur. GSH yiiklenmis MP ve GSH soliisyonundan elde edilen GSH/GSSG
(indirgenmis glutatyon/oksitlenmis glutatyon) orani, kontrol ve yliklenmemis MP’
lerden istatistiksel olarak farkliydi. Bu oran hiicredeki oksidasyonun bir 6l¢iisti olarak

kullanilabilir.
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SONUC

Bu tez ¢alismasinda antioksidanlari serbest birakmak ve yara ortaminin hassas
dengesini korumak i¢in diger bilesenlerle birlikte calisan bir dermal matris
olusturulmustur. Bu amagla, ti¢ boyutlu gézenekli kollajen-laminin dermal matrisleri
hazirland1 ve GSH yiikli HyA/AVO mikropartikiiller ile doygun hale getirildi. Bu
sayede TDM, kronik yara tedavisinin etkinligini arttirir, iyilesme siiresini kisaltir ve
doku onarimina yardimci olur. Yara bdlgesindeki oksijensiz radikalleri azaltma
yetenegi, savunma mekanizmalarini, yara bolgesinin geri kalanimi ve cilt dokularini

telafi ederek yara iyilesme siirecini desteklemesi beklenmektedir.
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