DIVAJOL RPArS

-~

1Z3 | SUeSIT YasynA
IfequijigeuyeAwryy

GTOZ LVdAS

W FATIH UNIiVERSITESI

Fen Bilimleri Enstitiist

Kimya Boliimii
Yiiksek Lisans Program

PROPOLIS EKSTRAKT iCEREN DOGAL YARA ORTUSU
MALZEMELERININ HAZIRLANMASI VE
KARAKTERIZASYONU

Sibel TOPDAG

SUBAT 2015



PROPOLIS EKSTRAKT iCERENDOGAL YARA ORTUSU
MALZEMELERININ HAZIRLANMASI VE
KARAKTERIZASYONU

Sibel TOPDAG

Fen Bilimleri Enstitiist

Yiiksek Lisans Tezi

Fatih Universitesi

Kimya Anabilim Dali

Subat 2015
Istanbul, Tiirkiye



ONAY SAYFASI

Kimya Anabilim Dal1 502212006 numarali dgrencisi Sibel TOPDAG tarafindan
hazirlanan bu tezin Yiiksek Lisans Tezinde bulunmasi gereken yeterlilige, kapsama ve
niteligine sahip oldugunu onayliyorum.

Dog¢. Dr. Mehmet SENEL
Tez Danismani

Bu tezin sekil ve igerik acisindan Fen Bilimleri Yiiksek Lisans Tez Yazim
Kilavuzunda belirtilen kurallara uygun formatta yazildigini onayliyorum.

Prof. Dr. Abdiilhadi BAYKAL
Anabilim Dali Bagkani

Tez Smaw Jiiri Uyeleri

Dog. Dr. Mehmet SENEL

Prof. Dr. Abdiilhadi BAYKAL

Dog¢.Dr. Mustafa Fatih ABASIYANIK

Bu tezin Fen Bilimleri ensititiisii yliksek lisans Tez Yazim Klivuzunda belirtilen
kurallara uygun formatta yazildigini onayliyorum.

Prof. Dr. Nurullah ARSLAN
Enstiti Muduri

Subat 2015



PROPOLIS EKSTRAKT iCEREN DOGAL YARA ORTUSU
MALZEMELERININ HAZIRLANMASI VE
KARAKTERIZASYONU

Sibel TOPDAG

Yiiksek Lisans Tezi—Kimya Bolimii
Subat 2015

Tez Danmismani: Dog. Dr. Mehmet SENEL

0z

Giintimiizde, piyasada yara iyilesme siirecine katkisi olan ¢ok ¢esitli yara ortiileri
vardir (pasif yara ortiilerinden interaktif ya da biyoaktif yara ortiileri). Polisakkaritler
(aljinat, Kkitin, kitosan, heparin), proteoglikanlar ve proteinler (kollojen, jelatin, fibrin,
keratin, ipek lifler),poli(tetrafloroetilen), poli(vinilkloriir), polietilen, gibi baz1 dogal ve
sentetik polimerler yara ve yanik tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Aljinat,
jelatin, propolis biyomedikal alaninda kullanilan dogal malzemelerdir. Bunlar,
biyouyumluluk, biyolojik olarak kendine 6zgii yapt ve iyi mekanik dzellikleri nedeniyle
hiicre ¢ogalmasi, mirasyonu ve farklilagma i¢in optimum mikroortam saglarlar ve yarayi
iyilestirir. Bu ¢alismada aljinat ile farkli konsantrasyonlar propolis ekstrakti (0,1, 0,5 ,1,
3%) ile ince hidrojel film ve kopik dogal yara ortiisii malzemeleri hazirlandi ve
karakterize edildi. Ayn1 zamanda jelatin ve farkli konsantrasyonlar propolis ekstrakti
(0,1, 0,5, 1, 3%) ilekopiik dogal yara ortii malzemesi hazirlandi ve karakterize edildi.
Hazirlanan kopiik ve hidrogel film yara ortiilerinin karakterizasyonu ig¢in FTIR,
yiizeysel 0zelligi icin SEM, gozenek boyutu, farkli pH’larda sisme o6zelliklerine, su
tutma kapasitelerine, in vitro bozulmasi ve antimikrobiyal 6zellikleri incelendi. Ayrica
hazirlanan hidrogel filmin, film kalinlig1 ile su buhar1 gegirgenligi 6zelligide incelendi.

Anahtar Kelimeler:yara, yara ortiisii, kopiik, hidrojel film
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ABSTRACT

Currently, there are a variety of wound dressings available ranging from passive to
interactive and bioactive products that contribute to the healing process. Some natural and
synthetic polymers such as polysaccharides (aljinates, chitin, chitosan, heparin ),
proteoglycans and proteins (collagen, jelatin, fibrin, keratin, silk fibroin ),
poly(tetrafluoroethylene), poly(vinyl chloride), polyethylene are extensively used in wounds
and burns management. They provide an optimal microenvironment for cell proliferation,
migration and differentiation, due to their biocompatibility, biodegradability, peculiar
structure and good mechanical properties and the wound heals. Aljinate, jelatine, propolis are
natural materials widely investigated and used in the biomedical field. Inthis research work,
thin hydrogel films and foams composed by aljinate and propolis extract in different
proportions(0,1, 0,5 ,1 and 3%) were prepared and characterized. At the same time foams
composed by jelatine and propolis extract in different proportions(0,1, 0,5, 1 and 3%) were
prepared and characterized. Forthe characterization ofthe preparedfoamandfilm
dressingshidrogelFTIR, SEM for thesurfacefeature, the pore size ofthedifferentpH ofswelling
properties, water retention capacity, in vitro degradationand
examinedtheantimicrobialproperties.  In  additiontothefilm  thicknesswas investigated
infeaturefilmspreparedhidrogelwatervapor permeability.

Keywords: wound, wound dressing, foam, hydrogel film
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TESEKKUR

Oncelikle calistigim konunun her asamasinda beni bilgilendiren ve yaptigim
calismanin bu seviyeye gelmesinde biiyiik emegi olan, laboratuvar imkanlarinin saglayan,
tezimin hazirlanmasinda yardimci olan, ¢alismalarim siiresince karsilastigim
zorluklarda beni yalniz birakmayan, vaktini hi¢gbir zaman esirgemeyen, birikimleriyle
beni yonlendiren ve her zaman destekleyen tez hocam Dog¢. Dr. Mehmet SENEL’e

ictenlikle tesekkiir ederim.

Laboratuvarda deneysel ¢alismamda yardimci olan Merve HUYSAL ve Kiibra
KARAHANA’a ve antimikrobiyal calismalarimda yardimeci olan Ogr. Gor. Ahmet
GUNER e tesekkiir ederim.

Ayrica, laboratuvar iginde ve diginda yardimlastigim Berna BUYUK, Umran
KURTAN ve Hamide AYDIN’a tesekkiirlerimi sunarim.

Bugiinlere gelmemde en biiylik pay sahibi olan, hayatim boyunca beni her
konuda destekleyen ve egitimim esnasinda beni bagindan beri yalniz birakmayan, maddi
manevi her tiirlii destek saglayan anneme, babama ve kardeslerime sonsuz tesekkiir

ederim.
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BOLUM 1
GIRIS

Son yillarda saglikcilar hastalarda giderek artan sayida iyilesmesi ve tedavisi zor
yara ve yaniklarla karsi karsiya kaliyor [1]. Cilink{i yara ve yaniklar, hastanin yagam
kalitesini etkilemekte ve saglik bakim maliyetini arttirmaktadir[2]. ABD’de her yil
tahminen 1,25 milyon yanik vakasi olmakta, 12500hasta yanik iinitelerinde tedavi
gormektedir [3]. Yara iyilesmesi zor bir siiregtir[4]. Yaradaki nekrotik (6lii) dokular
normal yara iyilesmesini engeller, bakteri {iremesi i¢in uygun bir kiiltlir ortami olusturur
ve yara iyilesmesine karsi fiziksel bir bariyer olusturur[5]. Yaradaki enfeksiyon, yara
tedavisinde biiyiik bir zorluk olusturur, ¢linkii enfeksiyon yara iyilesmesini geciktirir ve
diizensiz kollajen birikmesine neden olur [6]. Bu yiizden yara iyilesmesinin uyarilmasi
igin, pasif bir pansuman ile optimum nem saglanmak gereklidir [7]. Yara ve yaniklar
i¢in pasif bir pansuman olarak gazli bezler, hidrojeller, kopiikler, hidrokolloidler, aljinat

kolajen, seliiloz, poliiiretan gibi gesitli tiriinler tavsiye edilir [8].

Akut ve kronik yaralar tiim diinyada ¢cok yaygin bir saglik sorunu olusturmaktadir.
Etkili bir iyilesme siireci, doku onarim asamalarini iyi anlamay1 ve uygun yara Ortiisii
se¢imini gerektirir. Yara iyilesmesi sirasinda, yara Ortlisii yarayir korur ayni zamanda
dermal ve epidermal dokular1 kurtarmaya katki saglar. Giinlimiizde yara iyilesme
stirecine katkist olan ¢ok cesitli yara ortiileri vardir. Polisakkaritler (aljinat, Kitin,
kitosan, heparin), proteoglikanlar ve proteinler (kollojen, jelatin, fibrin, keratin, ipek
lifler),poli(tetrafloroetilen), poli(vinilkloriir), polietilen, gibi bazi dogal ve sentetik
polimerler yara ve yanik tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bunlar,
biyouyumluluk, biyolojik olarak kendine 6zgii yap1 ve iyi mekanik 6zellikleri nedeniyle
hiicre ¢ogalmasi, mirasyonu ve farklilasma i¢in optimum mikro ortam saglarlar ve

yaray!1 iyilestirir.



1.1 YARA

Yara; mekanik termal elektriksel ve kimyasal zedelenmeler ya da tibbi veya
fizyolojik rahatsizliklar sonucu deri veya doku biitiinliigiiniin kaybolmas1 olarak

tanimlanabilir [9].
1.1.1 Yara Cesitleri

Yaralar tiplerine ve davranisina gore akut ve kronik olmak tizere iki biiyiik sinifa
ayrilirlar. Akut yaralar; laserasyon, abrazyon delinme tarzi, yanmiklar ve cerrahi
insizyonlardir. Kronik yaralar ise; basi yaralari, diyabetik ilserler, vendz iilserler,
arterial ilserler. Akut yaralar gegici bir etkenin neden oldugu ve kabul edilebilir bir
siirede iyilesen yaralardir. Bu yaralarin iyilesmesini engelleyen faktorler az sayidadir.
Kronik yaralar ise, siirekli bir etkenin neden oldugu iyilesmeyen veya yavas iyilesen (iig
aydan daha uzun siirede) yaralardir. Iyilesmeyi engelleyen birgok sistemik ve lokal

faktor s6z konusudur ve yara siklikla tekrarlar[10].
> Akut Yaralar

Akut yara tipleri; agik yara ve kapali yara olarak ikiye ayrilirlar.Acik yarada deri
eksikligi vardir. O zamana kadar deri Ortiisli altinda yasamini siirdiiren dokular acikta
kalir ve atmosferle temas halindedir. Bu durumdan doku ve hiicreler olumsuz
etkilenirler. Kisa siirede deri ile kapatilmadigi takdirde pek ¢ok olumsuz faktér bu
yaralarin iyilesmesini bozar. [11]. Kesik yaralar, ezik yaralari, batict yaralar, 1sirik ve

sokma, yaniklar acik yaradirlar.

Kapali Yaralar; acik yaralardan daha tehlikelidirler ve ii¢ temel baslikta

siniflandirilirlar.
* Kontiizyon: Kiint bir travma sonucu deri altt dokularda hasar gelismesidir.

* Hematom: Deri alt1 dokularda damarlarda gelisen hasar sonucunda deri altinda kan

birikimidir.



* Ezilme: Dokulara ya ¢ok biiylik miktarda bir giiclin kisa siirede, ya da daha az bir

giiclin uzun siire de uygulandigi durumlarda olusur.
» Kronik Yaralar

Kronik yaralar, kabul edilebilir bir siirede iyilesmeyen yaralardir. Genelde ii¢ ay
icinde iyilesmezler veya tekrarlarlar. Kronik yaralarda siklikla inflamatuar asamada
uzama olur. Akut yaralarda anabolik ve katabolik fazlarda tam bir denge varken kronik
yaralarda bu denge kaybolmustur ve katabolizma 6n plandadir. Kronik yaralarin biiyiik
bir kismi ya tamamen iyilesmez veya iyilesme siireci yillarca devam eder. Bu durum
hastalarda ciddi bir emosyonel ve fiziksel stres olusturmasi yaninda hastaya ve baglh
oldugu saglik giivence sistemine yiik olusturur. Basi yaralar1 (yatak yaralar), diyabetik

tilser, venoz iilser kronik yara ¢esitlerindendir.

Yaranin akut veya kronik olmasi ve yara lezyonunun genisligi ve derinliginin yan1
sira hastanin yasi, beslenme durumu ve bireye 6zgili tedavi durumu gibi faktorler

iyilesme evresini etkileyen faktorlerdir [12].
1.1.2 Yara lyilesmesi

Yara iyilesmesi hasar gormils dokunun yapisal ve fonksiyonel biitiinliiglini
yeniden diizenleyen bir dizi olaylar1 igeren bir siirectir [13]. Genel olarak primer,
gecikmis primer (tersiyer) ve sekonder iyilesme olmak iizere ii¢ tip yara iyilesmesi
vardir [14]. Yara iyilesmesi yara dokusu ve fonksiyonel bir bariyer restorasyon

daralmasi ve kapanma ile sonuglanan karmasik bir siiregtir [15].
1. Primer Yara lyilesmesi

Yarada doku kaybi gbzlenmez, yara kenarlarinin dikis, stapler veya tape ile biraraya

getirilmesiyle olusur [16].Sonug¢ta minimal skar ve 6dem olusur (Sekill.1).
2. Sekonder Iyilesme

Tam kat yara, ozellikle doku kaybi olan vakalarda agik birakilarak, graniilasyon
dokusu ve takiben yara kontraksiyonu ve epitelizasyon ile iyilesmesi saglanir (Sekil
1.1). Bu yaralara dikis konulmaz. Sekonder iyilesme yavas isleyen bir siirectir Yara

kapanmasi basarilamaz ise Kronik yara olusur [14]. Sekonder iyilesmede her zaman



skar (yara izi) olusumu vardir, iyilesme rejenerasyonla degil tamirle meydana gelir
[16].

3. Tersiyer Iyilesme

Gecikmis primer iyilesme, tersiyer iyilesme olarak da bilinir. Gecikme, asir1 doku
nekrozu,yabanct cisim ve kontaminasyon olan yaralarda, enfeksiyon gelismesini
Oonlemek icin yaranin birka¢ gilinsonra kapatilmasidir. Bu yaralarda da kollajen

metabolizmasi bozulmaz ve primer iyilesme ile kapanir [14].

Primer yara iyilesmesi Sekonder yara iyilesmesi

RO RIS

24 saat

Mitoz
7 % Grantlasyon
= dokusu

3-7gin [)———————Makrofaj
——— Fibroblast
Yeni kapillerler
Birkag

hafta Fibrozis

sonra

Sekil 1.11 Yara iyilesmesi [20].

1.1.2.1 Yara Iyilesme Evreleri

Yara iyilesmesi, bozulmus olan doku biitiinliigiinii diizeltmeyi amaglayan,
hiicrelerin, mediatorlerin, biiylime faktorlerinin ve sitokinlerin karsilikli etkilesimini

iceren karmasik bir onarim siirecidir [7-18]. Bu siire¢ (Sekil 1.4) hemostaz ve pihti



olusumu sonrasi, list liste ii¢ temel basamak icermektedir: a) infilamasyon, b)

proliferatif basamak (¢ogalma evresi), ¢) yeniden olugsma basamagi [19].

Fibrin piht1 olusumu

|

inflamasyon
Vaskiiler - Seliiler immiin
Sivinin disari Proliferasyon cevabin uyarilmasi
s1zmasi Kollajen olusumu endotel hiicre
Lenfatik Yeni damar olusumu bilyiimesinin
tikanma uyarilmasi

|

Yeniden sekillenme

Sekil 1.12 Yara iyilesme evresi [22].

Tiim bu fazlar matriks proteinleri, epitel hiicreleri, sitokinler ve biiylime faktorleri
arasindaki etkilesimler tarafindan diizenlenir [21]. Yara alaninda ilk olay hemostaz,
damarlarin biiziilmesi ve trombosit agregasyonudur [23]. Trombositlerin Kkollajene
baglanmasi, trombosit agregasyonunu arttirmada 6nemli rol oynar[24]. Kollajen ayrica
Faktor XII’ ye direkt etki ederek de kananimin durmasinda yardimci olur. Heterolog
kollajen uygulamasmin yara alaninda fibronektin miktarimi da arttirdigr iddia
edilmektedir. Fibronektinin kemotaktik 6zellikleri vardir [25]. Fibrin stabilizan faktor
(Faktor XIII) yardimiyla fibrini baglayabilir ve piht1 olusumunda 6nemli bir rol oynar

[23]. Yara iyilesmesindeki fibrozis, skar kontraksiyonu ve bag dokusu yapiminda



fibroblast ve kollajen etkilesiminin s6z konusu oldugu 6ne siiriilmektedir[26]. Bu siire¢
sonunda tamir sonucu skar olusabilecegi gibi rejenerasyon sonucu kayip dokunun tam

olarak geri kazanimi da olusabilir[16].

1.1.2.1.1 Inflamasyon Evresi (0-3 giin)

Bu evrenin biyolojik amaci, uyaranin neden oldugu hiicresel yaralanmayi tamir
etmek, hiicre ve yabanci cisim atiklarini temizlemek, bakteri ve/veya uyarani
sinirlandirarak ~ organizma iizerine olan zararhi etkileri engellemektir [27-
28].inflamasyon fazinda Sekil 1.3’de goriildiigii gibi mast hiicreleri, fibroblast ve
makrofaj gibi bag doku elemanlar1 gérev almaktadir. Oncelikle yaralanma sonrasi ilk
yanit kanamanin kontrolii i¢in trombositlerden trombil olusur ve pihti meydana gelir
[29]. Burada pihtinin iki gorevi var, agiga ¢ikan dokularin gegici olarak korunmasini
saglamak ve hiicre gogl igin gegici bir matrik olusturmak [16]. Pihtidan sonra
inflamasyon baglangic asamasi gelisir [21]. Yaralanmadan birka¢ saat sonra iltihabi
hiicreler (notrofil ve monositler) pihti icerisinde yer alirlar. Bu hiicreler fagositoz
yoluyla, ayrica salgiladiklar1 enzim ve toksik oksijen tiriinleri araciligiyla yara bolgesini

bakteri ve nekrotik artiklardan arindirirlar [30].

Mast hiicresi Fibroblast Makrofaj

Bag dokusu
hiicreleri

Damar
Endotel Bazal membran '}d‘" e Fo N
Kollajen tip tip IV ~,J"f\) ; N"’"’W e i T
Bag dokusu Laminin b sk T gy, “mcen ] f,& Ny
matriksi Fibronektin Sxamm

Proteoglikan ~ Elastik lifler  Kollajen lifleri Proteoglikan
Digerleri

Sekil 1.13 Inflamasyonun meydana gelmesi i¢in gerekli olan vaskiilarize bag doku
elemanlar [31].



Ucg giin icerisinde iltihabi reaksiyon gec evreye ulasir. Bu asamada bélgeye ulasan
makrofajlar yara debridmaninin yani sira yara iyilesmesi prosesinde gorevli hiicreleri
hedef alan polipeptid medyatorleri salgilarlar [32]. Makrofajlar araciligiyla sinyal
gonderilen lenfositlerin cevabi antijene 6zgiidiir, antijenin tanimlanmasiyla ona 6zgiil

lenfositler lenf diigiimlerinde ¢ogalir ve savasmak icin bolgeye transfer edilir [33].

1.1.2.1.2 Proliferasyon veya Fibroblastik Faz (3-72 giin)

Bu fazda, yara bolgesinde epidermal ve dermal katmanlarin yeniden olusumu
saglanir[34]. Makrofajlar tarafindan yaraya ¢ekilen fibroblastlar fibrinden olusan pihti
zemin lzerinde yer alarak yeni dokunun saglamligini saglayan kollajen olusumunu
baslatirlar[35]. Yeni damarlanma ya da kapiller biiyiime, yara boslugunu dolduracak
graniilasyon dokusunun olugmasini saglar. Proliferasyon fazinin sonunda, yara kenarlari

kasilarak nedbe (kabuk) olusturmak iizere birbirlerine yaklasirlar[36].

1.1.2.1.3 Yeniden Sekillenme Fazi (6-14 giin)

Yaranin eski halini almas1 ve fonksiyonuna kavusma amaci giiden bu islev,
yaralanmanin ciddiyetine iyilesme siirecinde bazi olumsuzluklarin varligina ve
beslenmeye gore farkliliklar gdosterir. Nedbenin rengi, biyiikligii ve sertligi
damarlanma azaldik¢a degiserek zamanla yeni doku olusur ve kollajen iiretimi ile bag

dokusu olusur. Nedbenin kirmiz1 ya da pembe olan rengi agilarak, kapladigi alan daralir.

a)Inflamasyon Faz b) Migrasyon Faz

c)Proliferatif Faz d) Yeniden Olusma Faz

Sekil 1.14 Yara lyilesme Basamaklar1 [37].



Nedbenin saglamlig1 yeniden sekillenme fazinda artmasina karsilik, hi¢cbir zaman
yaralanma Oncesi eski giicline ulasamaz [38]. Bu sirada yara izi olugsmaya baslar.
Iyilesmenin bu safthasinda hiicre dist matriksin bilyiik ¢ogunlugunu olusturan
fibronektin, hem kolojen yiiklemesi hem de fibroblastlarin yerlesmesiyle belirlenir.

Birinci aydan sonra yaranin tamamen kapanmasinin ardindan bu siire¢ yillarca siirebilir

[3].

1.1.2.2 Yara lyilesmesini Etkileyen Faktorler

Sistemik, lokal veya ¢evresel faktorlerin yara iyilesmesine olumlu veya olumsuz

yonde etkileri gosterilmistir. Bu faktorlerden en 6nemli ve siklikla karsilagilanlart:

— Kanlanma -
— Doku tipi

— Yabanci cisim

— Hormonlar

— Kronik hastaliklar

— Radyasyon

— Enfeksiyon

— llaclar

Bu faktorlerin yani sira, yaralarin nemli tutulmasi, bir baska deyisle, optimal
ekstida varhig1 yara iyilesmesi igin gereklidir [39]. Yiiksek miktarda dahi olsa igerigi
normal olan yara eksiidasi yara iyilesmesini engellemez [40]. Pansuman degisim siklig1
enfeksiyon varligi, sivi ve enkaz birikimi, temizlik ve bandaj biitlinliigii gibi faktorlerde
etkiler [41]. Calismacilar yara iyilesmesinin nemli bir ortamda kuru bir ortama gore
daha hizli gergeklestigini belirtmektedir [42]. Yapilan karsilastirmali ¢alismalarda nemli
yara pansumanlarinin iyilesme hizinda ortalama 3-4 giinliik bir artis sagladigi
saptanmustir [43]. Daha iyi bir iyilesme i¢in yara ortaminda biiytime faktorleri ve dogal
yada sentetik polimerler vasitasiyla modern bir konsept Ongoriilmektedir [44].
Yumusatici, yapistirici, biiziicli, antimikrobiyal, antiflamatuar ve antioksidan 6zelliklere

sahip baz1 dogal ve yapay lriinler yara iyilesme siirecini hizlandirir [45].



1.3 YARA ORTULERI

Yara ortiileri, yaralar1 Ortmek i¢in kullanilan materyallerdir [46]. 1980’lerin
basindan bu yana, yara iyilesmesini tesvik etmek i¢in c¢ok sayida yara sargilar
gelistirilmistir [47]. Yara lyilesmesi siireci, sadece ilag tedavisine bagli degil; aym
zamanda uygun yara Ortiilerinin kullanimina da baghdir. Bu materyallerin gorevleri;
enfeksiyona ve mikroorganizmalara karsi koruyucu ozellik saglamak, kan ve yara
stvisini absorblamak, yara iyilesmesini saglamak ve bazi durumlarda yara iizerine ilag
tedavisi uygulamaktir [48]. Ayrica; yara oOrtiileri kolaylikla uygulana bilmeli, ¢ikartilma

esnasinda yeni olusan dokuya zarar vermemeli, yara iyilesmesi igin optimal nemli ortam

olusturmali ve daha az ortii degistirme siklig1 gerektirmelidir [49].

Tablol.4 Yara ortiilerinin 6zellikleri [51].

Kesinlikle olmasi gereken ozellikler

Ek olarak istenen ozellikler

Acty1 azaltmak

Biyobozunur olmak

Akintry1 absorbe etmek

Yara alanina hiicre gociline yardimct
olmak

Toksik olmamak

Yara yiizeyine yapigsmadan kolayca
uzaklastirilabilmek

Nemli bir ortam saglamak

Su buharini gegirgenligine sahip olmak,
fakat bakteri gegisine izin vermemek

Enfeksiyonu dnlemek

Kanamay1 azaltmak

Optimum gaz gegirgenligi sicaklik ve pH
saglamak

Bioabsorbe edilir olmak

Yaranin kontaminatlarla temasina engel
olmak

Esnek ve konforlu olmak

Ideal bir pansuman yara ara

mikroorganizmalara ve asir1 digkilarin ¢ikmasina karsi bariyer olusturulmali, gaz alis

verisine izin vermeli. Ayrica nonalerjik ve toksik olmamali en az islem gerektiren

ylizeyinde nemli bir ortam

saglamali,
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biyomalzemeden yapilmis antimikrobiyal ozellige sahip olmali[50]. Giiniimiizde
modern yara Ortiilerinin sahip olmasi1 gereken 6zellikler Tablo 1.1’de 6zetlenmektedir
[51]. Bu Ozellikleri tamamen karsilayan mevcut herhangi bir materyal
bulunmamaktadir. Dogal insan derisi bile bu durumda ideal bir se¢cim degildir. Ciinkii
elde edilmesi ve saklanmasi kisithdir. Su belirtilmelidir ki, yara Ortiistisegilirken
kullanilacak materyalin avantaj ve dezavantajlar1 goz Oniindebulundurularak, yaranin

tipi ve tedavinin amaci esas alinmalidir.
1.3.1 Tarihce

Yara ortiisii uygulamalarmin ilki, Misirl Ebers Papyrus (M.0.1550) tarafindan
oOnerilen, septik yara ve yaniklarda ‘castor (hint yagi)’ yaginin, ac1 veren sigkinliklerin
yok edilmesi amaciyla da amonyak eriyiginin kullanilmasidir [53]. 1960’11 yillllarda
Winter’in [42], domuz yaralarinin kapatilmasi tizerine gerceklestirdigi ¢aligma sonucu
yara Ortliciilerde bir devrim yasanmistir. Yara {izerine kapatict Ortiilerin
uygulanmasinda, yara bolgesi nemli tutuldugu takdirde, yara yiizeyinde epitel hiicre
cogalmasinin kuru ortama gére daha hizli gergeklestigi gozlenmistir. Insanlar iizerinde
yapilan daha sonraki ¢alismalarda, yara bolgesi nemli tutuldugunda yara iyilesmesinin
daha hizli meydana geldigini dogrulamaktadir. Bu yapilan ilk ¢aligmalar, yara igin
nemli iyilesme ortami saglamak amaciyla dizayn edilmis modern yara oOrtiilerinin
bilimsel ve tibbi alt yapisini olusturmaktadir. Yara ve yara ortiisii arasinda bu nemli ara
ylizeyi olusturmak amaciyla s6zii gecen ‘nemli-iyilestirici (moist healing)’ yara ortiileri
gelistirilmistir. Modern yara Ortiilerinin gelistirilmesi iizerine yapilan calismalarin
¢ogunda, nemli iyilestirme prensibi {izerine odaklanilmistir [46]. Daha sonra pamuk
[54], gazl1 bezle [55] birlikte antibiyotikli merhemler, antiseptik sivilar bunlarin yerini
almistir. Gliniimtizde ise geleneksel metodlarin yerini yaranin tiiriine ve bolgesine gore
uygun yara Ortiilleri almigtir [56]. Yara oOrtli materyalleri yaranin tiiriine gore film,
stinger, fibril ya da toz halinde bulunan hidrojel, adhesif jeller ve hidrokolloit yapidaki
malzemelerdir. Polimerik kopiik ya da spreylerden yapilmis sentetik oOrtiiler de ticari

olarak satilmaktadir [7].
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1.3.2 Yara Ortiisiiniin Stmiflandirilas:
Giliniimiizde uygulanan ¢esitli yara ortiisii tiplerini agagidaki gibi siniflandirabiliriz:

e Biyolojik ortiiler
e Modern Yara Ortiileri

e QGeleneksel ortiiler

1.3.2.1 Geleneksel Ortiiler

Bu iiriinler, yiiksek absorbsiyon kapasitesi ve kismi hava gegirgenligine sahiptir ve
termal yalitict olarak rol oynamaktadir [57].Ayrica geleneksel yara ortiileri, bakteriyel
kontaminasyona karsi koruyucu 6zellik gostermediginden yara infeksiyonlarina uygun
bir ortam hazirlarlar. Gazli bez liflerinin tiftiklenmesi sonucu, lifler yaranin igine
isleyerek mikroorganizmalar igin potansiyel bir ge¢is yolu olustururlar [58]. Yara ortiisii
olarak gazli bez kullanimi halen yaygin olarak devam etmektedir. Gazli bez, yara
yiizeyindeki 1sinin korunmasinda etkili degildir. Yara yiizeyinin 1sisinin diismesi lokal
vazokonstriiksiyona, hipoksiye, 16kosit hareketliliginin ve fagositik etkililiginin
azalmasina neden olmaktadir. Ayrica gazli bez mikroorganizmalarin gegisini
engelleyememektedir. Ovington’un bildirdigine gore Lawrence’nin yaptig1r bir
calismada, mikroorganizmalarin 64 kat gazli bezden gecebildigi belirlenmistir.
Mikroorganizmalarin gegisi nemlendirilmis gazli bezde daha da kolay olmaktadir. Gazli
bezle kapanan yaralarda hidrokolloid ya da transparan filmle kapanan yaralara gore
daha sik infeksiyon goriilmektedir. Arastirmalar, kuru gazli bezin kullanildig1 pansuman
degisimlerinde havaya yayilan bakteri sayisinin daha fazla oldugunu gostermektedir
[59]. Ayn1 zamanda emici Ortii olarakta nitelendirilen pamuk, yiin, siinger ve yosundan
olugsmus bircok emici yara oOrtiisiileride vardir. Diger maddeleride sdyle siralanabilir:
Kitin, kitosan, aljinat, pektin, jelatin, pluronik serilerin polimerik jelleri (ii¢ bloklu
poli(oksipropilen), karboksimetil seliiloz, karaya sakizi ve nisasta akrilonitrilleridir [60].
Islak-kuru gazli bez yara yatagindaki Olii hicrelerin uzaklagtirilmas: igin
kullanilmaktadir. Ancak bu igslem canli hiicrelerin de zarar gérmesine ve agriya neden
olmaktadir (Sekil 1.5). Pansumanlarda gazli bez kullanimi ucuz olarak goriilse de yara
tyilesmesine iliskin tim harcamalar gbz Oniine alindiginda bir¢ok ileri yara bakim

tirliniinden daha pahali oldugu bilinmektedir [61].
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Sekil 1.15 Gazli bez ve pamuk ile kapatilan bir yaranin pansuman degisimi sirasindaki
goriinimii [62].

1.3.2.2 Biyolojik Ortiiler

Biyolojik yara ortiileri yara iyilesme mekanizmasinda aktif rol oynayan ve bazen
“Biyoaktif Ortiiler” diye de adlandirilan gruptur. Biyolojik ortiiler dogal dokulardan
koken alirken bazen doku miihendisligi iiriinlerinide kapsar [63]. Ornegin; domuz derisi
ile heterograft, amniotik membran kullanimi, sigirlardan ve diger kaynaklardan elde
edilip yeniden yapilandirilmis kollajen filmler, kadavralardan alinan allograftlardir.
Ancak direk canlidan alinarak process edilen bu tip Ortiiler viral kontaminasyon
olusturma problemlerinin yani sira potansiyel olarak hastalik tagimalari ve saklayabilme
dayaniklilik gibi diger dezavantajlar1 nedeniyle kullanimlar1 kisitlidir. Diger taraftan
biyolojik Ortiiler grubuna kollajen, hyaluronik asit, kitosan, aljinat ve elastinle veya
bunlarin kombine iirlinleri girmektedir. Bunlarin avantaji dogal doku matriksine sahip
olmalari, biyo parcalanabilirlik ve bazi yara iyilesme makanizmalarinda aktif rol

oynamalaridir.
1.3.2.3 Modern Yara Ortiileri

Modern yara ortiilerinin gelisimi “nemli iyilesme ortami” kavramimnin kesfiyle
baslamistir. Bir¢ok yiiksek-teknolojili yara oOrtiileri, yara ve Ortii arasindaki nem
seviyesini kontrol edebilmekte ve boylece nemli; fakat 1slak olmayan bir yara ortami

olusturmaktadir [46].
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Sekil 1.16: Modern yara ortiisii ¢esitleri a)Kalsiyum aljinat yara ortiisii, b) Transparan
politliretan film, ¢) Hidrojel yara ortiisti, d) Hidrokoloid yara ortiisii, e) Silikon bazl
kopiik yara ortiisti, f) Poliliretan kopiik yara ortiisii [64].

Modern yara ortiileri, genel olarak Aljinat ortiiler, Politliretan filmler, Hidrojel
ortiiller, Hidrokoloid ortiileri, Kopiik ortiiler olmak {izere 5 ana grup altinda
smiflandirilabilmektedir (Sekil 1.6). Bu iirlinler, genellikle ¢esitli fizyolojik yaralar
tizerine farkl iyilesme siireglerinde tek baslarina veya birkaginin kombinasyonu halinde

uygulanmaktadir (Tablo 1.2).



Tablo 1.5 Yara iyilesme evreleri ve bu evrelerde kullanilacak yara ortii tipleri [52].
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Yara evreleri

Yapilacak islemler

Kullanilacak iiriinler

Inflamasyon evresi

Olii doku ve kirliligin temizlenmesi

Salgi emiciler

e  Enfeksiyonun elimine edilmesi Aljinatlar
e Oli boslugun minimuma | Kopiikler
indirilmesi
e Salginin emilmesi
Cogalma evresi e Oli boslugun minimuma | Hidrokolloid
indirilmesi Jeller
e Salginin emilmesi Hidrojeller
e Ortam neminin kontrolii
e I[s1izolasyonu
e Bakteri izolasyonu ve koruma
Iyilesme evresi e Tedavi edilen yaranmin travmadan | Kopiikler
korunmasi Filmler

Yara iyilesmesi

Deri ve dokunun yeniden olusmasi

2.3.2.3.1 Aljinat Ortiiler

Aljinat Ortiileri aljinik asidin kalsiyum ve sodyum tuzlarindan yapilir. Aljinat,

mannuronik ve glukuronik asitten olusan bir polisakkarittir.

Sekil 1.17Comfeel Plus ™ [64].
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Hidrofilik jel olusumu yiiksek absorpsiyon yetenegiyle yara akintilarini sinirlar ve
bakteriyel kontaminasyonu minimize eder [65]. Yaraya uygulandiklarinda aljinat
yapisindaki iyonlar eksuda ve kanla degis tokus yaparak koruyucu bir jel yap1 olusturur
[66]. Sodyum aljinat suda ¢oziinebilme o6zelligine sahiptir [46]. Cilde yapismazlar,
infekte yaralar ve eksiidasifazla olan yaralar i¢in ¢ok uygundurlar. Kavite icine de
uygulanabilirler (Sekil 1.8). Eksiida birikimi olan yaralarda, 6lii alanlart doldurmak ve
otolitik debridmana yardimci1 olmak i¢in kullanilirlar. Ugiincii derece yaniklarda, aljinat
ve kollajene hassas olanlarda, siddetli kanamasi olan yaralarda ve kuru yaralar i¢in
uygun bir ortii degildi[67]. Aljinat yara ortiilerine 6rnek olarak Comfeel Plus (Sekil 1.
7), Suprasorb A, Suprasorb A+Ag verilebilir.

Sekil 1.18 Aljinat ortiiler [68].

1.3.2.3.2 Poliiiretan Filmler

Saydam ortiiler genellikle ikincil pansuman olarak kullanilan ince, elastik,
transparan ve  ¢ogunlukla mikropor poliliretan iceren yapiskan  banth
plastikmembranlardir. Bunlarin ¢ogu yar1 tikayict olup nemli yara c¢evresinin
siirdliriilmesini ve kontaminasyona kars1 etkili bir engel olusturulmasini saglar. Emici
degildirlerve yara yiizeyiyle temas etmezler. Saydam Ortliler yara yiizeyinde nemi
tutarak nekrotik dokularin yumusamasina, bliylime faktorleri ve hiicre gelismesi
tizerinde bircok yararli etkinin arttirilmasina yardimederler. Saydam ortiilerin yara

iyilesmesinde etkili olduguna iliskin ¢alismalar bulunmaktadir [69].
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1.3.2.3.3 Hidrojel Ortiiler

Hidrojeller, % 90-95 su iceren hidrofilik polimerlerin ii¢ boyutlu agidir.
Hidrojeller sekilsiz (amorf) jel, elastik, kati ince tabaka veya film seklinde olabilir.
Hidrojeller; polimerle ¢apraz bag yapmus jelatin, polisakkarit, polivinilalkol veya
polietilenoksit gibi materyallerden meydana gelmektedir. Bu yara ortiileri, yiiksek
absorbsiyon kapasitesine sahiptir ve yara yiizeyine yapigsmaz. Ayrica; agr1 dindirici

Ozellige sahiptir ve yaranin 1s1s1i diisiirerek serinletici bir etki yaratir.

Moody klinik ¢alismalar sonucunda kronik ayak {ilseri olan bir hastada
kompresyon tedavisinin verdigi agridan dolay1 tolere edilememesine ragmen, hidrojel
ortlileri kullanan hastanin agrilarinin azaldigin1 géstermistir [70]. Hidrojeller, protein ve
hiicre gibi biyolojik bilesenleri zayif absorbe etme egilimi gosterirler. Bundan dolayzi;
bakterilere karsi zayif bariyer 6zelligine sahiptir ve koruma amagl ikinci bir Orti

gerektirir.

Sekil 1.19 Nu-gel ™ [71].

Hidrojel ortiiler, kuru yara yiizeyine uygulandiklarinda, yarayr nemlendirerek
yaranin iyilesmesi i¢in nemli yara ortami yaratmaktadir. Cilinkii ortii ve yara arasindaki
nemli ara yiizey, Ortlinlin yaraya yapigsmasini dnlemektedir. Ayrica hidrojel ortiilerle,
yara ylizeyine ylizeysel olarak ila¢ uygulanabilmekte ve jelin ¢apraz baglanma derecesi
kontrol edilerek ilacin yara bolgesine difiizyonu baglanabilmektedir. Hidrojeller yara

ortiilerde olmasi istenen birgok 6zellige sahiptir.
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Morgan hidrojellerin enfeksiyonlu yaralar ve agir iltihapl yaralar disinda, yara
iyilesmesinin 4 evresinde de uygun oldugunu belirtmistir. Az miktarda eksiidas1 olan
yaralarda, tahrislerde, kiigiik yaniklar, kismi kalinlikta yaralar, radyasyon yaniklari,
nemli ortam gerektiren yaralar, donor alanlari, 1. ve 2. derece yaniklar, canli olmayan
dokularda ve otolitik debridman amaciyla kullanilirlar. Orta derecede ve fazla miktarda
eksiidas1 olan yaralarda, infekte yaralarda, mantar infeksiyonlarinda, 3. derece
yaniklarda ve kavitesi olan yaralarda kullanimi uygun degildir[73]. Nu-gel ™ (Johnson
& Johnson, Ascot,UK) (Sekil 1.9)ve Purilon™ (Coloplast) gibi bazi Ortiiler

hidrojel/aljinat kombinasyonundan olusur.
1.3.2.3.4 Hidrokoloid Ortiileri

Hidrokolloid ortiiler en fazla kullanilan ortiilerdir. Hidrokolloid terimi kolloid (jel
formunda ajanlar) materyallerin elastomer ve adhesiv (yapiskan) materyallerle
kombinasyonuyla olusturulmus yapilar1 ifade eder. Tipik jel formunda ajanlar
karboksimetilseliiloz (CMC), jelatin ve pektin sayilabilir. Hidrokolloid jeller normalde
su gegirmez yapida olmalarina ragmen, yapilarinda yapilan bir degisiklikle 6rnegin jel
form eklenerek suya ve havaya daha gecirgen hale getirilebilirler [74]. Kopik veya
filmden olusan dis tabaka ise yara bolgesini dis kontaminasyondan etkili bir sekilde
korur [75-76]. Hidrokolloid pansumanla tedavi edilen yaralarda iyilesme hizinin arttigi
bildirilmektedir [77]. Hidrokolloidler ayn1 zamanda epitelizasyon hizin1 ve kollajen
tiretimini arttirmaktadir [78]. Hidrokolloid pansumanlar emici 6zelliklerinden dolay1

daha az siklikta degistirilir (Sekil 1.10) [79].

Hoekstra ve caligma arkadaslari, arastirmalarinda Aquacel™ hidrokolloid
Ortlistiniin ve gazli bezin yaranin ilk evrelerinde akut inflamatuvar cevap lizerine
etkisinin si¢anlar iizerindeki etkisi arastirilmistir. Hidrokolloid ortiiler yara ve gevresiyle

su buharinin gegisini engellemektedir.
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Sekil 1.20 Hidrokolloid ortii [80].

Mikroskobik calismalarda; CMC hidrokolloid ve aljinat Ortiilerinin zararh
bakterileri absorplama ozelliklerine gore karsilastirilmalarinda CMC o6rtiilerinin iistiin
oldugunu gostermistir. Bu calismada CMC igeren Ortlinlin 1slaninca bir jel yapisi
olusturdugu ve P.aeruginosa ve S. aureus gibi bakterilerden daha fazlasini enkapsiile
ettigi gosterilmistir. CMC sisme yeteneginden dolayi aljinat igerene gore daha fazla
bakteriyi hareketsiz hale getirmistir. Hidrokolloid ortiilere 6rnek olarak Granuflex ™,
Aquacel ™ (Conva Tec, Houslow, UK),Comfeel ™ (Coloplast, Peterborough, UK) ve
Tegasorb ™ (3M Healthcare, Loughborough, UK) verilebilir.

1.3.2.3.5 Kopiik Ortiiler

Bu yara ortiileri pordz poliiiretan kopiik, politiretan kopiik film ve bazen yapiskan
kenarli yapilardir (Sekil 1.11). Kopiik ortliler yaranin cevresinde nemli bir ortam
olusturur ve sicaklik izolasyonu saglar, kullanimi1 uygundur. Yiiksek absorban 6zelligi
vardir. Bu absorban 6zelligi kopiik tabakasinin dokusu, kalinlig1 ve porlarin gecirgenligi
Ozelligi saglar. Yara oyugu igine konulduklarinda tam uyum saglarlar ve zamanla

siserek genislerler.
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Sekil 1.21 Kopiik ortiiler [60].

Oyuk i¢inde sisen kopik yara duvarlarina hafif bir basing yaparak yara
cevresindeki Odemi azaltir ve graniilasyon dokusunun olusumunu hizlandirr.
Temizlenmesi hizlidir. Ancak; bakteriyel kontaminasyonu sinirlidir. Nekrotik yaralarda
ve orta derecede sizdiran tam yaralarda kullanilirlar. Kuru ve kabuklu yaralar igin

kullanim1 uygun degildir. Ortiiyii saglamlastirmak igin ekstra iiriine gerek duyulur [60].

(a) (b)

Sekil 1.22 a) Lyofoam® b) Allevyn®[81].

Yapilan bir klinik caligmada, ameliyat sonrasi kapanmamis yaralarda kopiik
ortiiciiler ve gazli bez karsilastirilmistir. Hasta tatmini, hemsirelik ve yara bakim zamani
ve agrinin giderilmesi veya daha az hissedilmesi agisindan kopiik ortiiciilerin gazl
bezden iistiin oldugu tespit edilmistir. Graniilasyon fazindaki yaralarda kopiik

ortiiciilerin grantilasyon dokusunun iyilesmesine yardimci oldugu gosterilmistir[63].



20

Orta derecede ve fazla miktarda eksiidasi olan yaralar ve derin yaralarda daha fazla
emilim saglamak i¢in ikincil pansuman olarak ve fazla miktarda drenajlarda emilimi

saglamak i¢in bas1 yapan kompresyon pansumanlarinin altinda kullanilirlar.

Kuru yaralarda, minimal eksiidasi olan kismi kalinlikta yaralarda ve arteriyal iskemik
nekrozlarda kullanimlar1 uygun degildir. Kopiik Ortiilere 6rnek olarak Lyofoam ®

(Conva Tec) ve Allevyn ® (Smith ve Nepheus)(Sekil 1.12) verilebilir.
1.3.3 Yara Ortiisiiniin Se¢imi

Yara Ortiisii seciminde hastanin yarasinin tiiriinii, 6zelliklerini, yara iyilesmesinin
hangi asamasinda oldugunu, bu asamada neye gereksinimi oldugunu ve yara bakim

tirlinlerinin 6zelliklerini g6z 6niinde bulundurmalidir(Tablo 1.3) [82].

Tablo 1.6 Yara tipi ve bu evrelerde kullanilacak yara ortiisii gesitleri.

Yara tipi Yara tipi Yara ortiisii cesidi

Temiz, orta-yiiksek e  Parafin gazli bez

eksuda (epithelialising) e Orme viskon birincil pansuman

Temiz, kuru, disiik e Emici delikli plastik film yizli
eksuda (epithelialising) pansuman

e Bubhar gegirgen yapiskan film soyunma

Temiz, eksiidali e Hidrokolloidler
(graniilasyon) e  Kopiikler

e Aljinatlar
Slough-kapl e Hidrokolloidler

e Hidrojeller

Kuru, nekrotik e Hidrokolloidler

e Hidrojeller
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1.3.4 Yara Ortiisiinde Kullamlan Baz1 Dogal ve Sentetik Polimerler

Son yillarda dogal ya da sentetik polimerler elektrospin ile biomimetrik ECM
mikro/nano o6lgekli liflerin iiretime baslandi. Ayrica doku miihendisligi i¢in etkili
oldugu bulundu. Bu nedenle yara iyilesmesi veya kikirdak, kemik, vaskiiler, sinir ve bag
doku tamiri i¢in dogal (kollajen, Kitin, kitosan) yada sentetik (poliglikolik asit, polivinil
alkol, polilaktik asit gibi farkli kokenler kullanilarak) polimerler doku jenerasyonu igin
kullanilir [83]. Dogal polimerler sentetik polimerler ile karsilastirildiginda nisbeten
daha diisikk mukavemet gostermektedir. Capraz baglama veya sentetik polimerler ile
harmanliyarak dogal polimerlerin mekanik 6zellikleri  gelistirilmistir.  Ancak

biyouyumluluklari biraz etkilenmistir[84].
1.3.4.1 Yara Ortiisiinde Kullanilan Dogal Polimerler

Dogal polimerler biyouyumluluk, biodegradasyon ve hiicre benzerligi nedeniyle
yaygin olarak yara ve yanik Ortiisii olarak rejeneratif tip alaninda kullanilirlar [85].
Biyomalzeme hidrojeller su vaya biyolojik sivilar ile 1slatilmis {i¢ boyutlu ¢apraz bagl
polimerlerdir, Ozellikle yara tedavisinde, doku miihendisliginde, ila¢ tasima
sistemlerinde, organ naklinde ve biyomedikal alanda kullanilmaktadir [86].
Biyouyumluluk, antioksidan, hiicre uyumu nedeniyle hidrojel i¢eren ¢apraz baglanmis
dogal polimerler, yara ve yamik Ortlisii olarak kullanilabilir [87]. Polisakkaritler
(homoglukan, seliiloz, kitin, kitosan), glikolipitler, proteinler (kollojen, keratin, jelatin,
pamuk lifleri) yara ve yanik tedavisinde kullanilan en yaygin dogal polimerlerdir.[88].
Kollajen, kitosan, elastin gibi dogal polimerler, insan viicudu tarafindan kabul edilen

biyouyumlu alt tabakalar1 bulunan makromolekiillerdir [89].

1.3.4.1.1 Seliiloz

Seliiloz molekiilii dogrusal ve dogal bir polimer olup, her bir monomer iinitesi
tizerinde oksitlenmeye kars1 hassas olan ti¢ adet hidroksil grubu bulunur (Sekil 1.13).
Bu OH gruplarimin bir baska seliiloz zincirinin OH grubuyla baglanma 6zelligi vardir.
Hidrojen baglar1 denilen bu baglar seliiloz molekiillerinin hidrofil (suyu seven) 6zellik

kazanmasini saglarlar [125].
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Sekiil 1.13 Seliilloz Molekiiliiniin Kimyasal Yapisi1 [125].

Bioteknolojide seliiloz, 6zellikle kronik yara pansumanlarinda iskele ve matriks
tyilestirici olarak, agriy1 azaltmada ve iyilesme siiresini kisaltmada kullanilir. Kismi ve
tam kalinliktaki yaralarda, graniilasyonu ve epilazyonu uyarir. Enzimler, antioksidanlar,
hormonlar, vitaminler gibi aktif molekiiller ile modifiye edilmis seliilloz yara ortiisii
olarakta kullanilabilir [90].Ayrica mikrobiyal seliiloz (MC) biyolojik olarak uyumlu,
pargalanabilir, antimikrobiyal ve toksik olmayan dogal bir polimerdir ve yiizeysel
kismi kalinlikli yara ve yaniklarda alternatif bir pansuman olarak Onerilen yeni bir

rtindiir [91].
1.3.4.1.2 Jelatin

Kollojenden elde edilen dogal polimerdir. Biyomedikal alaninda, jelatin biyolojik
uyumlu ve biyolojik olarak parcalanabilir 6zelliginden dolay1 ilag salinim sistemleri ve
yara sargi iiretimi i¢in kullanilir [92]. Jelatine, ¢esitli formiilasyonlar tatbik edilerek yara
ve yanik pansumanlarinda kulanilmig, 6rnegin winstar sicanindaki tam kalinlikta sirt
derisi yarasinda, yara iyilestirici ozellige sahip capraz bagl jelatin-aljinat ve jelatin

hiyaliironat stingerler kullanilmis ve olumlu sonuglar elde edilmis [93].
1.3.4.1.3 Aljinat

Aljinat, 1880 yilinda iskogyali kimyager E.C.C. Stanford tarafindan Britanya su
yosunundan elde edilerek kesfedilmistir. Aljinat kelimesi “alga”dan gelmektedir.[94-
95]. Aljinatlarin elde edildikleri kahverengi algler tipik olarak iliman bolgelerde veya
soguk sularda bulunurlar (Sekil 1.14). Aljinatlar ayrica bakteriyel (Azobacter

Vinelandii) olarak da tiretilebilirler. Ancak bakteriyel aljinatlarin polimerik blok yapilari
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Sekil 1.14 Kahverengi alglerden aljinat tiretiminin farkli asamalarindan goriintiiler [96].

zay1f jellesme Ozelliklerine sahip olma egilimlerindedir. Bunun yaninda yiiksek tiretim

maliyeti nedeniyle ticarilesememis sadece akademik ¢alismalara konu olmustur [96].

Aljinatlar kahverengi alglerin (Phacophyceae) hiicre duvarinin yapt malzemesidir

ve mannuronik asit ve guluronik asit bloklarinin oluturdugu heteropolisakkaritlerin

zincir yapisinda bir araya gelmesiyle olusur. [94-95].
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Sekil 1.15 Aljinat yapist: (a) aljinat monomerleri (M, G); (b) aljinat polimeri [98].
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Aljinat bir aljinik asit tuzudur ve aljinik asit tiirevlerinin tiimiine aljinat
denilmektedir [97]. Hidrofilik yapida, 1,4 bagli B-D-mannunorik(M) ve a-L-
gluronik(G) olmak iizere iki iironik asit grubu igeren, dogal bir lineer polisakkarit olan
aljinik asit [(C6H806)n] ve aljinik asidin tuzu aljinat dogal bir biyopolimerdir. (-M-
)n,(-G-)n ya da (-MG-)n bloklarindan olusurlar (Sekil 1.15).

Sekil 1.16 Aljinat biyopolimerinin yumurta kabugu modelinin sematik gésterimi, (a,b)
polimerik aljinat molekiilleri arasindaki baglanma bdlgeleri, (c) baglanma bolgesinin
temel hiicresi (Kesikli ¢izgiler oksijen atomlar1 ile metal iyonu arasindaki hidrojen
baglar [101].

M ve G’nin karboksilli asit ayrigma sabitleri pKa=3.38 ve pKa=3.65 olarak tespit

edilmistir [99-100].Sodyum gibi monovalent katyonlarin varliginda aljinat ¢6ziinebilir
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bir tuz olustururken, kalsiyum gibi divalent veya multivalent katyonlarla ¢apraz baglar
olusturarak jel formuna doniislir. Aljinatin igerdigi guluronik asit igerigi ile dogru
orantili olarak aljinatin divalent iyonlara karsi secimliligi artar. Katyonlarla aljinat
arasindaki 1iyonik etkilesim baslangi¢ divalent metal konsantrasyonu ile aljinat
polimerinin bilesimi ile ilgilidir. Jellesme aljinatin -M ve -MG bloklar1 arasinda
olmazken komsu c¢izgisel polimer G bloklari ile jellestirici katyon arasinda gerceklesir.
Zincirler arasindaki kopriilerle olusan ve kinetik olarak kararli olan jelyapisi “yumurta
kabugu modeli-egg box” olarak adlandirilir (Sekil 1.16). Ornegin kalsiyum aljinat
biyopolimeri; CaCl, kullanarak Ca”* iyonlar ile aljinatin capraz baglanmasi ile elde
edilir. Boylelikle aljinat biyopolimeri kolay bir yolla uygun fiziksel kararlilikta ve
morfolojik yapida elde edilmis olur [99-100].

2.3.4.1.4 Kitin ve Kitosan

Bir biyopolimer olan Kitin, esas olarak poli-[B-(1,4)-2-asetamid-2-deoksi-p-D-
glukopiranoz] yapisinda olup ¢ok diisiik oranda 2-amino-2-deoksi-p-glukopiranoz
monomerlerini de igermektedir. Kitosanin kimyasal yapisi, Sekil 1.17°de gorildiigi gibi
poli-[B-(1,4)-2-amino-2-deoksi-B-D-glukopiranoz] seklindedir. Kitin ve kitosan seliiloz

gibi dogada en ¢ok bulunan dogal polimerlerdir.
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Sekil 1.17 Kitosan (a) ve Kitinin (b) kimyasal yapilari [126].
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Kitin ve kitosan polisakkaridleri, kimyasal olarak seliiloza benzemekle birlikte
kendi aralarinda birtakim farkliliklar gostermektedir. Seliilozda, ikinci karbon atomuna
bagl hidroksil (-OH) grubu bulunurken, kitinde asetamid (-NHCOCH3), kitosanda ise
amin (-NH2) grubu bulunmaktadir[126].Omurgasizlarda, kabuklularda ve boceklerde
bulunur. In vivo testlerde kitosan ve kitinin insan viicudunda herhangi bir yan etkisi
bulunmadigr bulunmustur. Berger J. et. Al., biyomedikal uygulamalarda kitosan
hidrojellerinin  kullanilabilirligini arastirmiglardir. Hidrojel yapiminda en fazla
kullanilan ¢apraz baglayicilar, glioksal ve glutaraldehittir. Glutaraldehit, kitosanin amin
gruplarina imin grubu iizerinden baglanmaktadir. Bu tip dialdehitler herhangi bir aditif
olmadan dogrudan reaksiyon gergeklestirebilme 6zelligine sahiptir (Sekil 1.18). Ayrica,
capraz baglayici olarak; dietil squarat, oksalik asit veya genipin de kullanilabildigi ifade
edilmektedir [127].

(a) Kitosann kendi icinde capraz baglamast  (b) Polimer ag

(d) Iyonik capraz baglanms kitosan yapisi

Sekil 1.18Kitosan hidrojellerinin yapis1 [126].
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Kovalent bagl hidrojeller, implantlar veya bandaj yapiminda kullanilabilirken,
iyonik bagl hidrojeller 6zellikle ilag salinim sistemlerinde uygun kullanim alani
bulmustur. Kitosan, toksik 6zellikte olmamasi, ¢evreye zarar vermeden biyolojik olarak
parcalanabilir 6zellikte olmasi ve viicut igerisinde, tamamen zararsiz (iirlinlere

(aminosekeri) par¢alanmasindan 6tiirli herhangi bir yan etkisi de bulunmamaktadir.
1.3.4.2 Yara Ortiisiinde Kullanilan Sentetik Polimerler

Sentetik polimerler (kiigiik gozenekler ve yiiksek spesifik ylizey alanina sahip
bilesik nanobiyomalzemeler) ¢esitli tekniklerle ama esas olarak elektro egirmeyle
yapilarak yara ve yanik pansumanlarinda kullanilirlar [102].Genellikle suda ¢6ziinen
hidrojel polimerlerdir [103].Yara ortiisii olarak poli(tetrafloroetilen), poli(vinilkloriir),
polietilen gibi sentetik polimerler farkli maddeler ile modifiye edilerek hidrojel, lif, film
halinde bir ¢ok yara ortiisii ¢aligsmalar1 yapilmigtir. Bu ¢alismalardan bir kagini 6rnek
verecek olursak:Bakteriyal film bazli kitin tiirevleri (karboksimetil-kitin) ve giimiis
nano partikiiller yara ortlisii uygulamasi igin sentezlenmis [104].Yara iyilesmesi i¢in
curcumin yiiklenmis polilaktik asit nano lifler [105], fusidik asit ile yiikli polivinil
alkol, sodyum karboksimetil selilloz membranlar [106], potansiyel yara iyilesmesi

uygulamasi i¢in polivinil alkol ve poliakrilik asit bazli hidrojel cryo kopiik sentezlenmis

[77].
1.3.5 Yara Ortiisiinde Kullanilan Baz1 Medikal Ekstraklar
1.3.5.1 Propolis Ekstrakti

Propolis “Isci arilarm bitkilerin filiz ve tomurcuklarmdan topladigi, reginemsi
maddeleri ve bitki salgilarin1 baslarinda bulunan guddeler tarafindan salgilanan
enzimlerle biyokimyasal degisiklige ugratarak olusturduklart kirli saridan, koyu
kahverengine kadar degisen renkte ve oda sicakliginda yar1 kati halde olan bir
maddedir” (Sekil 1.19) seklinde tanmimlanmustir [107] ve antifungal etkiye sahip
reginemsi bir maddedir [108].Diger bir tanimla, Propolis bal arilar tarafindan bitki
tomurcuklarindan, agaglarin kozalak ve kabuklarindan toplanan antibakteriyel, antiviral,
Genel olarak propolis, 60-69 °C arasinda erime noktasma sahiptir [91]. Diisiik

sicakliklarda sert, donmus halde bulunabilir ve 0°C ‘de kirilgan 6zellige sahiptir [109].
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Propolis su ve hidrokarbon ¢oziiciilerde diisiik, alkollerde ise yiiksek oranda ¢oziiniirliikk

gosterir [110].

Propolislerin farkli bolgelerden toplanmasina ve farkli kimyasal igeriklere sahip
olmasma ragmen, genelde aktif olduklar1 ve benzer biyolojik 6zellikler gosterdikleri

savunulmustur [111].

Sekil 1.19 Propolis ve ekstrakti [128].

Propolis’ in tibbi alanda kullanimi ¢ok eski ¢aglara uzanir. Propolis, Misir’ da
mumyalama amaciyla kullanilmistir. Propolis antik cagdan beri halk hekimleri
tarafindan bogaz, iiriner enfeksiyonlar, egzama, iilser, kotii nefes gibi rahatsizliklar
giderebilmek i¢in kullanilmistir [112]. Anadolu’da ise geleneksel olarak insanlarda ve
ciftlik hayvanlarinda ayak ve deri problemlerinde, yaralarin iyilestirilmesinde ve
¢ibanlarda kullanilmigtir [109]. Propolis deride yara iyilesmesi, yaniklar, iltihabi
yaralar, cilt inflamasyonlar1 ve diger deri hastaliklarinda tedavi edici etkisininde
bulundugu belirtilmistir (Sekil 1.20) ve yara iyilesmesinden sorumlu olan en 6nemli

iceriginin flavonoidler ve fenolik asit bilesikleri oldugu bildirilmistir [113].
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Sekil 1.20 Propolisin Yara lyilestirme Ozelligi [113].

Propolisin yaralar iizerinde iyilestirici etkiye sahip oldugu ve doku yenileme
hizin1 artirdigi, uzun yillardan beri bilinmektedir [114]. Dermatolojide, kesiklerde,
yaralarda [115] soguk 1sirmasi (parmak, yuz ve kulakta) mayasil hastaliginda, birinci ve
ikinci dereceden yaniklarda, nasir, ¢iban, egzamada, sedef hastaliginda, mantar
hastaliklarinda, zona hastaliginda, deride renk bozulmasinda, kullanilmaktadir.
Romatizmal hastaliklarda, ayrica gozde arpacik gibi ¢esitli yangi tiplerinde tedavi
amaciyla kullanilmaktadir [114].

Herpes deri hastaliginin tedavisinde propolis ekstraktini kullanarak 50 hasta
izerinde yaptig1 arastirmada, kontrol grubunda toplam 213 giinde iyilesen hastaligin,
propolis uygulanan grupta ise 96 giinde tedavi edildigini bildirmistir. Yaslar1 1-92
arasinda degisen 115 kadin ve 114 erkek toplam 229 kisi uzerinde yapilan arastirma
sonucunda, propolisin yara ve yaniklari 11 giinde, mikrobik yaralari, 17.5 gunde
tamamen iyilestirdigi ulserde ise 36 gunde % 67 oraninda bir gelismenin oldugu
bildirilmistir [115]. Propolis; cildi nemlendirme, yenileme, kirisikliklart giderme ve anti
bakteriyel 6zelliklerinden dolay:r giizellik kremlerinde, cesitli losyonlarda kullanilarak
kozmetik endiistrisinde yer alir [116]. Yine % 2’lik propolisin genel olarak merhemlerin
anti bakteriyel etkilerini artirdigi bildirilmektedir [114]. Tibbi amagli propolis
preparatlari cesitli amaglarla hazirlanmaktadir. Ham propolis tozu, propolis su ekstrakti
ve alkol ekstrakti, yumusak propolis ekstrakti, yag ekstraklar1 propolis ile yapilmak
istenen tibbi {riinlerin temelini olusturur. Bu baglamda propolis igerikli iirtinler,

kremler, yara bantlari, spreyler, merhemler vb. iirlinler elde edilebilir.
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Sekil 1.21 Ekstrakt-propolis ve suda ¢éziinmiis halde bu ar1 {irlinii goriilmektedir [129].

Propolisin yapisinda fazlaca bulunan bir aminoasit olan arjinin primidin
sentezinden {ire miktarin1 arttirir, ayrica spermatogenezi de hizlandirir. Arginin
dekarboksilasyonla argamata doniistiiglinde ise mitoz ve protein sentezi artar ve bdylece
doku rejenerasyonu hizlanir. En fazla bulunan ikinci aa olan prolin ise kollajen ve
elastin sentezinde yer alir [117]. Propolislerin farkli bolgelerden toplanmasina ve farkli
kimyasal iceriklere sahip olmasina ragmen, genelde aktif olduklar1 ve benzer biyolojik
ozellikler gosterdikleri savunulmustur [14]. Propolisin toplandig1 cografik bolge ve
iklime bagli olarak icerigi degistigi i¢in standardize edilmesi pek miimkiin degildir.
Scheller (1990) calismasinda; propolisin bilesiminde, re¢ine, mumlu bitkiler, esansiyel
yaglar, polen, organik ve mineral maddeler bulundugunu bildirmistir [142].
Schmit,(1997) propolisin kimyasal bilesenlerinin ve bunlarin biyolojik aktiviteleri ile
ilgili ¢alisma yapmistir (Tablo 1. 3) [112]. Propolisin antimikrobik etkinliginin esas
olarak pinosembrin, galangin, pinosilvin ve pinobanksin gibi flavonoidler, sinnamiliden

asetik asit, benzil p-kumarat ve kafaik asit esterlerine bagli oldugu bildirilmistir [118].



Tablo 1.3 Propolisin Bilesimi ve Bilinen Farmakolojik Aktiviteleri [112].

Kimyasal (Chemical)

Aktivite(Activities)

Quercetin

Antiviral
Antihistaminik
Ulsere karst

Kilcal damarlar gii¢lendirici

Pinocembrin

Antibakteriyel
Antifungal
Kiiflenmeyi engelleyici

Lokal anestezik

Kaffeik asit

Antibakteriyel
Antifungal
Antiviral

Anti inflammotory

Kaffeik asit ve fenilester

Tumor cyttoxicity
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Propolisin 6nemli bir biyolojik etkilerinden birinin de kanseri durdurucu etkisi

oldugu ¢esitli caligmalarla gosterilmistir[119]. Antikarsinojenik etkisinden sorumlu en

onemli etken maddesinin kafeik asit feniletil ester (CAPE) oldugu diistintilmektedir

[120].Propolis antimikrobiyal 6zellige sahip, yaklasik 80 tanesi flavanoid olan, yiizlerce
farkl1 madde igermektedir [140].

Tablol1.4 Propolisin etki ettigi mikroorganizmalar [141].

Bakterisidal Etkileri

Fungisidal
Etkileri

Antiviral Etkileri
Etkileri

Nematodisidal

Escherichia coli [131]

Candida albicans
[134]

Herpes [137]

Ascaris suum[140]

Bacillus larvalar1 [132]

Aspergillus niger
[134]

Patates viriisii [138]

B. subtilis ve digerleri
[132]

Botrytis cinerea
[135]

Influenza [139]

Staphylococcus tiirleri
[133]

Ascosphaera apis
[136]

Staphylococcus
aureus[132]

Plasmopara
viticola [136]
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Propolisin antibakteriyal etkisi, 6zellikle gram (+) koklar ile gram (-) basiller
iizerinde goézlenmistir. Propolisin in vitro olarak besiyerinde antibiyotiklerin etkisini
artirarak ve etki siirelerini uzatarak sinerjik etki gdsterdigi tespit edilmis, bdyle bir
etkilesimin MIC (minimal inhibitér konsantrasyonunu) degerini olusturmak icin
verilmesi gereken antibiyotik miktarini azalttig1 belirlenmistir [130]. Propolisin en yaygin
bilinen, en cok arastirtlan ve yaranin enfeksiyon kapmasini engelleyen en Onemli
ozelliklerinden biri antimikrobiyal aktivitesidir. Propolisin ¢esitli bakteri, mantar, viriis
ve diger mikroorganizmalara etkisi ile ilgili bir¢ok bilimsel ¢alisma gergeklestirilmistir

Tablo 1.4°de propolisin gesitli mikroorganizmalar iizerine etkisi listelenmistir.



BOLUM 2

MATERYAL VE METOT

2.1 MALZEMELER

Sodyum aljinat tuzu (Sigma-Aldrich), Jelatin (Merck), Kalsiyum Kloriir (Sigma-Aldrich),
Glutaraldehit soliisyonu (Sigma-Aldrich)

2.2 PROPOLIS EKSTRAKTININ HAZIRLANMASI

10g propolis 100mL etil alkol (%80) ile karistirilidi. Bu karisim oda sicakliginda
karanlik bir ortamda bir hafta boyunca bekletildi. Bu silire zarfinda karisim belli
araliklarda galkalanarak karistirildi. Daha sonra etanolik propolis ekstrakti filtre edilerek

stizildii. Bir haftanin sonunda etanol rota kullanilarak uguruldu ve propolis ekstrakti

elde edildi.

2.3 PROPOLIS EKSTRAKT ICERIKLi ALJINAT BAZLI KOPUKLERIN
HAZIRLANMASI

Aljinat(A) ve Aljinat/Propolis Ekstrakt (AP) kopiikler dondurma-kurutma
yontemi kullanilarak elde edildi. 0,2g sodyum aljinate (NaAlg) 10mL saf suda 60°C ‘de
600 rpm hizda 1h karigtirllarak tam ¢6ziinmesi saglandi. Hazirlanan ¢ozelti 25°C’ye
kadar sogutuldu ve filmin i¢indeki son propolis konsantrasyonu 0, 0,1, 0,5, 1 ve 3 %

olacak sekilde eklendi ve 250 rpm hizda 30dk boyunca karistirilarak homojen bir ¢ozelti
elde edildi.

34
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Sekik 2.1 A,A/P Kopiikleri.

Daha sonra c¢ozeltide olusan baloncuklarin giderilmesi i¢in ultrasonic banyosunda
bekletildi. Baloncuklar1 ucurulan ¢ozelti yuvarlak plakalara dokiilerek -18°C’de 24h
donduruldu. Dondurulan soliisyon liyofilizatérde -60°C’de 24h kurutuldu. Dondurulup-
Kurutularak hazirlanan kopiikler 0,2M CaCl, ¢ozeltisine konularak ¢apraz baglanmasi
saglandi. Capraz baglanmis kopikler tekrar dondurulup kurutuldu veAljinat(A),
Aljinat/Propolis Ekstrakt (AP) kopiikler elde edildi (Sekik 2.1).

24 PROPOLIS EKSTRAKT ICERIKLI JELATIN BAZLI KOPUKLERIN
HAZIRLANMASI

Jelatin(G) ve Jelatin/Propolis Ekstrakt (GP) kopiikler dondurma-kurutma yontemi
kullanilarak elde edildi. 0,3g jelatin 10mL saf suda 50°C ‘de 150- 200 rpm hizda 1h
karistirillarak tam ¢oziinmesi saglandi. Hazirlanan ¢ozelti 25°C’ye kadar sogutuldu ve
¢ozeltinin i¢indeki son propolis konsantrasyonu 0, 0,1, 0,5, 1 ve 3 % olacak sekilde
eklendi ve 150 rpm hizda 30dk boyunca karistirilarak homojen bir ¢ozelti elde edildi.
Daha sonra c¢ozeltide olusan baloncuklarin giderilmesi i¢in ultrasonic banyosunda

bekletildi.

Sekil 2.2 G,G/P kopiikleri.
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Baloncuklar1 ugurulan ¢ozelti yuvarlak plakalara dokiilerek -18°C’de 24h donduruldu.
Dondurulan soliisyon liyofilizatérde -40°C’de 24h kurutuldu. Dondurulup- kurutularak
hazirlanan kopiikler %?2’°lik glutaraldehid ¢ozeltisine konularak c¢apraz baglanmasi
saglandi. Capraz baglanmis kopiikler tekrar dondurulup kurutuldu velelatin(G) ve
Jelatin/Propolis Ekstrakt (GP) kopiikler elde edildi (Sekik 2.2).

25 PROPOLIS EKSTRAKT ICERIKLI ALJINAT BAZLI FiLMERIN
HAZIRLANMASI

Aljinat(AF) ve Aljinat/Propolis Ekstrakt filmler (APF) ¢dzme-kurutma yontemi
kullanilarak elde edildi. 0,2g NaAlg 10mL saf suda 60°C ‘de 600 rpm hizda 1h
karistirllarak tam c¢oziinmesi saglandi. Hazirlanan ¢ozelti 25°C’ye kadar sogutulup
plastiklestirici gliserol (0,243g/g aljinate) eklendi ve ultrasonik banyoda 15dk bekletildi.
Filmin i¢indeki son propolis konsantrasyonu 0, 0,1, 0,5, 1 ve 3 % olacak sekilde ilave
edildi ve 250 rpm hizda 30dk boyunca karistirildi. Karigim esnasinda olusan
baloncuklarin giderilmesi icin ultrasonic banyosunda 15dk bekletildi. Baloncuklari
ucurulan ¢ozelti yuvarlak plakalara dokiildii. Filmler oda sicakliginda 24h’te kurutuldu.
Kuruyan filmlerin ¢apraz baglanmasi i¢in CaCl, (0,2M) c¢ozeltisine daldirilip 5dk
bekletildi. Filmler saf su ile yikandi ve tekrar oda sicakliginda kurutularak Aljinat(AF),
Aljinat/ Propolis Ekstrakt (APF) filmler elde edildi (Sekik 2.3).

Sekik 2.3 A,A/P Filmleri.



37
2.6 KARAKTERIZASYONLAR

2.6.6 A, AP ve G, GP kopiiklerinin karakterizasyonlari

2.6.6.1 FTIR (Fourier Transform Infrared Spektroskopi) Olgiimleri

A ve AP kopiiklerin FTIR spektrumlar1 alinarak kopiiklerin IR davranislari

incelendi. Numuneler toz haline getirilip pelletlendikten sonra FTIR ’lar1 ¢ekildi.
2.6.6.2 SEM (Taramali Elektron Mikroskobu) Olciimleri

Bu olgiimler hazirlanan kopiiklerin boyutlar1 ve ylizey 6zellikleri hakkinda bilgi
verir. Bunun i¢in hazirlanankdpiikler SEM 0lglimleri taramali elektron mikroskobuyla

gerceklestirildi.
2.6.6.3 Kopiiklerin Gozenek Boyutlarinin Incelenmesi

Kopiiklerin  toplam  gozenekliligi sivi  degistirme yontemi kullanilarak
belirlendi.Agirlig1 bilinen (Wy) kopiikler dereceli silindirin i¢ine batirildi.Silindirin igine
hacmi (V1) bilinen etanol vardir.Kopiiklerin gozeneklerinin igine etanoliin girmesi igin
silindir vakum altinda gergeklestirildi.Ethanol ve kopligiin hacmi V, olarak
kaydedildi.Toplam hacim farki (V2-V1) kopiik iskeletinin hacmidir. Kopiik etanolde 5 dk
bekletildikten sonra kopiik etanolden uzaklastirildi ve kalan etanol hacmi V3 olarak
olgiildi. Kopugiin gézenek boyutu(1) formiilii kullanilarak hesaplandi:

P(%) — 31'33

x 100 oy

Deneyler iiger 6rnek ile tekrarlanip ortalamasi alindu.
2.6.6.4 Kopiiklerin Suda Céziiniirliigiiniin Incelenmesi

Suda ¢6ziiniirlikk analizinde baslangi¢ agirligi (W;) bilinen kopiikler 20mL saf su
icine daldirnp 25°C’de 120 rpm hizda karistiricida 24h bekletildi. Bu siireden sonra
koptikler filtre kagidi ile kurulandi ve tartildi (Ws). Coziiniirliikk ¢6ziinmiis kuru kiitle
olarak ifade edilip (2) formiil ile hesaplandi:
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S (%) = === x 100 )

Deneyler tiger 6rnek ile tekrarlanip ortalamasi alindi.

2.6.6.5 Kopiiklerin Sisme Degerlerinin Incelenmesi

Yara ortiilerinde sisme 6zelligi onemli bir karakterizasyondur. Capraz bagli kopiik
orneklerinin sisme davranislart i¢in oncelikle tartildi (Wgqry) ve 20 mL ¢ozeltilere 37°C
sicaklikta 24 saat bekletildikten sonra ortamdan ¢ikarildi, filtre kagidi ile kurulandr ve
tartilds (Wyet).

Bu test ti¢ farkli pH degerinde yapildi:

I. pH=1.0 olan 0,IMHCI ¢6zeltisinde (simiile gastirik sivis1)

ii. pH=5,510mM Asetad tamponu (simiile cilt pH degeri)

iii. pH = 7.4 SBF soliisyonu (50 mM trishydroxylaminomethane ve 45 mM
hidroklorik asit)

Kopiiklerin % $ degerleri (3) esitligi kullanilarak hesaplandi:

Wwet-Wary

S (%) = x 100 3)

dry

Sisme davranisini hesaplamak icin her bir durum i¢in li¢ numune test edilip ortalamasi
alindu.

2.6.6.6 Kopiiklerin Su Tutma Kapasitelerinin Incelenmesi

Capraz bagli koptiklerin su tutma kapasitelerinin belirlemek amaciyla kuru
kopiikler tartildi (Wo).Daha sonra koplikler saf suyun igine 24 saatligine daldirildi.Bu
sirenin sonunda kopiikler hafifce kaptan wuzaklastirilip bir tel orgli rafa
yerlestirildi.K6piiklerin {izerindeki asr1 su tahliye edildi ve 5 dakika sonra koptiklerin su
tutma kapasiteleri belirlemek i¢in tartildi (Ws).Kopiiklerin su tutma kapasiteleri
(Wj)degerleri (4) esitligi kullanilarak hesaplandi:

_ Ws-W,

Wi === x 100 4)
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Su tutma kapasiteleri hesaplamak igin her bir durum igin {i¢ numune test edilip
ortalamast alindu.

2.6.6.7 Kopiiklerin Enzimatik Bozulma Ozelliklerinin Incelenmesi

Benzer boyuttaki kopiiklerin agirliklar: tartildi (Wo) ve lizozim (0,5mg/mL) igeren
3mL PBS ( pH=7,4, 37°C) ¢ozeltisine daldirildi ve 24h sonra kopiikler bozulma
ortamindan ¢ikarildi saf su ile yikandi. Kopiiklerin iizerindeki fazla su filtre kagidi ile
alind1 ve donduruldu. Dondurulan kopiikler liyofilizatérde kurutuldu ve tartildi(Wy).
Birde kopiiklerin bozulmasi enzimsiz sadece PBS ( pH=7.4,37°C)’de yapildi.
Kopiiklerin bozulma degerleri (D)degerleri (5) esitligi kullanilarak hesaplandi:

Wo—Ws

D (%) =

x100 (®)

f

Bozulma degerini hesaplamak i¢in her bir durum i¢in {ic numune test edilip ortalamasi
alindi.

2.6.6.8 Kopiiklerin Antimikrobiyal Ozelliklerinin Incelenmesi

Propolis eklenen kopiiklerin antimikrobiyal aktivitesini gram pozitif bir bakteri
olan Staphylococcus aureus’a (ATCC 25923)karsi olusturacagi inhibisyon alanini
belirlemek i¢in, agar difiizyon yontemi kullanildi [143].Bakteriler Tryptic soy agar(BD
Difco™) besiyerinde 37°C’de24 saat inkiibasyon ile ¢ogaltildi. Hazirlanildiktan sonra
steril edilen TSA besiyeri petri tabaklarma dokiildii. Soguyarak katilasan besiyeri
iizerine 24 saatlik taze bakteri kiiltiiriinden (10*kob ml™, kob, koloni olusturan birim)
yayma yontemiyle L-baget 6ze kullanilarak ekim islemi yapildi. Daha sonra da sirasi ile
farkli propolis yiizdeleri (% 0, 0.5, 1 ve 3) igeren numuneler bakteri bulunan petri
tabaklarina konarak 37°C’de 24 saat siire ile inkiibe edildi. Hazirlanan numuneler
antimikrobiyal ¢alisma oncesi 30 dakika UV 1s1na maruz birakilarak steril hale getirildi.
24 saatlik inkiibasyon sonrasinda agar yiizeyinde olusan inhibisyon alanlarinin meydana
gelip gelmedigi gozlemlenerek birbirleri ile karsilastirildi. Bu islem igin farkli sayidaki
bakteriler (10*kob, 10°kob, 10°kob ve 10°kob) iizerinde calismalar yapilarak olusan

antimikrobiyal etki gézlemlendi ve bir birleri ile kiyaslandi.
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2.6.7 A ve APF Filmlerin Karakterizasyonlari
2.6.7.1 FTIR (Fourier Transform Infrared Spektroskopi) Olgiimleri

Filmlerin FTIR spektrumlari alinarak filmlerin IR davraniglart incelendi.

Numuneler direk cihaza konulup FTIR’lar1 ¢ekildi.
2.6.7.2 SEM (Taramali Elektron Mikroskobu) Olciimleri

Bu oOl¢limler hazirlanan filmlerin boyutlar1 ve yiizey 6zellikleri hakkinda bilgi verir.
Bunun i¢in hazirlanan fillermler SEM olglimleri taramali elektron mikroskobuyla

gerceklestirildi.
2.6.7.3 Filmlerin Gozenek Boyutlarinin Incelenmesi

Filmlerin  toplam  gbzenekliligi sivi  degistirme yontemi  kullanilarak
belirlendi.Agirlig1 bilinen (Wy) filmler dereceli silindirin i¢ine batirildi.Silindirin igine
hacmi (V1) bilinen ethanol vardir.Filmlerin gozeneklerinin igine ethanoliin girmesi i¢in
silindir vakum altinda gergeklestirildi.Ethanol ve koptigin hacmi V, olarak
kaydedildi.Toplam hacim farki (V,-V1) filmler iskeletinin hacmidir.Filmler etanolde 5
dk bekletildikten sonra filmler etanolden uzaklastirildi ve kalan etanol hacmi V3 olarak

olgiildii. Filmler gozenek boyutu(6) formiilii kullanilarak hesaplandi:

Vi-V3

P (%) = V2-V3

x 100 (6)

Deneyler iiger 6rnek ile tekrarlanip ortalamasi alindu.
2.6.7.4 Filmlerin Suda Coziiniirliigiiniin Incelenmesi

Suda ¢oziiniirlik analizinde baslangig agirligi (Wy) bilinen filmler 20mL saf su
icine daldirup 25°C’de 120 rpm hizda karistiricida 24h bekletildi. Bu siireden sonra
filmler filtre kagidi ile kurulandi ve tartildi (Ws). Coziintirliik ¢6ziinmiis kuru kiitle

olarak ifade edilip (7) formiil ile hesaplandi:

W =Wy -W; (7)
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Deneyler tiger 6rnek ile tekrarlanip ortalamasi alindi.
2.6.7.5 Filmlerin Sisme Degerlerinin Incelenmesi

Yara ortiilerinde sisme 6zelligi 6nemli bir karakterizasyondur. Capraz bagl film
orneklerinin sisme davranislari icin dncelikle filmler tartildi (Wary) ve 20 mL ¢ozeltilere
37°C sicaklikta 24 saat bekletildikten sonra ortamdan ¢ikarilds, filtre kagidi ile kurulandi
ve tartildr (Wyet).

Bu test ti¢ farkli pH degerinde yapildi:

I. pH=1.0olan 0,1M HCI ¢ozeltisinde (simiile gastirik s1visi1)

ii. pH= 5,510mM Asetad tamponu (simiile cild pH degeri)

iii. pH =7.4 SBF soliisyonu (50 mM trishydroxylaminomethane ve 45 mM
hidroklorik asit)

Filmlerin % S degerleri (8) esitligi kullanilarak hesaplandi:

5 (%) =~ x 100 (8)

Sisme davranisini hesaplamak i¢in her bir durum i¢in {i¢ numune test edilip
ortalamast alind1.

2.6.7.6 Filmlerin SuTtutma Kapasitelerinin Incelenmesi

Capraz bagh filmlerin su tutma kapasitelerinin belirlemek amaciyla kuru filmler
tartildi (Wp).Daha sonra filmler saf suyun icine 37°C sicaklikta 24 saatligine
daldirildi.Bu siirenin sonunda filmler hafifce kaptan uzaklastirilip bir tel Orgli rafa
yerlestirildi.Filmlerin lizerindeki asir1 su tahliye edildi ve 5 dakika sonra filmlerin su
tutma kapasiteleri belirlemek igin tartildi (Ws).Filmler in su tutma kapasiteleri (W)

degerleri (9) esitligi kullanilarak hesaplandi:

__ Ws-Wo

0

W1

x 100 )

Su tutma kapasiteleri hesaplamak i¢in {i¢ numune test edilip ortalamasi alindu.
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2.6.7.7 Filmlerin Enzimatik Bozulma Ozelliklerinin Incelenmesi

Benzer boyuttaki filmlerin agirliklar: tartildi (Wo) ve lizozim (0,5mg/ml) igeren
3mL PBS ( pH=7,4, 37°C) ¢ozeltisine daldirildi ve 24h sonra filmler bozulma
ortamindan ¢ikarildi saf su ile yikandi. filmlerin iizerindeki fazla su filtre kagidi ile
alind1 ve oda sicakliginda kurutuldu. Kurutulanfilmler tartildi(Ws). Birde filmlerin
bozulmasi enzimsiz sadece PBS ( pH=7.4, 37°C)’de yapildi. Filmlerin bozulma
degerleri (D)degerleri (10) esitligi kullanilarak hesaplandi:

Wo—Ws

D (%) =

x100 (10)

f

Bozulma degerini hesaplamak i¢in her bir durum i¢in {i¢ numune test edilip

ortalamasi alindi.

2.6.7.8 Filmlerin Kalinliklarinin Incelenmesi

Film kalinhigr dogrulugu 0,00lmm olan bir mikrometre (Model 102-
301,Mitutoyo) kullanilarak 6l¢iildii ve sonuglar standart sapma ile ortalamalar1 alinarak

ifade edildi. Her numune i¢in dokuz 6rnek kullanildi.

2.6.7.9 Filmlerin Su Buhari Gegirgenligi

Filmlerin su buhar1 gegirgenligi (WVTR) ASTM E96/E96M standartlarina gore
tespit edildi [121].Falkona 5g safsu kondu. Kuru 6rnekler falkonlarin iistiine yapistirildi
ve su buhar1 kacagini 6nlemek icin teflon bant ile kenarlar sarildi. Tiipler (n=3) 37 °C
de bir firmn iginde %50 nispi nemde inkiibe edildi. 48h sonra tiip iginde kalan suyun
agirligi (W giin) tartildi. WVTR si esitlik (11) ile hesaplandi:

5-W:

—— (g/m”/giin) (11)

WVTR =

2.6.7.10 Filmlerin Antimikrobiyal Aktiviteleri

Propolis eklenen filmlerin antimikrobiyal aktivitesini gram pozitif bir bakteri olan
Staphylococcus aureus’a (ATCC 25923)kars1 olusturacagi inhibisyon alanini1 belirlemek
igin, agar difiizyon yontemi kullanildi [143]. Bakteriler Tryptic soy agar(BD Difco™)

besiyerinde 37°C’de24 saat inkiibasyon ile g¢ogaltildi. Hazirlanildiktan sonra steril
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edilen TSA besiyeri petri tabaklarina dokiildii. Soguyarak katilasan besiyeri lizerine 24
saatlik taze bakteri kiiltiirinden (10%°kob ml™, kob, koloni olusturan birim) yayma
yontemiyle L-baget 6ze kullanilarak ekim islemi yapildi. Daha sonra da sirasi ile farkli
propolis yiizdeleri (% 0, 0.5, 1 ve 3) iceren numuneler bakteri bulunan petri tabaklarina
konarak 37°C’de 24 saat siire ile inkiibe edildi. Hazirlanan numuneler antimikrobiyal
calisma oncesi 30 dakika UV 1smna maruz birakilarak steril hale getirildi. 24 saatlik
inkiibasyon sonrasinda agar yiizeyinde olusan inhibisyon alanlarinin meydana gelip
gelmedigi gozlemlenerek birbirleri ile karsilastirildi. Bu islem igin farkli sayidaki
bakteriler (10*kob, 10°kob, 10°%kob ve 107kob) iizerinde ¢alismalar yapilarak olusan

antimikrobiyal etki gdzlemlendi ve bir birleri ile kiyaslandi.



BOLUM 3

SONUC VE TARTISMA

3.1 A, AP VE G, GP KOPUKLERI

3.1.1 FT-IR Spektroskopisi Analizi

% Gegirgenlik

-COOH C-0O-C

T T ' T T T ' T T T ' T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Dalgaboyu (cm’1)

Sekil 3.1 A, A/P kopiiklerin FTIR spektrumlart.

Aljinat kopitiklerin spektrumunda (Sekil 3.1) tipik aljinat bantlar1 gézlemlendi.
Piiraljinatin iki karakteristik bandi 1620-1421cm™ araliginda asimetrik ve simetrik —
COO' baglari var.-CH titresim bandi 2935¢cm™ ve 1420cm™de goriiliir. Gerilme C-O-C
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1051 cm™de ve 3388cm™ de biiyiik absorbans bandi —OH grubunun titresimi nedeniyle
cikmaktadir. Aljinat pikleri ¢ikmis propolis ekstraktli olanlarda ayni sekilde pikler

olusturmus buda gosteriyor ki aljinat ile PE birlesmemis homojen bir dagilma

gostermis.

_"‘”%‘*\\_
c _
)
D - Amid A
5
o)
Q | Amid 111
= - mi

- 1/ Amidll

T I T T T T T Amid T T T T T T I
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Dalgaboyu (cm’1)

Sekil 3.2 G, G/P kopiiklerin FTIR spektrumlari.

Gelatin kopiiklerin spektrumlart (Sekil3.2) tipik jelatin bantlarin1 gésterdi [122].
3300cm™ de yer alan grup agirhkli olarak amid A bandi N-H gerilim frekanslarina
karsilik gelmektedir. CH, gruplarinin asimetrik gerilimine bagli olarak ortaya cikan
amid B bandi ise 3020cm™ dolaylarinda goriilmektedir.  1700-1600cm*arasinda
bulunan bantlar amid I (C=0O gerilme) , 1600-1500 cm™amid Il (C-N ve N-H) bagmnin
agisal bozulma gerilmeye) ve 1200-1400 cm ™ arasindaki gruplar amid I1’e karsilik gelir
[123]. Kontrol jelatin kopiik ile farkli konsantrasyonlardaki GPE kopiikler ile benzer
sonuglar elde edildi. PE ve jelatin fonksiyonel gruplar arasinda herhangi bir etkilesim

olmadigin1 gostermektedir. PE polimer matriks i¢inde dagildigin1 gosteriyor.
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3.1.2 Kopiiklerin Sisme Ozelligi Analizi

Capraz bagli AP ve GP kopiik ornekleri cildin pH degerine benzetmek icin sisme
davranis1 asetad tamponu i¢ine daldirma ile tespit edildi. Ayrica kopliklerin pH etkisini
degerlendirmek i¢in mide sivisinin pH’na benzetilmis 0,1M (HCl pH=1,0) ve viicut
stvist (SBF) pH’na benzetilmis pH =7,4 olan SBF soliisyonlarna daldirilarak sigsme

davranislari incelendi.

900
800
700
600

H SBF pH=7,4

Sisme (%)

M Asetad pH=5,5
300

200
100

i HCl pH=1,0

APO APO,1 APO,5 AP1 AP3
alginat koplukler

Sekil 3.3 A,AP kopiiklerin SBF, asetad tampon ve HCI ¢ozeltilerindeki sisme davranisi.

Sekil 3.3’de goriildiigti gibi HCI daldirilmis AP kopiiklerde karboksilik
gruplariin protonlanmasindan dolay1r en diisiik sisme ozelligi gostermistir. HCI asit
¢ozeltisisnin pH’1 aljinatin iyonlasan gruplarinin pKa degerinin (M=3,38/ G= 3,65)

altinda olmasindan dolay1 diislik kabarma 6zelligi gosterdi.
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Sekil3.4 G,G/PE kopiiklerin SBF, asetad tampon ve HCIl ¢ozeltilerindeki sigsme
davranisi.

Buna ek olarak; aljinatin glikosidik baglantilart asit ortaminda asit ile hidrolizi

olmaya yatkin oldugu i¢in kopiikler yarilarak bozuldu.

Ayni zamanda jelatin kopiiklerde HCI asit ¢ozeltisinde sisme daha az olmustur
(Sekil 3.4) bunun nedeni ise jelatinin izoelektrik noktasidan( 4,8-5,5 ) daha diisiik bir
pH degerinde oldugu i¢in yap1 hidroliz olup bozulmaya basladi.

Simiile viicut sivist (SBF) insanin kan plazmasindaki normal iyonlar i¢ceren fizyolojik
pH=7,4 tamponlu kapasitesine sahip bir tampon ¢dzeltidir. SBF daldirilmis kopitikler ise
yiksek sisme 6zelligi gosterdi. Aljinattaki karboksilik asit gruplarinin elektrostatik itme
ile iyonize formu (COO-) arttigi icin soliisyon iginde kalarak kopiiklerin sigsmesi
artmigtir. Asetat ve HCI asitlere gore daha yiiksek sisme Ozelligi gosterdiler. Ayrica
kontrol grubu ile karsilastirildiginda propolis ekstraktinin sisme davranisina etki

etmedigi de goriilmektedir.
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Tablo 3.1 Kopiiklerin gézenek boyutu, su tutma kapasiteleri ve ¢oziiniirliik sonuglari.

Gozenek Su tutma Coziiniirlik Bozulma Bozulma
boyutu | kapasitesi (%) (%) (PBS+Lizozim) (PBS)
(%)

APO 94,89+0,81 | 1226+£295 5,68+0,93 22,05 £2,47 5,68 £0,93
APO,1 | 94,76£0,93 | 12871176 6,43+1,08 23,19 £13,11 5,88 £1,08
APO,5 | 94,88+0,87 | 1318+121 5,96+0,55 28,33 £5,10 6,36 +0,55
AP1 93,79+0,84 | 1198+118 5,43+1,03 34,49+11,46 6,53 +1,03
AP3 94,82+0,68 | 1257498 5,33+0,48 45,88 £10,09 7,16 £0,48
GPO 90,99+0,1 5744213 10,17+0,46 18,48+6,11 3,45 £1,02
GP0,1 |91,46+0,52 | 598+124 9,69+1,13 21,75+7,97 3,87 £0,98
GP0,5 | 89,86+0,14 | 612+154 11,03+£2,48 22,20+4,12 4,48 £1,12
GP1 90,87+0,21 | 582+210 9,19+1,00 23,54+0,098 4,81 +£2.76
GP3 90,84+0,41 | 578+312 10,46+1,62 25,45+5,90 5,14 +£1,45

3.1.3 Kopiiklerin Coziiniirliik Analizi

Coziinlirlik analizinde malzemeler ¢apraz bagli odugu igin birinci giiniin sonunda
herhangi bir sonu¢ alinamadi ancak 3. giinde Tablo 3.1°de goriilen veriler elde edildi.
Ayrica sonuglar kontrol gruplariyla karsilastirildiginda PE eklenmesinin ¢oziintirliigii
etkilemedigi goriildii. Bu sonu¢ PE’nin protein zincirlerinin diizenlenmesine etki
etmedigini ve kopiiklerin hidrofilik 6zelliginin degistirmemistir. FTIR’da gortldigi
gibi aljinat ile PE, jelatin ile PE arasinda etilesimin olmadiginin bu sonuglar ile hakli
oldugunu gosterdi. Protein bazli kopiiklerin su ¢oziiniirliigiine PE dahil edilmesinin

¢cOziinilirliige etki ettigi hicbir literatiirde bulunmadi.

3.1.4 Kopiiklerin Gozenek Boyutu Analizi

Tablo 3.1°’de goriildiigii i¢in gibi yiiksek gbzenek boyutuna sahip kopik
malzemeler elde edilmis. Ayrica PE’nin gdzenek boyuutunu engellemedigi yapi

igerisinde dagildig1 goriilmektedir.
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3.1.5 Kopiiklerin Su Tutma Kapasiteleri Analizi

Tablo 3.1’de goriildiigii igin gibi 24 saatin sonunda kopiik malzemelerin her iki
tiiride control grubu ile karsilastirildigin yiiksek gbézenek boyutuna sahip kopik
malzemeler elde edilmistir ve PE nin su tutma kapasitesini engellemedigi yapi
icerisinde  dagildigni  goriilmektedir. Bu sonu¢ PE’nin protein zincirlerinin
diizenlenmesine etki etmedigini ve kopiiklerin hidrofilik 6zelliginin degistirmedigi

goriildil.

3.1.6 Kopiiklerin Bozulma Analizi

Koptiklerin in vitro bozulmasi degerlendirildi. %3 PE igeren kopiik daha hizli bir
sekilde bozuldu. Sade aljinat kopiik ise daha yavas bozuldu. Kopiiklerin bozulmasi
bozunma zamanin bir fonksiyonu olarak kuru agirhik kaybmin Olgiilmesi ile
degerlendirildi. Sekil 3.5°de goriildiigii gibi lizozimli PBS ¢ozeltisindeki kopiiklerin kilo
kayb1 veya bozulma orani, propolis ekstrakt icerigine baglidir. PE miktar1 arttik¢a
aljinat miktar1 ve jelatin miktar1 azaldigindan bozulma oran1 da AP3 ve GP3 de daha
fazladir. AP3 kopiigiin 24h sonra yaklasik %50’si bozuldu, bunun aksine sade aljinat
kopiik ise daha az bozulma orani gosterdi ve yaklasik 5 giinde tamamen bozuldu. GP3
ise AP3 gore daha az bozulma gosterdi. Diger kopiikler ise PE igerigine gore farkli
oranlarda bozuldular. Enzim icermeyen PBS ¢ozeltisi i¢ine daldirilan kontrol
kopiiklerin, kilo kaybinda ise kopiikler hidrolitik bozulmaya kars1 direngli ve yapisal
biitiinliiglinii korudugu goriildii. Kopiikler enzimsiz ortamda ¢ok yavas bir bozulma
orant gosterdiler. Buda gosteriyor ki PE miktar1 enzimatik ve enzimatik olmayan

bozulmada 6nemli bir etki etmistir.
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Sekil 3.6 a) Aljinat filmlerin b) Aljinat kopiiklerin c) Jelatin kopiiklerin SEM goriintiisii.
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3.1.7 Kopiiklerin Morfolojik Yapisi

Aljinat, aljinat/propolis ekstrakt kopiikleri ve jelatin, jelatin/propolis ekstrakti
kopiiklerin yapimi i¢in koptikler silindir seklinde kaliplanmistir. Sekil 3.6’da AP ve GP
koptiklerin yilizey morfolojisini gostermektedir. Genel olarak kopiikler yiiksek gozenekli
yapilara sahiptir. Propolis ekstrakti gézenek miktarini etkilemedigi goriilmektedir.
Gozenek boyutu analizide bunu desteklemektedir, muhtemelen PE matriks igine
dagilmistir. Ayrica SEM goriintiilerinde kontrol grubu ile karsilastirildiginda propolis
ekstraktt  yapiyr degistirmedigini  goriillmektedir buda FTIR spektrumlarinin
dogrulugunu desteklemektedir.

3.1.8 Kopiiklerin Antimikrobiyal Aktivitesi

Farkli propolis miktarlarin1 igeren jelatin, koOpiik formlari ile hazirlanan
numunelerin S. aureus bakterisine karsi antimikrobiyal etkileri yapilan caligma ile
ortaya konmustur. Sekil 3.7A’da elde edilen sonuglara bakildiginda jelatin formunun
icerdigi propolis yiizdeleri sirast ile % 0, 0.5, 1 ve 3 olup S.aureus (10* kob/ml™)
tizerinde olusturdugu inhibisyon ¢apina bakilmistir. Propolis igermeyen jelatinde ve %
0.5 propolis igeren jelatinde herhangi bir inhibisyon alanit olusmazken % 1 ve % 3
icerende az da olsa bir inhibisyon alani olustugu goriilmiistiir. % 3 propolis igeren

jelatinin gosterdigi antimikrobiyal etki digerlerine nispeten daha fazladir.

Sekil 3.7 Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan propolisin S.aureus iizerindeki
antimikrobiyal etkisi. A Jelatin olarak hazirlanan propolis. B Aljinat kopiik olarak
hazirlanan propolis CAljinat film olarak hazirlanan propolis.
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Sekil 3.7 B’de ise yine ayni oranlara sahip propolis miktar1 igeren aljinat kopiik
formlar1 hazirlanmis ve ayni1 bakteri iizerindeki etkiye bakilmustir. Inhibisyon alan1 % 1
ve % 3 propolis igeren kopiikte bir ¢ap olustururken hi¢ icermeyen ve % 0.5 icerende
hicbir etki gdstermemistir. Sonug olarak jelatinve alginat kopiik formlarini birbirleriyle
kiyasladigimiz zaman en iyi antimikrobiyal etkiyi % 3 propolis igeren numuneler
oldugunu sdyleyebiliriz. Kopiik formunda % 1 ve 3 propolis iceren numunelerin
gosterdikleri antimikrobiyal etki bir birine oldukc¢a yakindir. Ciinkii olusturduklari
inhibisyon alan1 hemen hemen ayn1 ¢aptadir. Ayn1 sekilde yapilan bu ¢alismada farkli
miktarlarda bakteri sayilar1 da kullanilarak kiyaslamalar yapildiginda inhibisyon
alanlarinin 10, 10°, 10° ve 107 kadar bakteri de aym inhibisyon alanina sahip oldugu

goriilmiistiir.

3.2 A, A/PE FILMLERI
3.2.1 A, A/PE Filmleri Sisme Ozelligi Analizi

Capraz bagli AP film 6rnekleri cildin pH degerine benzetmek i¢in sisme davranisi

asetad tamponu icine daldirma ile tespit edildi.
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Sekil 3.8 A,A/PE filmlerin SBF,asetad tampon ve HCI ¢ozeltilerindeki sisme davranisi.
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Ayrica filmlerin pH etkisini degerlendirmek i¢in mide sivisinin pH’na benzetilmis
0,IM (HCI pH=1,0) ve viicut sivisi (SBF) pH’na benzetilmis pH =7,4 olan SBF

soliisyonlarina daldirilarak sisme davranislar1 incelendi.

Sekil 3.8’de gorildigi gibi HCI daldirilmig AP filmlerde karboksilik gruplarinin
protonlanmasindan dolay1 en diisiik sisme 6zelligi gdostermistir. HCI asit ¢ozeltisisnin
pH’1 aljinatin iyonlasan gruplarinin pKa degerinin (M=3,38/ G= 3,65) altinda
olmasindan dolayi diisiik kabarma 6zelligi gosterdi. Buna ek olarak; aljinatin glikosidik
baglantilar asit ortaminda asit ile hidrolizi olmaya yatkin oldugu i¢in kdpiikler yarilarak
bozuldu. Simiile viicut sivist (SBF) insanin kan plazmasindaki normal iyonlar1 igeren
fizyolojik pH=7,4 tamponlu kapasitesine sahip bir tampon ¢ozeltidir. SBF daldirilmis
filmler ise yiiksek sisme oOzelligi gosterdi. Aljinattaki karboksilik asit gruplarinin
elektrostatik itme ile iyonize formu (COO-) arttig1 i¢in soliisyon i¢inde kalarak
koptiklerin sismesi artmistir. Asetat ve HCI asitlere gore daha yiiksek sisme ozelligi
gosterdiler. Ayrica kontrol grubu ile karsilastirildiginda propolis ekstraktinin sisme

davranisina etki etmedigi de goriilmektedir.

Tablo 3.2 A, A/PE filmlerin sudaki ¢oziiniirligii, Gézenek Boyutu, Film kalinlig.

Gozenek | Coziiniirliik Film WVP Su tutma
Boyutu (%) (%) kalinlig (g/m?/giin) | kapasitesi (%)
(um)

APFO 95,42+0,02 15,38+1,09 43,44 +£0,52 2185,22+223,19 | 1029,57 £572,96
APFO0,1 | 95,75+0,37 26,17+5,67 43,66 £2,59 2154,35+523,85 | 1116,35+143,56
APFO0,5 | 95,50+0,20 14,94+1,65 44,00 +0,86 2138,96+356,57 | 643,15 +197,28
APF1 95,61+0,67 14,75+7,31 4422 +1,39 2134,09+216,74 | 957,97+567,26
APF3 95,58+0,44 17,99+7,69 44,88 £2,52 2076,98+278,94 | 914,60+604,27
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3.2.2 A, A/PE Filmlerin Coziiniirliigii

Coziintirliikk analizinde filmler ¢apraz bagli yapili oldugu i¢in birinci giiniin
sonunda herhangi bir sonu¢ alinamadi ancak5. giindeTablo 3.2°de goriilen veriler elde
edildi. Ayrica kontrol gruplariyla karsilastirildiginda PE eklenmesinin ¢oziiniirliiga
etkilemedigi goriildi. Bu sonu¢ PE’nin protein zincirlerinin diizenlenmesine etki
etmedigini ve kopiiklerin hidrofilik o6zelliginin degistirmedigi goriildi. FT-IR’da
goriildiigii gibi aljinat ile PE, jelatin ile PE arasinda etilesimin olmadiginin bu sonuglar
ile hakli oldugunu gosterdi. Ayricaprotein bazli filmlerin sudaki ¢oziiniirliigiine PE

dahil edilmesinin ¢oziiniirliige etki ettigi higbir literatiirde bulunmadi.

3.2.3 Filmlerin Morfolojik Yapilar:

Aljinat, aljinat/propolis ekstrakt filmlerin SEM goriintiisii Sekil3.6’da genel olarak
filmlerin ylizey morfolojisi homojen bir yap1 gostermistir. Filmler diiz ve piiriizsiiz bir
yiizey sergilemistir. PE konsantrasyonunun artmasi matrisin gozenekliligini artmasina
sebep olmus, muhtemelen polimer matriksin i¢indeki PE dagilimiyla iligkilidir. APF3’te
propolis ekstrakt miktar1 fazla oldugu icin yapinin daha diizensiz olmasi nedeniyle

homojen bir yap1 vermemis ve gézenekli yap1 olusturmustur.
3.2.4 A, A/PE Filmlerin Kalinliklar

Film kalinligr bulgular ile filmin homojenligi agisindan ve kalinligi, mekanik
ozellikleri, seffafligida degerlendirilebilinir. Gliserol yara oOrtiilerinde ¢ok onemli bir
kosul olan esneklik ve yumusaklik gelistirmek icin filmlere dahil edilmistir. Her
filmdeki aljinat miktar1 esit oldugu igin gliserol miktarida esittir sadece filmlerin
icindeki propolis ekstraklarimin konsantrasyonu farkli oldugu i¢in film kalinliklar
birbirine ¢ok yakin ¢ikmistir, PE konsantrasyonuna bagli olarak film PE konsantrasyonu
arttikga bir miktar artmistir ve de seffafligida azalmistir. Bu sonuglar gosteriyor ki PE
bir plastiklestirici ajan gibi davranarak filmin kalinliginin artmasina sebep olmustur.
Gelistirilen filmler 43-44 pm araliginda (Tablo3.2) piiriizsiiz bir yiizey, yiiksek
yumusaklik ve kalinliktadir.



56

3.2.5 Filmlerin Su Buhar Geg¢irgenligi

Ideal bir yara ortiisii optimum oranda yarada su kaybini kontrol etmelidir. Ruiz
Cardona ve ark. gore, agik bir kap icindeki suyun buhar gegirgenligi oran1 4026
g/m?/giin, saghkli bir derinin 200-500 g/m%/giin ve ticari yara ortiilerinin 2000-2500
g/m?/giin’diir. Lake ve ark. gore birinci derece yamkta 279+726 g/m%/giin,
graniillasyonlu yaralarda ise 5138+7202 g/m?giin’dir. Kontrol grubu ile PE eklenmesi
karsilastirildiginda ise su buhar1 gegirgenliginde bir miktar azalmaya yol agtig1 goriildii.
WVPnin azalmasi SEM de goriildiigii gibi PE katilmasiyla yapisal degisikliklerin su
bahar1 diflizyonunu etkilemis olabilir. Ayrica polimer matriks i¢cinde muhtemelen
propolisin hidrofobik bilesiklerinin konsantrayonu arttig1 i¢in filmlerin higroskopikligi
azalmistir. Aljinat-poropolis ekstrakt filmlerde PE ilavesi ile daha diisiik su buhari
gegcirgenligine neden oldugu goézlemlendi. Matrik i¢inde artan PE konsantrosyonu su ve
makro molekiiller arasindaki etkilesimi degistirerek su molekiillerinin polimer
zincirlerine baglanma yetenegini azaltir. Bununyani sira matrik i¢ine PE ilavesi ile
kristal bolgeler olustugundan su buhar1 gegirgenliginin azalmasina katki saglamis
olabilir. Ancak Tablo 3.2°de goriildiigii gibi hazirlanan film yara ortiileri 2000-2500
g/m%/giin arahiginda bir degerde oldugu i¢in yara dehidrasyonu riskine karsilik iyi bir

nem ortami1 saglayadigi i¢in ideal bir yara Ortii malzemesidir.
3.2.6 Filmlerin Gozenek Boyutu

Tablo 3.2°de goriildiigii gibi yiiksek gézenek boyutuna sahip kopiik malzemeler
elde edilmis.Ayrica PE’nin gozenek boyutunu engellemedigi yapi igerisinde dagildig

gorilmektedir.
3.2.7 Filmlerin Su Tutma Kapsiteleri

Tablo 3.2°de goriildiigii igin gibi 24 saatin sonunda filmler kontrol grubu ile
karsilastirildigin  yiiksek gozenek boyutuna sahip film malzemeler elde edilmis ve
PE’nin su tutma kapasitesini engellemidigi yap icerisinde dagildigi goriilmektedir.Bu
sonu¢ PE’nin protein zincirlerinin diizenlenmesine etki etmedigini ve filmlerin

hidrofilik 6zelliginin degistirmedigini gosterdi.
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3.2.8 Filmlerin FTIR Spektroskopi Analizi

Aljinat kopiiklerin spektrumunda (Sekil 3.9) tipik aljinat bantlar1 gézlemlendi.
Piir aljinatin iki karakteristik bandi 1620-1421cm™ araliginda asimetrik ve simetrik —
COO" baglar1 var.-CH titresim band1 2935cm™ ve 1420cm™de goriiliir. Gerilme C-O-C
1051 cm™de ve 3388cm™ de biiyiik absorbans bandi —OH grubunun titresimi nedeniyle
cikmaktadir. Aljinat pikleri ¢ikmis propolis ekstraktli olanlarda aynmi sekilde pikler

olusturmus buda gosteriyor ki aljinat ile PE birlesmemis homojen bir dagilma

gostermis.
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Sekil 3.9 A, A/P filmlerin FTIR spektrumu.

3.2.9 Filmlerin Bozunma Analizi

Filmlerin in vitro bozulmasi1 degerlendirildi. %3 PE iceren film daha hizli bir

sekilde bozuldu. Sade aljinat film ise daha yavas bozuldu. Filmlerin bozulmasi bozunma
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zamanin bir fonksiyonu olarak kuru agirlik kaybinin 6l¢iilmesi ile degerlendirildi. Sekil
3.10°da goriildiigi gibi lizozimli PBS ¢ozeltisindeki filmlerin kilo kayb1 veya bozulma
orani, propolis ekstrakt igerigine baglidir. PE miktar1 arttikca aljinat miktar

azaldigindan bozulma orani da artmistir.

Tablo 3.3 Filmlerin enzimatik ve enzimatik olmayan bozulma degerleri.

FILMLER PBS+Lizozim PBS

APF0 37,75 +2,60 2,18 1,09
APFO0,1 36,88 +4,33 2,87 £2,67
APF0,5 40,68 +12,19 4,01 +1,65
APF1 47,950 +6,27 4,38 +1,31
APF3 62,73 +1,69 4,99 +1,69

AP3 filminin 24h sonra %50’sinden fazlasi bozuldu, bunun aksine sade aljinat
film ise daha az bozulma oranmi1 gosterdi ve yaklasik 7 giinde tamamen bozuldu. Diger
filmler ise PE icerigine gore farkli oranlarda bozuldular. Enzim icermeyen PBS ¢ozeltisi
icine daldirilan kontrol filmlerin, kilo kaybinda ise filmler hidrolitik bozunmaya kars:
direngli ve yapisal biitiinliigiinii korudugu goriildii. Filmler enzimsiz ortamda ¢ok yavas
bir bozulma orani gosterdiler. Buda gosteriyor ki PE miktar1 enzimatik ve enzimatik

olmayan bozulmada 6nemli bir etki etmistir.
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Sekil 3.10 A ve A/P filmlerinin enzimatik ve enzimatik olmayan bozulmas.

3.2.10 Filmlerin Antimikrobiyal Aktivitesi

Farkl1 propolis miktarlarini igeren aljinat film formu ile hazirlanan numunelerin S.
aureus bakterisine karsi antimikrobiyal etkileri yapilan ¢alisma ile ortaya konmustur.
Sekil 3.7 C’ye bakildiginda hazirlanan film formunda hi¢ propolis igermeyen ve % 0.5
propolis iceren filmde herhangi bir inhibisyon alani olugsmazken % 1 ve 3 propolis

iceren filmlerde sirasi ile yiizdeler arttik¢a inhibisyon alaninda da artig gézlenmistir.

Sonu¢ olarak film formlarin1 birbirleriyle kiyasladigimiz zaman en 1iyi
antimikrobiyal etkiyi % 3 propolis iceren numunede oldugunu soyleyebiliriz. Film
formunda % 1 ve 3 propolis igeren numunelerin gosterdikleri antimikrobiyal etki bir
birine olduk¢a yakindir. Ciinkii olusturduklari inhibisyon alani hemen hemen aym
captadir. Ayni sekilde yapilan bu caligmada farkli miktarlarda bakteri sayilari da
kullanilarak kiyaslamalar yapildiginda inhibisyon alanlarmm 10%, 10°, 10° ve 10’ kadar

bakteri de ayni inhibisyon alanina sahip oldugu goriilmiistiir.



BOLUM 4

SONUC

Bu ytiksek lisans ¢alismasinda; dogal yara ortlisii malzemesi hazirlanmasi basit ve
hizl1 bir metadoloji ¢oziicii dokiim islemi ile yeni PE igerikli Aljinat film ve dondurma

kurutma islemi ile PE igerikli Aljinat ve Jelatin kopiikler hazirlanmistir.
I.  PE igerikli Aljinat filmlerin bulgusu:

* FT-IR analizi ile kontrol grubu karsilastirildiginda PE’nin yapiy1 degistirmedigi
icinde dagildig: saptandi.

* SEM analizi ile filmin diiz ve homojen bir yapida oldugu ancak PE miktarinin
artmas1 ile yapmnin diizgiinligliniin bozuldugu saptandi. Ancak yapinin
bozunmadig1, bu sonucun FT-IR ile uyumlu oldugu belirlendi.

= Filmlere pH’a kars1 sisme testleri uygulanmig, hazirlanan filmlerin su alma ve
sisme davranisi ¢ozeltinin pH degerine baglidir. En yiiksek sisme degerinin SBF
sollisyonunda, en diisiik sisme degerinin ise 0,1 M HCI ¢d6zeltisinde oldugu
saptandi. Ayrica kontrol grubu ile karsilastirildiginda PE sisme davranisina etki
etmedi.

» (Capraz baglanmis filmler 24 saat siire ile damitilmis su icine daldirildiktan sonra
suda fazla ¢6ziinmedi ve cilt uygulamasi i¢in yeterli mekanik 6zellik sergiledi.

» Ince film analizinde 43-44 pm arasinda kalinlikta yapilar olusmustur ve bunun
yani sira homojen yiizey elde edildi. PE miktarmin artmasi kalinlig
etkilememistir, sadece seffafligini azaltmistir.

= Anti mikrobiyal aktivitesi ile ilgili olarak kontrol grubu ile karsilastirildiginda
PE miktar1 artik¢a anti bakteriyal etkisi artmistir. %3 PE icerikli Aljinat filmler
S.aureus’a karsi etkili olmustur. Bunun yani sira depolama sirasinda anti
bakteriyal etkisi ve fenol bilesikleri korunmustur.

= Kontrol grubu ile PE eklenmesi karsilastirildiginda ise su buhar1 gegirgenliginde

bir miktar azalmaya olmustur. WVP’nin azalmas1 SEM de goriildiigii gibi PE
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katilmasiyla yapisal degisikliklerin su bahar1 difiizyonunu etkilemis olabilir.
Ayrica polimer matriks icinde muhtemelen propolisin hidrofobik bilesiklerinin
konsantrayonu arttig1 i¢in filmlerin higroskopikligi azalmistir. Aljinat-poropolis
ekstrakt filmlerde PE ilavesi ile daha diisiik su buhari gecirgenligine neden
oldugu gozlemlendi. Hazirlanan film yara ortiilleri 2000-2500 g/m2/giin
araliginda bir degerde oldugu igin yara dehidrasyonu riskine karsilik iyi bir nem

ortami saglayadigi icin ideal bir yara Ortii malzemesidir.
Il.  PE igerikli Aljinat ve Jelatin kopiiklerin bulgusu:

= FT-IR analizi ile kontrol grubu karsilastirildiginda PE’nin yapiy1 degistirmedigi,
icinde dagildig: saptandi.

* SEM analizi ile kdpiiklerin ¢cok gozenekli bir yapida olduklar1 ve PE miktarinin
artmasi ile yapmin goézenekliliginin bozulmadigir saptanmistir. Ancak yapinin
bozunmadig1, bu sonucun FT-IR ile uyumlu oldugu belirlendi.

» Kopiiklere, pH’a kars1 sisme testleri uygulandi, hazirlanan kopiiklerinsu alma ve
sisme davranigi ¢ozeltinin pH degerine baglidir. En yiiksek sisme degerinin SBF
sollisyonunda, en diisiik sisme degerinin ise 0,1 M HCI ¢o6zeltisinde oldugu
saptanmigtir. Ayrica kontrol grubu ile karsilastirildiginda PE sisme davranisina
etki etmemistir.

= (Capraz baglanmis kopiikler 24 saat siire ile damitilmis su i¢ine daldirildiktan
sonra suda fazla ¢éziinmemistir ve cilt uygulamasi i¢in yeterli mekanik 6zellik
sergilemistir.

* Anti mikrobiyal aktivitesi ile ilgili olarak kontrol grubu ile karsilastirildiginda
PE miktar1 arttikca anti bakteriyal etkisi artmistir. %3 PE igerikli Aljinat
kopiikler S.aureus’a karsi etkili olmustur. Bunun yani sira depolama sirasinda

anti bakteriyal etkisi ve fenol bilesikleri korunmustur.

Bu calismada tiretilen dogal yara ortiileri, yaradaki ekslideyi emerek yiiksek sisme
Ozelligi gosterebilecegi goriildii. Malzemeler i¢in elde edilen sonuclar yara iyilesme
uygulamalari i¢in uygun 6zelliklere sahip oldugunu gostermektedir. Ayrica PE igerikli
dogal yara oOrtii malzemeleri gelecekte yapilacak ¢alismalarda, hayvanlar iizerinde in
vivo olarak calisilip sonuglar dogrultusunda ticari potansiyel 6zellikli dogal yara ortii

malzemeleriolabilecegi karar1 verilecektir.
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