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Epidermis ve dermis tabakalarinin zarar gordiigii ikinci derece yaniklar, dermiste belirli
oranlarda kayba neden olur. Bu nedenle yara iyilesme siireci genellikle ciddi yara izi
olusturarak tamamlanmaktadir. Sunulan tez c¢alismasinin amaci, ikinci derece yanik
yaralarinin tedavisinde yara iyilestirici Ozelligi bilinen Hypericum perforatum
(kantaron) yag yiiklenmis iki tabakali PEG-PCL polimerik membranlarin iiretilmesidir.
H. perforatum yagi PEG polimer ¢ozeltisinin igerisine katilarak elektro-spreyleme ile
kapstillenmistir. Elektro-spreylenen PEG c¢ozeltisi ile elektro-egirilen PCL ¢ozeltisi es
zamanlt ve Kkarsilikli olarak doner toplayicida biriktirilmistir. Mikrokapsullerin
membran igerisindeki dagilimi ve membranlarin yilizey morfolojisi Taramali Elektron
Mikroskobu (SEM), polimerlerin ¢oziicii ile etkilesimleri Fourier Dontigiimlii Kizilotesi
Spektroskopisi (FTIR) ile belirlenmistir. Membranlarin mekanik dayanimlari standart
cekme testleri ile karakterize edilmistir. Gaz gegirgenlik ozellikleri yine standart hava
gaz1 gegirgenlik testi ile incelenmistir. Membranlarin hidrofilisitesi temas agis1
Olcimleri, 1slanabilirligi sisme testleri gerceklestirilerek belirlenmistir. Membranlarin
zamana bagl kiitle kayb1 ve H. perforatum yaginin zamanla membranlardan kontroll
salimi in vitro kosullarda incelenmistir. Membranlarin gram-pozitif ve gram-negatif
bakteri suglar1 {izerindeki antibakteriyel etkinligi disk difuzyon testleri yapilarak
gozlemlenmistir. In vitro kosullarda 1.929 fare fibroblast hiicre hatt1 ile inkiibe edilen
membranlarin biyouyumlulugu (WST-1) ve hiicrelerle etkilesimleri (hiicre tutunmasi,
proliferasyon ve apoptoz-nekroz) incelenmistir. Son olarak polimerik membranlar,
Wistar albino siganlarin kullanildigi (n=35) 16 giin siiren hayvan deneylerinde yara
tyilestirici  6zelligi bakimindan performasi incelenmistir. Histokimyasal ve
immunohistokimyasal bulgular istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

Sonug olarak dretilen polimerik membranlar gozeneklilik, hava gegirgenligi, nem tutma
kapasitesi, hidrofilisite, elastikiyet, antibakteriyel olma, yaraya yapismama,
biyouyumluluk gibi 6zellikler bakimindan ideal bir yara Ortiisiinde olmasi istenilen
optimum degerlere sahip olmakla birlikte icerdigi H. perforatum yaginin istenilen
sekilde membranlardan kontrollii salimimin yara iyilesmesini destekleyerek iyilesme
stirecini hizlandirdig1 yapilan in vitro ve in vivo ¢alismalarla teyit edilmistir. Bununla



birlikte membranlarin uzun vadede yara izi olusumunu da azaltma potansiyeli oldugu
diistintiilmektedir.

2019, 109 Sayfa
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ABSTRACT

MASTER THESIS

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF POLYMERIC MEMBRANES
LOADED WITH HYPERICUM PERFORATUM OIL ON SCAR TISSUE
FORMATION IN BURN WOUND HEALING

NAME ERDEMIR

GAZIOSMANPASA UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES

DEPARTMENT OF BIOENGINEERING

SUPERVISOR: ASST. PROF. DR. OZLEM EGRIi

Second degree burns, which are damaged by epidermis and dermis, cause certain rates
of loss in the dermis. Therefore, wound healing process is usually completed by creating
a serious scar. The aim of the thesis is to produce two layer PEG-PCL polymeric
membranes loaded with Hypericum perforatum oil known as wound healing in the
treatment of second-degree burns. H. perforatum oil is encapsulated by electro-spraying
into PEG polymer solution. The electro-spraying PEG solution and the electro-spun
PCL solution were deposited simultaneously and mutually in the rotary collector.
Distribution of microcapsules within the membrane, membrane surface morphology and
interactions of polymers with solvents were determined byScanning Electron
Microscope (SEM) and Fourier Transformed Infrared Spectroscopy (FTIR),
respectively. Mechanical strength of membraneshave been characterized by standard
tensile test. Gas permeability properties were investigated by standard air gas
permeability test. The hydrophilicity of the membranes was determined by carrying out
contact angle measurements and swelling tests. The time-dependent mass loss of the
membranes and the controlled release properties of the H. perforatum oil from
membranes over time were investigated in vitro. The antibacterial activity on gram-
positive and gram-negative bacterial strains of the membranes was observed by disk
diffusion tests. The biocompatibility (WST-1) and cell interaction with cells
(incubation, proliferation and apoptosis-necrosis) of membranes, in vitro incubation
with L929 mouse fibroblast cell line, were investigated. Finally, polymeric membranes
were evaluated for their wound healing properties in a 16-days animal experiment
performed by using Wistar Albino rats (n=35). Histochemical and
immunohistochemical findings were evaluated statistically.

As a result of produced polymeric membranes have the optimum values to be in an ideal
wound dressing in terms of various properties (porosity, air permeability, moisture
retention capacity, hydrophilicity, elasticity, antibacterial, non-stickiness on wound,
biocompatibility etc.). It was confirmed by in vitro and in vivo studies that controlled
release of the H. perforatum oil from the membranes as desired to accelerate the healing



process by supporting wound healing. However, it is thought that membranes have the
potential to reduce long-term scar formation.

2019, 109 Pages

KEY WORDS: Wound healing, Membranes, co-electrospinning, Electro-spraying,
Hypericum perforatum oil
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1. GIRIS

Deri, viicudun dis ylizeyini kaplayan, hayati bircok fonksiyonu olan ayrica g¢evre ile
organizma arasindaki iletisimi saglayan oldukc¢a organize ve tabakali bir organdir.
Vicudun fizyolojisini etkileyebilecek olan mekanik, kimyasal ve mikroorganizma
kaynakli faktorlere karsi bir bariyer olusturur. Cesitli faktdrler sonucu derinin normal
anatomik yapisinin ve cilt fonksiyonlarinin bozulmasi ile farkli sekillerde yaralar
olusabilir. Akut ve kronik olmak {izere temelde iki yara tiirii mevcuttur. Akut yaralar,
travmalardan kaynaklanir ve genellikle 8-12 haftalik siirede iyilesebilir. Yanik yaralari,
akut yaralar olarak degerlendirilir ve 1s1, elektrik c¢arpmasi, asindirici kimyasal
maddelere maruz kalma gibi sebeplerle meydana gelebilir. Bu yaralar i¢in bakim,
yaranin siddetine baglidir (Zahedi ve ark., 2010). Kronik yaralar ise diyabet, timor ve
fizyolojik kontaminasyonlar gibi belirli hastaliklarin sonucunda olusan yaralanmalardir.
Bu yaralarin iyilegsmesi 12 haftadan daha uzun stireler alabilir. Ayrica kronik yaralarin
tekrarlama ihtimali de vardir (Zahedi ve ark., 2010). Olusan yaralarin kisa siirede etkili
bir sekilde iyilesme egilimi vardir (Zahedi ve ark., 2010). Bu egilim ile iyilesme siireci
baslar ve yaralanma ile kaybedilen yapilar yeniden olusur (Zahedi ve ark., 2010;
Boateng ve ark., 2007). Yara iyilesmesi i¢ ice ge¢cmis kompleks biyolojik ve fizyolojik
streclerden (hemostaz-inflamasyon, migrasyon, proliferasyon, olgunlasma) olusur
(Zahedi ve ark., 2010).

Yaranin tiirline, derecesine ve durumuna bagli olarak bazen tedaviyi destekleyici
materyallere ihtiya¢ duyulmaktadir. Boyle durumlarda yara ylizeyi uygun bir yara
ortlisti ile kapatilarak yaranin hem nemli tutulmasi hem de dokunun dis etkenlerden
korunmasi amaglanmaktadir (Geronemus ve Robins, 1982). Yara iyilesmelerinde
kullanilmak tizere farkli firmalar tarafindan {iretilen ¢ok c¢esitli yara Ortii materyalleri
bulunmaktadir (Stashak ve ark., 2004; Ulubayram ve Hasirci, 1998). Bununla birlikte
uygulamada kullanilan mevcut Ortii materyallerinin biiyiik bir kismi tasarimina, yara
tlrine, hastanin durumuna bagl olarak tedavi siirecinde ideal bir Ortii materyalinden
beklenen tiim Ozellikleri gosteremeyebilir. Bu sebeple gelisen teknoloji ve artan talep
lizerine yara Ortii materyalleri ile ilgili arastirma-gelistirme c¢alismalar1 her gegen giin
artmaktadir. Doku miihendisligi ve biyomalzeme literatiiriinde de yara ortli materyalleri

siklikla ¢aligilan konular arasindadir (Zahedi ve ark., 2010; Altay ve Basal, 2010).
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Sunulan tez ¢alismasi kapsaminda ikinci derece yaniklarin tedavisi amaciyla iyilesme
siirecini desteklemesi ve skar doku olusumunu azaltmasi hedeflenen yanik yara ortii
materyalleri Uretilerek, karakterizasyon ¢aligmalari sonucunda elde edilen veri 1518inda,
in vitro/in vivo performans degerlendirmeleri yapilmistir. Yara ortii materyalleri yara
cevresi ile temas eden iist tabaka ve yara ile temas eden alt tabakadan olusan iki tabakali
tasarima sahiptir. Ust tabaka mekanik dayanimi saglayan Polikaprolakton (PCL)
fiberlerden, alt tabaka ise Polietilen glikol (PEG) ve Polikaprolakton (PCL) fiberlerden
olugsmaktadir. Ayrica alt tabakada PEG fiberler {izerinde Hypericum perforatum
(kantaron) yag1 iceren PEG kapsiiller bulunmaktadir. FDA (Food and Drug
Administration) onayli biyouyumlu, biyobozunur, kolay islenebilir PEG ve PCL
polimerleri doku miihendisligi uygulamalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir
(Grossen ve ark., 2016). PCL polimeri mekanik olarak dayanikli olmasi nedeniyle iist
ve alt tabakalarda mekanik dayanimi saglayarak iyilesme sirecinde membran
biitiinliiglinii korumaktadir. Suda ¢6ziinebilir PEG polimeri alt tabakada yara eksudasi
ile temas durumunda PEG kapsullerin ¢ozlinmesi neticesinde H. perforatum yagimin
yara bolgesine kontrollii salimimi saglamaktadir. H.perforatum yag: iceriginde bulunan
hiperisin ve hiperforin gibi aktif bilesenleri yara iyilestirici 6zellige sahiptir (Wolfle ve
ark., 2013) ve g¢esitli Gram-pozitif ve Gram-negatif bakteri tirleri Uzerinde
antimikrobiyal aktivite gostermektedir (Ranc¢i¢ ve ark., 2005). Boylece membranlara
antimikrobiyal 6zellik kazandirirken yara 1yilesme siirecini desteklemektedir. Yara Ortii
materyalleri elektro-egirme teknigi ile {iiretilmistir. H. perforatum yagi ise PEG
polimeri ile birlikte elektro-spreylenerek enkapsiile edilmistir. Elektro-egirme ve
elektro-spreyleme benzer tekniklerdir. Polimerler uygun cozlcllerde ¢ozulerek iletken
cozeltiler hazirlanir ve elektrik alan olusturularak c¢ozeltinin siringa ucundan bir
toplayiciya hareketi saglanir. Coziiclisiiniin ugmasi ile beraber 6rgiisiiz (non-woven)
lifler olusturarak ¢oken polimer toplayicida birikir. Yeterli siddette -elektrik-alan
olmadig1 durumda polimer ¢ozeltisi sagilarak kesikli parcalar halinde hareket eder. Bu
sekilde gergeklestirilen elektro-egirmeye elektro-spreyleme denilmektedir. Elektro-
egirme yontemi sagladigi avantajlar ile yeni nesil yara Ortli materyallerinin
gelistirilmesinde son zamanlarda yaygin kullanilan teknikler arasindadir (Bhushani ve

Anandharamakrishnan, 2014). Nanolif iiretim teknigi olan elektro-egirme yontemiyle



yuksek gozeneklilige, kiiciikk gbzenek boyutlarina, yiiksek yiizey/hacim oranina sahip,
esnek ve hafif membranlar Uretilebilmektedir (Zahedi ve ark., 2010). Bdylece
ekstraselller matriksin (ECM) hiicresel iletkenligini saglayan, kan ve diger doku sivilar
ile uyumlulugunu artiran ags1 nanofibroz yapisi taklit edilebilmektedir (Kim ve Yoon,

2008; Han ve Gouma, 2006).

Sunulan tez caligmasi kapsaminda nitelikli bir yara Ortli materyalinden beklenen
Ozelliklere sahip (yaray1 eksojen bakteri vb. dis etkenlerden koruma, antimikrobiyal
etkinlik, kontrollii nem dengesini saglama, gaz gegirgenligi, yaraya yapismama,
biyouyumluluk, iyilesmeyi destekleme), bununla birlikte alternatif tip (bitkisel yag
terapileri) ve modern yara Ortii materyalinin bir arada kullanildig1 entegre bir yara ort
materyali {iretilmistir. Ort(i materyallerinin in vitro performans degerlendirmeleri igin
gerekli analizler (kimyasal yapi, yiizey morfolojisi, yogunluk, gozenekliik, yiizey
hidrofibisitesi, 1slanabilirlik, hava gecirgenligi, kontrollii salim, elastikiyet,
antibakteriyel aktivite, biyouyumluluk, apoptotik/nekrotik etki, L929 fibroblast
hiicreleri ile membran etkilesimi) yapilmis ayrica in vivo hayvan deneyleri ve
sonrasinda immunohistokimyasal/histopatolojik analizler gerceklestirilerek

membranlarin yara 6rtii materyali olarak kullanim potansiyeli degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Deri Dokusu

Deri, viicudun dis yiizeyini kaplayan, hayati bircok fonksiyonu olan ayrica cevre ile
organizma arasindaki iletisimi saglayan oldukc¢a organize ve tabakali bir organdir.
Vicudun fizyolojisini etkileyebilecek olan mekanik, kimyasal ve mikroorganizma

kaynakli faktorlere karsi bir bariyer olusturur.

2.1.1. Derinin Yapisi

Deri embriyonel gelisim esnasinda ektoderm ve mezoderm tabakalarindan koken
almaktadir. Distan ice dogru epidermis, dermis ve hipodermis (subkutis) olmak Uzere 3
temel tabakadan olusmaktadir. Bu tabakalarin kalinliklar1 viicudun farkli bélgelerindeki
derilerde farkli kalinliklar gostermektedir. Bunlara ilaveten temel diizeyde
fonksiyonlara yardimc1 olmak amaci ile deri ekleri gelismistir. Deri, belirli tabakalardan
olusan diizenli bir yap1 olsa da, bulundugu bolgeye gore sitolojik, histolojik ve/veya
biyokimyasal yonden farkliliklar gdsteren heterojen bir yapiya sahiptir. Ornegin, 6n kol
derisi ile karin derisinin metabolik aktiviteleri de birbirinden farkliliklar gdstermektedir

(Olger ve Géniil, 2002).

Kil govdesi
Ter bezi kanali g6zenegi

Arrector
pili kasi
Kil — Dermis
folikiilii
Yag bezi
— Hipodermis
Kil kokii ) 2
Kil folikiil ' , Z _
reseptorii Ekrin ter bezi
Pacini cisimcigi
Adipoz doku Kutansz

damar ag

Duyu sinir lifi

Sekil 2.1. Derinin yapisi (Anonim, 2017)
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2.1.1.1. Epidermis

Derinin dis katmani olan epidermis, viicudu dis etkenlerden koruyan, nem dengesini ve
belirli bir oranda gegirgenligi saglayan tabakadir. Epidermis kendi i¢inde distan ice
dogru sirasiyla; stratum korneum, stratum lusidum, stratum graniilosum, stratum
spinozum ve stratum germinativum olarak adlandirilan 5 ayr1 alt tabakaya sahiptir

(Hendriks, 2001; Mutlu, 2014).

— > Keratinlesmis olit
hiicreler

Stratum korneum ——

Stratum lusidum
Stratum graniilosum

Graniillii lameller

Stratum spinosum Keratinosit

Stratum germinativum
Merkel hiicresi

Melanosit

) Duyu néronu
Dermis

Sekil 2.2. Epidermis yapis1 ve katmanlar1 (Anonim, 2017)

Epidermis yapisinda temelde keratinositler olmak iizere pigment olusturan hiicreler olan
melanositler; immunolojik fonksiyonlara sahip Langerhans hucreleri ve Merkel
hiicreleri olmak tiizere 4 farkli hiicre tipi bulunmaktadir (Olger ve Gonil, 2002;
Hendriks, 2001). Epidermisi olusturan temel hiicreler ektoderm kokenli
keratinositlerdir, skuaméz hucreler olarak da bilinen bu hicreler (stratum
korneum/keratinize tabaka), kil ve tirnagin temel yapisini olusturan filament yapili bir
protein olan keratini Uretirler. Derinin ylizeyel tabakasinda yigin halde bulunan
keratinize hiicreler derinin 6l tabakasini olusturur. Fiziksel, mekanik ve yaslanma gibi

etkilerle dokiilme o6zelligi gosteren bu tabakadaki hiicrelerin yerine epidermisin bazal



tabakasindaki hiicrelerin boliinmesiyle olusan, disa dogru hareket edebilen yeni
keratinositler olusturulur (Hendriks, 2001; Cakal, 2004). Bu tabakanin altinda stratum
lusidum bulunmaktadir. Avug i¢i ve ayak tabani derisinde belirgin kalinliktayken,
derinin ¢ok ince oldugu bolgelerde yok denilebilecek inceliktedir. Bu tabakanin altinda
bulunan stratum graniilosumda sirali olarak dizilmis yass1 hiicrelerde keratin partikiilleri
bulunmakta ve keratin iiretimine katki saglamaktadirlar. Stratum spinozum tabakasinda
bulunan temel hiicre tipleri keratinositler ve langerhans hiicreleridir. Keratin tretimi ve
immiinolojik savunma bu tabakanin en onemli islevleri olmakla birlikte deride nem
dengesini saglayan lipidlerin {iretimi de gerceklestirilmektedir. Epidermisin en alt
tabakasi olan stratum germinativum tek sirali silindirik keratinositlerden olugsmakta ve
melanositler, merkel hiicreleri ve az miktarda langerhans hucrelerini icermektedir.
Keratinositlerin mitoz boélinmesi ve melanositlerden melanin pigmentinin Gretimi
sadece bu tabakada gerceklesmektedir. Thtiyac olan bdlgelere go¢ etme yetenegindeki
keratinositler go¢ sirasinda farklilasirlar (Mutlu, 2014). Epidermis kan damarlarinca
yoksun oldugundan doku beslenmesi alttaki bag dokudan kandan doku sivisina

difiizyonuyla ger¢eklesmektedir (Cakal, 2004).
2.1.1.2. Dermis

Derinin epidermisin altinda bulunan ikinci ana katmani, deriye elastikiyet ve saglamlik
saglayan dermis tabakasidir. Yogun fibroelastik bag dokusundan olusan derinin esas
kiitlesini olusturan dermis, derinin en kalin tabakasidir. Dermisin kendisini iskelet
bilesenlerine baglayan hipodermisle net bir sinir1 olmadig i¢in tam kalinlig1 belirtilmez
ve kalinlig1 viicudun farkli bolgelerinde farkli kalinlik gostermektedir. En kalin oldugu
bolge sirttir ve buradaki kalinlik iizerindeki epidermis kalinliginin 30-40 katina
cikabilmektedir. Dermis tabakasi el ve ayak tabaninda en yiiksek, géz kapaginda ise en

diisiik kalinliktadir (Hendriks, 2001; Cakal, 2004).

Yapisinda bag dokunun en yaygin hiicre tipi olan fibroblastlar, immiinolojik aktivite
gosteren mast hucreleri ve histiyositler gibi bircok hiicre tipi bulunmaktadir. Duyu ve
motor sinirleri, kan ve lenf damarlari, yag ve ter bezleri, kil folikiilleri dermisin farkl
derinliklerinde yer almaktadir. Ayrica dermis, kollajen lifleri, fibroblastlarca iiretilen

jelatindz madde ve elastin lifleri igeren ekstraseluler matriksten olusur.



Dermis distan i¢e dogru sirasiyla, papiler ve retikiiler dermis olmak {izere iki alt
katmandan olusmaktadir. Dermisin yaklasik olarak %10’unu olusturan papiler dermis,
gevsek bag dokudan olusmustur ve fibroblast ve makrofaj hiicrelerince zengindir.
Yapisinda deriye dik durumda elastik lifler ve epidermis ile baglantiy1 saglayan kollajen
fibriller bulunmaktadir. Kapiller damarlar, duyu sinir lifleri bu katmanda bulunur.
Papiller dermis, dermal papilla denilen yapilar ile epidermise uzanmakta ve yapisinda
bulunan kapiller damarlar araciligiyla epidermisin beslenmesine yardimci olmaktadir.
Epidermis, bu tabakada bulunan bag doku kapillerlerinden difiizyon ile beslenmektedir.
Dermisin biiyiikk bir kismini olusturan retikiiler dermis, diizensiz bag dokudan
olugmaktadir. Yapisinda bulunan kollajen demetleri ve elastik lifler, papiller dermise
oranla daha kalindir ve genel olarak deri ylizeyine parelel konumdadir. Bu tabaka, kan
damarlart ve sinir uglart bakimindan zengin olup kil folikilleri, yag ve ter bezlerini de

icermektedir (Hendriks, 2001; Mutlu, 2014).
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Yag bezi
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" Dermal

B | I dendrosit

Papier o ot

A Makrofaj
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Retikiil ~@——Elastik fiber

i ~@—Kollajen fiber
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Kil folikiilii Kan damarlan Sinir kanah

Sekil 2.3. Dermisin yapis1 ve tabakalar1 (Kawasumi ve ark., 2012)

2.1.1.3. Hipodermis

Hipodermis, derinin subkutan veya subkutis olarak da adlandirilan adipoz (yag) doku ve

gevsek bag dokusundan olusan en i¢ tabakasidir. Dermisin deri altinda bulunan iskelet
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bilesenlerine baglanmasini saglayan dermisin devami niteligindeki dokudur. Deri alt1
yag tabakasmin kalinligir karin ve kalga bolgelerinde en fazladir (Costin ve Hearing,
2007; Cakal, 2004). Yapisinda sinirler, kan ve lenf damarlar1 bulunmaktadir. Bu tabaka
carpma ve vurmalara karsi deriye mekanik destek saglamanin yaninda termal bariyer de

olusturur.

2.1.2. Derinin Fonksiyonlar:

Deri birgok yasamsal gorevi yerine getiren en biyuk organdir. Mekanik darbelere karsi
diger organlarin hasar gormesini engelleyici etkisi bulunmaktadir. Bariyer gdrevinin
yaninda yagda ¢oziinen bilesikler icin de depo gorevi gorir. Ozellikle dermis
tabakasinda bulunan kan damarlarinin vazodilatasyon ve vazokonstriksiyon
mekanizmalar1 ile 1s1 diizenlenmesini saglar ve 1s1 kaybim1 onler. Deri belirli bir
gecirgenlige sahiptir ve viicuda zararli olabilecek yabanci maddelerin gecisine engel
olmaktadir. Bu gecirgenlik ile ¢evreden gelen uyarilara baglh olarak cesitli maddeler
salgilanir. Ayrica deri bu yolla viicudun sivi ve termal dengesinin saglanmasina katki
saglar. Deri hem mikroorganizma gegisine izin vermemekte hem de sahip oldugu pH
degerinden (pH:5,6) dolayr mikroorganizmalarin yasamasi i¢in uygun bir ortam
olusturmamaktadir. Deri sicaklik, basing gibi ¢evreden gelen uyarilari igerisindeki duyu
sinirleri ve reseptorler aracihigiyla algilayarak beyne iletir (Olger ve Goniil, 2002; Cakal,
2004). Tiim bu gorevlerinin yani sira deride bulunan melanositler melanin pigmentinin
tretilmesini saglar. Melanin pigmentler ultraviyole radyasyona karsi koruyucudur
(Costin ve Hearing, 2007; Cakal, 2004). Deri ¢esitli ilaglarin ve/veya kimyasallarin deri

yiizeyinden absorbsiyonunu ve kan dolasimina katilmasini saglar (Mutlu, 2014).
2.2. Yara

Yara; fiziksel, kimyasal, mekanik ve/veya termal hasarlar ile deri yizeyindeki
hasarlanma veya agilma olarak tanimlanabilir. Diger bir tanimla derinin normal
anatomik yapisinin ve cilt fonksiyonlarimin bozulmasi, deri ve doku biitiinliigiiniin
kaybolmasidir. Yaralanmaya sebep olan etkenin olusturdugu hasar tiirii ve derecesi
degisiklik gostermektedir. Yara tiirii ve yaralanma derecesi, yaranin iyilesme siirecini de

degistirmektedir.



2.2.1. Yara Cesitleri

Akut ve kronik olmak Uzere temelde iki yara tlri mevcuttur. Akut yaralar, mekanik
hasarlar, kesi, yiiksek 1s1, elektrik ¢arpmasi, agindirict kimyasal maddelere maruz kalma
gibi travmalardan kaynaklanir. Herhangi bir komplikasyon gelismedigi durumda
genellikle normal strec icerisinde 8-12 haftalik bir siirede iyilesebilen yaralardir.
Kronik yaralar ise diyabet, tumor ve fizyolojik kontaminasyonlar gibi belirli
hastaliklarin sonucunda olusan; yatak ve basi yaralari, venoz/iskemik kokenli bacak
iilserlerini de igeren yaralanmalardir. Bu gibi hastaliklar sonucuna gelisen kronik
yaralarin yaninda birinci ve ikinci derece yanik yaralar1 da kronik yaralar olarak
degerlendirilmektedir. Bu yaralarin iyilesmesi 12 haftadan daha uzun sureler alabilir.
Ayrica bu yaralarin tekrarlama ihtimali de vardir (Zahedi ve ark., 2009; Boateng ve ark.,

2007).

Yaralarin smiflandirilmas: ayrica yaralanmadan etkilenen cilt alan1 ve katmanlaria
gore de yapilmaktadir. Sadece epidermal ylizeyi etkileyen yaralanmalar ile yiizeysel;
epidermisle birlikte derin dermisi (kan damarlari, ter bezleri ve kil folikiillerini i¢eren)
de etkileyen yaralanmalar ile kismi kalinlikli; epidermis ve dermis ile birlikte subkutan
yag tabakas1 ve/veya daha derin dokularin etkilendigi yaralanmalar ile de tam kalinlikli

yaralar olusur (Boateng ve ark., 2007).
2.2.2. Yanik Yaralan

Is1, 151k, elektrik, radyasyon, kimyasal maddelere maruz kalmak ile viicutta olusan
hasarlar yanik yaralar1 olarak adlandirilmaktadir. Yaniklar olustugu alandaki derinligine

gore birinci, ikinci, ligiincii ve dordiincii derece olmak {izere siniflandirilirlar.
2.2.2.1. Birinci Derece Yamklar

Derinin sadece iist katmani olan epidermisin etkilendigi hafif ve yiizeysel yaniklar,
birinci derece yanik olarak adlandirilir. Giines yaniklari bu sinifa dahil edilebilir. 5-10
giin igerisinde yaranin kendiliginden iyilestigi ve yara izi birakmadan kapanan
yaralardir. Tedavi siireci pansuman gerektirmeksizin genellikle soguk uygulama, agr
azaltic1 ve nemlendirici kremlerin uygulanmasi igerir (Cetinkale, 2008; Granger ve

ark., 2009; Tintinalli ve ark., 2010).



2.2.2.2. ikinci Derece Yamklar

Derinin alt katmanlarina gecerek epidermisin tamami ve dermisin belli bir kisminin
zarar gordiigii yaniklar ikinci derece yanik olarak adlandirilmaktadir (Granger ve ark.,
2009; Tintinalli ve ark., 2010). Bu yaniklarda agri1, deride kizariklik, kabarcik olusumu,
yara renginde degisme ve sislik meydana gelir. Iyilesme, dermisin hasar gdrmeyen
bolgesindeki kil folikiilleri ve ter bezlerindeki bazal hiicrelerin re-epitelizasyonu ile
gerceklesir. Ikinci derece yaniklar dermisin zarar gérme derecesine bagh olarak yiizeyel

(papiler) veya derin (retikiler) olabilir (Cetinkale, 2008).

Yiizeyel ikinci derece yaniklarda, epidermis ve dermisin yiizeyel kismi hasar goriir.
Yara, kirmiz1 goriiniime sahiptir ve yiizeyinde kabarcik (biil) olusur. Yara dokusu
yumusak, nemli (eksuda) ve agrili olabilir. Iyilesme, genellikle 10-15 giin igerisinde
kendiliginden ve yara izi dokusu birakmadan gerceklesir. Yara bakimi giinliik

degistirilen pansumanlarla yapilabilir (Cetinkale, 2008).

Derin ikinci derece yaniklar ise, epidermis ve dermisin retikiiler katmanma kadar
hasarlanan yaralardir. Yara yiizeyi kirmizi ve beyaz renk arasinda degislik gosterir. Biil
olusumu goriiliir, genellikle kendiliginden patlar. Yara dokusu sert, nemli ve genellikle
agrihdir. Tyilesme, 14-35 giin icerisinde ve dermiste 6nemli kayip oldugundan dolay:
yara izi dokusu birakarak gerceklesir. Yara durumuna bagl olarak cerrahi miidehale

gerektirebilir (Cetinkale, 2008).
2.2.2.3. Uciincii Derece Yamklar

Yanigin tim dermise gectigi durum, lcilincli derece yanik olarak adlandirilir. Yanmik
bolgesi agrisizdir; koyu kirmizi, beyaz ve gri renk degisimi goriiliir. Yara dokusu sert ve
kurudur; deri bu bolgede esnekligini yitirmistir. Dermis tabakasinin biitiinii
yitirildiginden kil folikiilii ve ter bezlerindeki hiicrelerden re-epitelizasyon sadece yara
kenarindaki ¢evre dokulardan gerceklesebilir. Yara alani biiylikliigline bagli olarak
epitelizasyon ¢ok uzun zaman alarak kapanabilir ya da hi¢ kapanmayabilir. Cerrahi
mudahale gerektiren yaralardir ve iyilesme sonrasinda yara izi dokusu olusur (Tintinalli

ve ark., 2010; Oncdil, 2008).
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2.2.2.4. Dordiincii Derece Yaniklar

Dordincu derece yaniklar tiim deri, derinin altindaki yag, kas ve kemik dokularinin da
etkilendigi hayati risk tasiyan yaralanma tiirleridir. Yanik bolgesinde kahverengi veya
siyah renk degisimi gerceklesir. Yara dokusu oldukga sert, kurudur; agri olmamakla
beraber dokuda his kaybi mevcuttur. Canliligini yitiren dokular debride edilir ve doku

rekonstriiksiyonu gerceklesitirilir (Tintinalli ve ark., 2010; Onciil, 2008).
2.2.3. Yara lyilesmesi

Yara iyilesmesi ve doku yenilenmesini temel alan fizyolojik parametrelerle ilgili
biyolojik bir siirectir. Bu siire¢, hasar goren doku biitiinliigiiniin yeniden olusturulmasi
icin ¢esitli hiicresel ve matriks bilesenleriyle gergeklesen birbiriyle baglantili ve
devamli asamalardan ge¢mektedir. Yara iyilesmesi siirecindeki biyolojik ve fizyolojik
asamalar; hemostaz, inflamasyon, migrasyon (goc¢), proliferasyon ve olgunlasma
seklinde birbirini takip eden ve kismen i¢ ice gecmis siiregler seklinde ifade edilebilir
(Zahedi ve ark., 2009; Boateng ve ark., 2007). Yara iyilesmesi siirecinde yara yiizeyi
Uygun bir yara Ortiisii ile kapatilarak yaranin hem nemli tutulmasi hem de dokunun dig
etkenlerden korunmasi gerekmektedir (Geronemus ve Robins, 1982). Yaralardan
(kronik veya akut) veya fistiillerden iyilesme siirecinde iiretilen, kirmizi kan hiicreleri
ve trombositlerin bulunmadigi siviya eksuda denilmektedir (Boateng ve ark., 2007).
Eksuda, yara yataginda nemin dengede tutulmasi ve ideal c¢evresel kosullarin
saglanmast icin en Onemli bilesenlerden birisidir. Ayrica, eksuda yara ylizeyinde
mikroorganizma kontroliinii saglayan 16kositleri igeren bir yara ortami saglar (Boateng
ve ark., 2007; Geronemus ve Robins, 1982). Eksuda ayni zamanda yaraya besin
maddelerini temin eder, epitelyum hicrelerinin migrasyonu ic¢in uygun bir ortam
olusturur. Bazi durumlarda kronik yaralarda asir1 miktarda eksuda olusur. Asiri
miktarda eksuda; enflamasyon, hiicresel hareketin azalmasi, vendz ve lenfatik yetmezlik

gibi nedenlerle olusan 6demden kaynaklanmaktadir (Boateng ve ark., 2007).
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2.2.4. Yara lyilesme Siireci

Kirmuz kan Graniilasyon
Makrofaj Notrofil dokusu
Fibroblast Miyofibroblast

Kabuklasma picreleri

Platelet

Hemostaz ve inflamasyon Proliferasyon Yeniden Bicimlendirme

Sekil 2.4. Yara iyilesme fazlar1 (Kawasumi ve ark., 2012)
2.2.4.1. Hemostaz ve inflamasyon

Hasar meydana geldikten hemen sonra genellikle kanama meydana gelir. Bunun amaci
mikroorganizmalar1 ve viicuda yabanci maddeleri yaradan uzaklastirmaktir. Kanamanin
gerceklesmesiyle pihtilasma mekanizmasi devreye girer boylece hemostaz baslatilmis
olur. ilk asamada kanamanin durdurulmas i¢in vazokontriiksiyon, sonra yara bolgesine
hiicre gogiiniin baglamasi i¢in vazodilatasyon mekanizmalar1 aktive olur (Zahedi ve

ark., 2009; Boateng ve ark., 2007).

Yara bolgesinde gergeklesen kan kaybi, trombosit agregasyonunu uyarir ve
trombositlerden ¢esitli uyaranlarin (epinefrin, norepinefrin, serotonin, trombosit
aktivasyon faktorii vb.) salimi pihtilasma siirecini baglatir. Eksudada bulunan
fibrinojenin fibrin haline gegmesi sonucu olusan bir fibrin ag1 ile pithti olusumu
gerceklesir. Olusan pihti ile hem kanama durdurulmus olur hem de yara kenarlar
birbirine yaklagtirilir. Pithtinin kurumasiyla yarali dokuya destek saglayacak kabuk
olusumu gerceklesir. Sonug olarak, hemostaz yara iyilesmesini desteklemekle beraber
yaranin iyilesme siirecinde korunmasini da saglamis olur (Zahedi ve ark., 2009;

Boateng ve ark., 2007; Altay ve Basal, 2010).

Hem hiicresel hem de vaskiiler cevaplarin olustugu inflamasyon fazi hemostaz ile
yaklasik olarak ayni zamanda baglar ve 24 saatten uzun siirer. Yara yiizeyine salinan
eksuda proteince zengindir ve igerigindeki histamin ve serotonin vazodilatasyona neden
olur. Bu durum nétrofil ve makrofajlarin yaraya go¢ etmesini ve nekrotik hiicreleri

sindirmesini saglar. Sonrasinda, fibroblastlar yara yatagina go¢ eder ve kollajen sentezi
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gerceklestirirler. Kollajenlerle aktif hale gelen trombositlerin agregasyonu gergeklesir
(Boateng ve ark., 2007). Ayrica, inflamasyon evresi ile mikroorganizmalar, yabanci

cisimler ve enfekte edici maddeler yara bolgesinden uzaklastirilmis olur.
2.2.4.2. Migrasyon (G0c¢)

Migrasyon fazinda, yaralanma ile kaybedilen dokularin yerini yeni, canli epitel ve
fibroblast hiicrelerinin almasi i¢in gé¢ olay1r gerceklesir. Bu hiicreler piht1 altinda
biliylimekte ve epitelyal kalinlasma gerceklesmektedir. Fibroblastlar goc ettikten sonra
yara yataginda kollajen sentezi gergeklestirirler (Boateng ve ark., 2007).

2.2.4.3. Proliferasyon

Proliferasyon, migrasyon ile es zamanl olarak ya da hemen sonra gerceklesir. Bazal
hiicre ¢ogalmasi ile yaranin epitel ile kaplanmasi sonucu olusur. Fibroblastlarin
proliferasyonu ve anjiyogenezi iceren iki asamada gergeklesir. Bu asamada temelde
fibroblastlar ve endotel hicreleri ile I6kositler, mast hicreleri, plazma hucreleri gibi
hiicreler gorev almaktadir. Yara icine fibroblastlarin hareket etmesi, kilcal damarlarin ve
lenfatik damarlarin biiylimesi ile graniilasyon dokusu olusur. Bes giinliik siirecte kan
damarlar1 ve graniilasyon dokusunun olusumu biiyiik oranda gergeklesir. Fibroblastlarca
uretilen kollajen ve glikozaminoglikanlar ile doku giiclenir ve kollajen yaray: kapatana
kadar epitel kalinlasmasi devam eder. Ayrica endotel hiicreleri yeni kan damarlarinin
olusumunu saglar. Kollajen sentezi, kan damarlar1 ve doku 6demi azalana kadar devam

eder ve bu siireg yaklasik 2 hafta siirer (Zahedi ve ark., 2009; Boateng ve ark., 2007).
2.2.4.4. Olgunlasma (Yeniden Bicimlendirme)

Olgunlasma fazi, yara iyilesme siirecinin son asamast olup hiicresel bag dokusunun
olusumunu ve epitelin gili¢clendirilmesi ile dokunun yeniden bi¢imlendirilmesini igerir.
Bu asama, yaralanmadan sonraki ikinci ile ii¢lincii hafta arasinda baslayip birka¢ aydan
yaklagik 1 yila kadar devam eder. Yara iyilesmesinin ilk asamalarinda iiretilen ve
rastgele dizili halde olan kollajen lifler arasinda kovalent baglar artar. Bu asamada hem
kollajen yikimi hem de yapimi devam ettiginden total kollajen miktarinda ciddi bir
degisiklik meydana gelmez. Bu onarim evresinde kollajen iiretimi devam ederken

ekstraseliiler matriks molekiillerinin iiretimi ve doku sivis1 miktar1 normal diizeye iner,
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yara alaninda hiicre yogunlugu ve damarlanma azalir. Kollajen lifler yaranin mekanik
dayanimini artiracak sekilde organize olurlar ve yarada stabilizasyon saglanir. Doku
tamirinin son agamasi olan yara izi dokusu yaralanmanin derecesine bagli olarak bu

asamada olusur (Zahedi ve ark., 2009; Mutlu, 2014; Dogan, 2012).
2.3. Yara lyilesmesinde Kullanilan Malzemeler

Yara tedavisinde ilk asama yara bakimi ve temizligi olup sonrasinda yaranin tiiri,
biyiikligi, ozellikleri ve iyilesme siirecinde gereksinimleri dogrultusunda tedavi
yontemi ve Urliniiniin se¢imidir. Yarayi temiz tutan, optimum kosullar1 saglayarak yara

iyilesme siirecine katki saglayan ve implante edilmeyen yontem ve/veya urin secilir.

Yanik tedavisinde kullanilacak olan materyallerin sahip olmasi gereken baz1 6zellikler
su sekildedir: Yaranin nemli kalmasini saglarken ayni zamanda yaranin kurumasina izin
vermeden fazla eksuday1 tutmali, yara ylizeyinin dogal fizyolojik kosullarini saglamali,
oksijen gecirgenligi olmali ancak mikroorganizma ve yabanci madde gecisine izin
vermeyecek sekilde yaray: dis etkilerden korumali, pansuman i¢in degistirilirken yaraya
yapigsma problemi olmamali, yara iyilestirmesini desteklemeli ve hizlandirmali, toksik
olmamali, antimikrobiyal etkinlige sahip olmali, elde edilmesi ve uygulanmasi kolay

ayrica ekonomik olmali (Cetinkale, 2008; Kurtoglu ve Karatas, 2009).

Tiim bu Ozellikleri saglayan, her yara tiirii i¢in ideal bir tedavi yontemi ve tiirlinii
olmayip lretilen yara materyalleri ile ideale yaklasilmaya calisilmaktadir. Modern yanik
tedavisinde yara yizeyini 0rtmesi i¢in ince film tabakalarin kullanimi s6z konusudur.
Bircok farkli nitelikte film oOrtiiler mevcut olmakla birlikte bu ortiiler genellikle dogal,
sentetik ve/veya bunlarin karisimlart ile ilag veya biyoaktif molekiiller yiiklenmis
polimerleri icermektedir. Kollajen, jelatin, seliiloz, ipek, kitosan ve hyaluronik asit gibi
dogal polimerler; poli(kaprolakton), poli(laktat), poli(etilen glikol), poli(vinil alkol),
cesitli kopolimerleri gibi sentetik polimerler yanik yara film ortiilerin {iretiminde

kullanilmaktadir (Zahedi ve ark., 2009; Kurtoglu ve Karatag, 2009).
2.3.1. Yanik Yara Ortii Materyalleri

Yara ortlleri, yara bolgesinin dis etkenlerden korunmasini saglarken yara iyilesmesi

icin uygun kosullar1 saglayarak iyilesmeyi destekleyen medikal tekstil tiriinleridir. Uzun
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yillar boyunca insanlar hayvansal yaglar, sebze lifleri, bal hamurlari, keten gibi
malzemeleri yara yiizeylerini 6rtmek ve tedavi etmek i¢in kullanmiglardir. Bilinen ilk
yara Ortiisii uygulamasi, Eski Misir’da Ebers’in tip papiriislerinde (M.O. 1550)
bahsettigi, septik yara ve yaniklarin tedavisinde hint yagi, agrili sisliklerin yok
edilmesinde amonyak eriginin kullanimidir. 1880 yilinda Joseph Gamgee kendi adini
tastyan, emici pamugun iki gazli bez arasina yerlestirilmesiyle cerrahi uygulamalarda da
kullanilan yeni bir 6rtii materyali gelistirmistir. Lumiere tarafindan 1903 yilinda Tulle-
gras olarak adlandirilan yumusak parafin, balsam ve zeytinyagi igeren Ortli materyali
tiretilmistir. Bu iiriin, yanik ve iilser kaynakli derin deri yaralarimin iyilestirilmesi igin

Onerilmistir (Mutlu, 2014; Karagulha, 2010).

Gilintimiize kadar gecen siirecte teknolojideki gelismelere de bagli olarak yara iyilesmesi
icin optimum kosullar1 saglamaya yonelik bir¢ok yara oOrtiisii gelistirilmis ve kullanima
sunulmustur. Tiim bu {irtinlerin iyilesme i¢in 6nemli etkiler gosterdigi goriilmiis ancak
bu iirlinler etkili bir yara iyilesmesi i¢in ¢ogu zaman yetersiz kalmistir. Bir yaranin hem
kendi iyilesme siireci hem de hastanin kosullar1 degiskenlik gostermektedir. Bu nedenle
sadece bir c¢esit Ortli materyalinin tiim yaralar i¢in tercih edilmesi dogru bir yol
olmayacaktir. Bu gereksinim iyi bir yara yanik Ortiisliniin tagimasi gereken belli bash
ozellikleri iceren, yeni tasarim ve Uretim teknikleri ile hazirlanan yanik yara Ortii
materyallerini 6nemli hale getirmistir. Ideal bir yanik yara ortiisii i¢in gerekli bazi
ozellikler asagida agiklamalar1 ile birlikte maddeler halinde belirtilmistir (Zahedi ve
ark., 2009; Mutlu, 2014; Altay ve Basal, 2010).

a. Biyouyumluluk

Alerjik, toksik ve karsinojenik etki gostermemeli; dokuya zarar verecek bir kimyasal

reaksiyona girmemeli, inert olmali.
b. Sivi Kontrolii

Yara Ortli materyali, epidermis tabakasinin olusumuna destek olmak i¢in gereken nemli
ortami saglayabilmelidir. Ayn1 zamanda mikroorganizma giris riskini azaltmak ve
eksudanin bandajdan sizmasmi engellemek icin belli bir miktarda eksudanin

ebsorbsiyonuna izin vermelidir.

15



c. Mikroorganizma Kontrolu

Enfeksiyonlu yaralarda bakteriler uygun bir sekilde kontrol altina alinmali ve yara dig

ortamdan gelebilecek mikroorganizma enfeksiyonuna karsi korunmalidir.
d. Koku Giderilmesi

Yara bolgesinde olusan kokular kontrol altina alinabilmelidir.

e. Fiziksel Bariyer

Yara oOrtiisii, dis ortamdan gelebilecek mikroorganizma ve/veya yabancit maddelere karsi
bir bariyer gorevi tstlenmelidir. Ayrica, sivi birikimini engelleyecek kadar sivi emme
kapasitesine sahip olmali, yara bolgesinin nefes almasini saglayacak sekilde su buhari

gecirgenligi saglamalidir.

f. Gaz Gegirgenligi
Yara oOrtll materyalinin, yara bélgesindeki hticrelerin nefes alabilmesi ve fazla doku
stvisinin uzalastirilabilmesi i¢cin Oz, CO2 ve H2O gazlarin1 gecirgen ozellige sahip

olmasi gerekmektedir.
g. Diisiik Yapiskanhk

Yara Ortlisiiniin yara yiizeyine yapigsmast dokudan uzaklastirilmasi sirasinda iyilesen
dokunun da zarar gormesine, yara bolgesinde yeni bir hasarin olugmasina neden

olabilmektedir. Bu nedenle diisiik yapiskan nitelikte materyaller tercih edilmelidir.
h. Mekanik Dayamim

Uygulama ve kullanim esnasinda yapisal bozulmaya ugramamali, belli bir mekanik

dayanima sahip olmali.
i. Elastikiyet

Yara  ylizeyini  Ortebilecek  esneklige  sahip olmali ve uzun  siire

kullanilabilecek/saklanabilecek sekilde elastikiyetini korumalidir.
J. Is1 Yalitimm

Is1 kaybini engellemelidir.
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k. Kanama Etkisi

Yara Orti materyalinin cerrahi mudehale gerektiren ileri derecedeki yaralanmalarda
pihtilagsmay1 kolaylagtirarak kan kaybmnin en hizli sekilde durdurulmasina imkan

vermesi gerekmektedir.
|.  Yara izinin Giderilmesi

Dermisin de hasarlandig ileri derecedeki yanik yaralarinda genellikle yara izi olusumu
goriilmektedir. Yara ortiileri, bu doku olusumunu azaltacak/engelleyecek sekilde

tasarlanmalidir.
m. Olii Dokularin Temizlenmesi (Debridman)

Yara Ortiisii, uygun kosullar1 (nem, sicaklik, pH vb.) saglayarak yarada bulunan hasarl

ve 0li dokularin, tiim safsizliklarin dokudan uzaklastirilmasina yardimet olmalidir.
n. Uygulama Kolayhgi

Yara bolgesine hizli ve kolay uygulanabilmelidir.

0. Stabilite

Hastanin rutin faliyetleri esnasinda stabil kalmalidir.

p. Pansuman ve Zaman

En az sayida pansuman ve ortii degisimi gerektirecek nitelikte olmali.

r. Maliyet ve Ulasilabilirlik

Diisiik maliyetle tiretilmeli, ekonomik olmalidir. Temini kolay olmalidir.

2.3.2. Yanik Yara Ortii Materyallerinin Simiflandirilmasi

2.3.2.1. Geleneksel Yanik Yara Ortii Materyalleri

Geleneksel yara ortiileri oncelikli olarak yarayi dis etkilerden koruyarak, eksudanin
absorbe edilmesi ile yarayr kuru ve sicak tutmak ile gorevli olan materyallerdir.

Geleneksel yara ortiileri teknolojinin sagladigi imkanlarla zamanla oldukca
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gelistirilmistir. Yara Ortiileri tasarimlar, igerikleri, liretim yontemleri ve uygulandiklar
yara tiirtine gore farkl sekillerde siniflandirilmaktadir. Geleneksel yara oOrtiileri pamuk
lifi, dogal ve sentetik bandajlar ve gazli bezleri igermektedir. Bu gruptaki malzemeler
birbirleri ile farkli birlesim ve kullanimlara sahip kompozit ortiileri olustururlar. Farkli
yara tiirerinde cesitli islevleri yerine getiren yara ortiileri mevcuttur. Bu grupta bulunan
ortli materyalleri sadece yaray1 kapatarak korudugu ve iyilesme siirecinde aktif etkili

olmadig i¢in pasif ortiiler olarak da adlandirilmaktadirlar.

Dogal bandaj olarak da nitelendirilebilen emici pamuklu orta tabakadan olusan gazli bez
eksuday1 absorblamak i¢in kullanilir. Yaranin kontamine olmasini engellemek i¢in bu
gazli bez iizerine seliiloz liflerden olusan ortii uygulanir. i¢ kismi eksudayr emici
ozellikte seliiloz veya pamuk lifinden, dis yiizeyi ise poliamidden olusan sentetik
bandajlarin kullanimi1 yaraya diisiik yapigma riski tasir. Gazli bezler, dokumali ve
dokumasiz pamuk lifi, suni polyester veya ikisinin birlikte kullanimi ile
olusturulmaktadir. Gazli bezler, yarayr bakteri girisinden koruyabilir ancak yiizey
eksuda veya disaridan gelebilecek bir akiskan ile 1slandiginda bu 6zelligini yitirebilir.
Ayrica, bu pansuman malzemeleri yaraya yapisma egilimi gosterir ve kaldirilirken
yaraya zarar verebilir. Bu durumun onune gegmek icin parafin veya petrol jeli ile
doyurulan gazli bez kullanimi mevcuttur (Zahedi ve ark., 2009; Boateng ve ark., 2007,
Mutlu, 2014).

Agik cerrahi miidehale gerektiren yaralarda eksuda ve diger akiskanlarin absorbe
edilmesinde steril gazli bezlerin kullanim1 s6z konusudur. Gazli bez sargilarinin yara
dokusunu korumak i¢in sik sik degistirilmesi gerekmekte ve bu malzemeler maliyetinin
diisiik olusu ile avantaj saglamaktadir. Bu ortii materyallerinin dezavantaji epidermis
tabakasin1 olusturan hiicrelerin migrasyonuna imkan saglayan nemli yiizeyin
olugmasina eksuday1 absorblayarak engel olmalaridir. Ayrica, gazli bez gibi lifli yapilar
bozuldugunda yara mikroorganizma kontaminasyonuna acgik hale gelebilmektedir.
Bakteri enfeksiyonundan koruma etkinligine (antimikrobiyal aktivite) sahip degillerdir.
Bu gibi olumsuzluklar modern yara Ortiilerinin tasarimi ile en aza indirilmis, yeni nesil
ortii materyallerinin iiretim ve kullanimlart 6n plana ¢ikmistir (Boateng ve ark., 2007,

Mutlu, 2014).
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2.3.2.2. Modern Yanik Yara Ortii Materyalleri

Modern vyara Ortlleri, geleneksel yara OoOrtiilerinin yetersiz kaldigi o6zellikleri
desteklemek, yara iyilesmesi i¢in en uygun kosullar1 saglamak i¢in gelistirilmistir. Yara
tyilesmesinde nem kontrolii olduk¢a énemlidir. Modern yara oOrtiileri, hem iyilesme icin
gerekli olan nemi koruma hem de asir1 eksudanin giderilmesiyle yara bdlgesinin nem
dengesini saglamak {izere tasarlanmaktadir. Bu Ortii materyallerinin siiflandirilmasi
genel olarak malzeme igerikleri, fiziksel sekilleri, biyoaktif oluslar1 ve igerdikleri etken

maddelere gore yapilmaktadir (Boateng ve ark., 2007; Kurtoglu ve Karatag, 2009).
a. Uretildikleri Malzemelere Gore Yara Ortii Materyalleri
Hidrokolloid Ortuler

Hidrokolloid ortiiler, en ¢ok kullanilan ortiilerdir. Yapisal olarak elastik ve adesif
materyaller ile kolloid denilen jel formundaki polimer (jelatin, karboksimetilseliiloz
(CMC), pektin vb.) taneciklerden olugmaktadir. Genellikle agrili, hafif yanik
yaralarinda ve travmatik sakatlanmalar ile olusan yaralanmalarda kullanilan
malzemelerdir. Yara ile temas halinde hidroaktif yapilar eksuday: c¢eker ve jel halini
alir. Bu yap1 dokunun nemlenmesini de saglayarak epitelizasyon hizin1 ve kollajen
uretimini artirir. Diger Ortii materyallerinden farkli olarak hem kuru hem de nemli
yiizeylere baglanabilme 06zelligine sahip olmasindan dolayr klinikte siklikla tercih
edilmektedirler. Yaradan cikarilirken agriya sebep olmazlar (Boateng ve ark., 2007;

Kurtoglu ve Karatas, 2009).

Aljinat Ortler

Aljinat ortiiler, aljinik asidin sodyum ve kalsiyum tuzlarindan (80:20) yapilir (Zahedi ve
ark., 2009). Dondurularak kurutulmus gézenekli tabaka halinde veya esnek lifli yapida
ortiiler olusturulabilir. Bu ortiiler sahip oldugu iyon degisim ozelligi ile yaraya
uygulandiginda yapisinda bulunan iyonlar eksudada bulunan iyonlarla yer degistirir ve
yara yiizeyinde bir jel tabakasi olusturur. Olusan bu jel yapi, yliksek absorbsiyon
yetenegi ile yogun eksudali dokularda akintiyr 6nlerken yaranin iyilesebilmesi igin
uygun nem ve sicaklik ortami da saglar. Yapiskan yapida olmayip kullanimi kolaydir

(Boateng ve ark., 2007; Kurtoglu ve Karatas, 2009; Mutlu, 2014).
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Hidrojel Ortuler

Hidrojeller, polivinilpirolidon (PVP) ve polimetakrilat (PMA) polimerlerinden olusan
ve ¢Oziiniir olmayan hidrofilik ¢apraz bagli yapilardir. Sekilsiz jel, kat1 ince tabaka, film
vb. sekillerde hazirlanabilirler. Jel formu birincil ortii olarak kullanilip ikincil bir ortiiye
ihtiya¢ duyulmakta ve sik sik degistirilmesi gerekmektedir. Tabaka ve film formundaki
hidrojel ortiilerde ise ikincil bir ortii gereksinimi bulunmamaktadir. Hidrojel ortiiler,
yiiksek absorbsiyon kapasitesine sahiptir ve nemli yapisi ile yara iyilesmesini destekler.
Yara yiizeyine yapismazlar ve agri dindirici 6zelligi ile agrili yaralarda kullanim

avantaji1 saglarlar (Boateng ve ark., 2007; Kurtoglu ve Karatas, 2009).

b. Fiziksel Sekillerine Gére Yara Ortii Materyalleri
Kopuk Ortiiler

Esnek, gozenekli yapida ve yiiksek su tutma kapasitesine sahip olan kopikler politiretan
ve silikon bazli olabilir. Poliiiretan, hidrofilik veya hidrofobik monomerlerden
tiretilebilir. Bu sekilde farkli gozeneklilik ve sivi tutma kapasitesine sahip malzemeler
tiretilebilmektedir. Kopiik Ortiiler yara bdlgesinde nemli ortam olugsmasini ve sicakligin
korunmasii saglarlar. Bu nedenle hem kuru hem de nemli yaralarda kullanimlar
uygundur. Eksudali ve iltihapli yaralarda absorban yapisi dolayisiyla siklikla
kullanilmaktadir (Boateng ve ark., 2007; Kurtoglu ve Karatas, 2009).

Seffaf Film Ortler

Bu grup ortli materyalleri yar1 gecirgen filmler olarak da adlandirilmaktadir. Adesif ve
poliiiretan membrandan olusan iki yiizeye sahiptir. Oldukca esnek ve ince yapida olup
kullanim  kolayligi saglamaktadir. Seffaf olusu yara takibini kolaylastirir.
Mikroorganizma ve su gegisine izin vermezken, gaz gec¢irgenligine sahiptir. Su tutma
ozelligine sahip olmadigindan yogun eksudali ve iltihapli yaralarda kullanimi deride
maserasyona neden olabilir. Bu nedenle sik sik degistirilmesi gerekmektedir. Ayrica
yarayl kapatmak i¢in ¢evre dokularin saglikli olmasi gerekmektedir. Bu durum genis
yaralarda kullanimini kisitlamaktadir (Boateng ve ark., 2007; Kurtoglu ve Karatas,
2009).
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c. Biyoaktif Yara Ortiileri

Biyoaktif yara ortiileri iyilesme siirecinde aktif rol alan biyomalzemelerden (retilen
ortiilerdir. Kollajen, hyaluronik asit, kitosan, elastin ve bunlarin birlikte kullanildig:
trlinlerdir. Bu malzemeler dogal ekstraseliiller matriks bilesenleri igerirler ve
biyouyumlu, biyobozunur olmalar ile iyilesme siirecinde 6nemli avantajlara sahiptirler.
Yara bolgesine uygulanmasi igin ¢esitli etken maddeler de bazi durumlarda ortii
materyaline dahil edilebilir. Bu gruba ayni zamanda domuz derisi ile heterograft,
kadavradan elde edilen allograft, amniyotik membran gibi bir canlidan alinan
dokulardan kdken alan {iriinler de dahil edilmektedir. Bu gibi canli organizmadan alinip
islenen materyallerin viral kontaminasyon ve hastalik bulastirma riski tagimalarina ek

olarak saklama kosullar1 ve dayaniklilik konusunda da dezavantajlar1 vardir (Karagulha,

2010).
d. Polimerik ila¢ Tasiyic1 Yara Ortii Materyalleri

Yapisinda ila¢g bulunduran, yara bolgesine kontrollii ve siirekli salim saglayarak aktif
ilacin etkinlik siiresini artiran polimerik yara Ortii materyalleridir (Boateng ve ark.,
2007). Sentetik ya da dogal polimerlerden iretilen veya bu polimerlerin birlikte
kullanildiklar1 materyallere etken maddelerin yiiklenmesiyle hazirlanirlar. Yara
bolgesine kontrollii ilag salimi yapilabildigi gibi c¢esitli biiylime faktorleri ve genetik
materyallerin de salimi1 gergeklestirilebilir (Kurtoglu ve Karatas, 2009).

Sunulan tez kapsaminda iiretilen yara ortii materyalleri polimerik yapida olup, yara ile
temas edecek alt tabakasinda H. perforatum yagi iceren PEG kapsiiller bulunmaktadir.
Membran yapist PEG polimerinin kristal yapist dolayisiyla esnek olmamaktadir. Bu
nedenle membrana esneklik ve mekanik dayanim kazandirabilmesi i¢in PCL polimeri
de kullanilmigtir. PCL, biyouyumlulugu ve biyobozunurlugu nedeniyle biyomedikal
uygulamalarda dikkat ceken bir polimerdir ve genis uygulama alanma sahiptir.
Literatiirde ¢esitli etken maddeler ilave edilerek olusturulan PCL igeren polimerik
filmlerin biyobozunur Ortii materyali olarak kullanilabilirligini gosteren calismalar
mevcuttur (Kil’deeva ve ark., 2006). Elektro-egirilmis PCL ve kompozitleri doku
mihendisligi iskeleleri ve yara Ortli materyallerini igeren birgok uygulamada

kullanilmistir (Augustine ve ark., 2015; Franco ve ark., 2011). PEG ve PCL’nin beraber
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kullanildig1 ¢alismalarda da olumlu sonuglar alindig1 belirtilmistir. Ornegin, PEG ile
birlikte ¢esitli hidrofobik polimerler (PCL, PLLA ve PLGA) kullanilarak lizozimin
salim oOzellikleri incelenen bir ¢alismada, PCL/PEG kullanimi ile iiretilen elektro-
egirilmis fibriler yapidan lizozim saliminin istenilen nitelikte oldugu belirtilmistir.
PEG’in ¢0zlinmesine bagli olarak lizozim saliminin gerceklestirilmesi kontrolli ve
uzatilmig bir salim profiline ulagilmasini saglamistir (Kim ve ark., 2007). PEG katkis1
ile in vivo hayvan modeli ¢alismalarinda iyilesme siirecine yardimci olabilecegini
gosteren caligmalar bulunmaktadir. Siganlarla yapilan deneylerde kurkumin yiiklii PCL
fiberler uygulandiginda 10 giinde %59’luk bir kapanma goriiliirken kurkumin yiikli
PCL/PEG lifler uygulandiginda % 99’luk bir kapanma oldugu goriilmiistiir (Bui ve ark.,
2014).

e. Deri Greftleri

Yara ortli materyalleri yara iyilesmesinde fayda saglamaktadir ancak yaralanmalarla
kaybedilen dokunun yeniden yapilanmasi siirecinde derinin yerini almakta yetersiz
olmaktadirlar. Uzerinde hiicre proliferasyonuna imkan saglayan bu iiriinler aseliiler
matriks veya hicre iceren matriksler olmak Uzere ki tlr matriksten
olusturulabilmektedir (Boateng ve ark., 2007). Farkli tasarimlara sahip ticari iki
tabakadan olusan doku miihendisligi iiriinii deri greftleri bulunmaktadir. Ornegin,
Integra™, ince silikon tabaka ile kapl kollajen ve kondroitin-6-siilfat matriksten olusan
bir aseltler dermal matrikstir. Biobrane™ ise kollajenle kaplanmis naylon ag yapisi ve
silikon membranin birlestirilmesiyle elde edilmis bir yapidir. Hiicre igeren deri
greflerine 6rnek olarak Dermagraft verilebilir. Bu (rln, biyobozunur poliglaktin
(poliglikolik asit/polilaktik asit) ag yapist lzerinde gelistirilmis insan fibroblast
hicrelerini icermektedir (Zhong ve ark., 2010). En ¢ok kullanilan doku greftleri;
allogreft, amniyon zarlari, ksenogreftlerdir (Kurtoglu ve Karatas, 2009). Genellikle
kronik yaralarda ve ileri derece yanik yaralarinda kullanilir. Enfeksiyon ve hastalik
tagima riskleri ayrica ekonomik olmamalar1 nedeniyle kullanimlart siirlidir (Boateng

ve ark., 2007).
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f. Etken Madde Iceren Yara Ortii Materyalleri

Yara ortlilerinde kullanilan aktif bilesenler, farmasotik ajanlar ve/veya bunlarin yara
bolgesine salimi gergeklestirilir. Uzun yillardir farmasétik dozaj seklinde merhemler,
kremler ve soliisyonlar kullanilmaktadir. Gelistirilen modern yara ortiileri ile mevcut
uygulamalarin istenmeyen etkileri giderilmektedir. Bu yara ortiileri genellikle
antibiyotik, antimikrobiyal ajan, buyume faktorleri, vitamin ve mineral destekli
tiretilmektedir. Bu etken maddeler yara iyilesmesini dogrudan veya dolayli olarak
desteklemektedir. Yara ortii materyallerinin kullanimi zaten yara iyilesmesinde birgok
avantaj saglarken, antimikrobiyal aktivite ile enfeksiyonu engellenmekte; biiylime
faktorleri, vitamin ve mineral destegi ile doku yenilenmesini desteklemektedir (Boateng

ve ark., 2007).

2.3.3. Yara lyilesmesinde Kullanilan Aktif Bilesenler
2.3.3.1. Buyume Faktorleri

Biiyiime faktorleri hiicre boliinmesi, migrasyonu, farklilagsmasi; protein ve enzim
tiretiminde gorev alirken ayni zamanda anjiyogenezi (damarlanma) uyararak yara
tyilesmesinde Onem arz etmektedir. Epidermal biliylime faktorii (EGF), fibroblast
blylime faktori (FGF), insan blyime hormonu (hGH), platelet tirevli biylime faktori
(PDGF), granulosit-makrofaj koloni uyarici faktor (GM-CSF), doniistiiriicti bliytime
faktori (TGF-B1), insiilin benzeri biiylime faktorii (IGF-1) vb. yara iyilesmesinde aktif
rol aldigi bilinen bir grup biiyiime faktoriidiir. Bu biiyiime faktorlerinin birgogu
rekombinant proteinlerdir. Biiylime faktorlerinin yara bolgesine salimi ve gosterdigi
etkinlik acisindan dogru yara ortli materyalinin se¢imi olduk¢a onemlidir (Zahedi ve

ark., 2009; Boateng ve ark., 2007; Kurtoglu ve Karatas, 2009).
2.3.3.2. Vitamin ve Mineral Destekleri

Yara iyilesmesinde A, C ve E vitaminleri; ¢inko ve bakir gibi mineraller olduk¢a 6nemli
aktif bilesenlerdir. Yara ortiileri ile birlikte kullanilan vitamin ve mineral destekleri ¢ok
fazla bulunmamaktadir. Bu bilesenleri iceren iiriinler genellikle merhemler, kremler ve
soliisyonlardir. Vitaminler sistemik dolasima katilmasi ve tiim viicuda dagilmasi
acisindan oral yolla takviye olarak kullanilir (Zahedi ve ark., 2009; Boateng ve ark.,
2007).
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Vitamin A, epitel hiicre farklilasmasi ve kollajen sentezinde Onemlidir. Kollajen
sentezinde C vitamini de etkidir. Vitamin C ayn1 zamanda deri ve diger bag dokularin
ekstraseliiler matriksinin olusumunda da etkili bir bilesendir. Ayn1 zamanda E vitamini
ile birlikte iyilesme siirecini hizlandirmaktadir. Vitamin E, antioksidan ve
antienflamatuar aktiviteye sahiptir; anjiyogenezi destekler. Ayrica yara izi (skar) dokusu

olusumunu azaltici etkisi vardir (Boateng ve ark., 2007; Kurtoglu ve Karatas, 2009).
2.3.3.3. Antimikrobiyaller

Antimikrobiyal etkinlik gosteren ajanlar ve antibiyotikler genellikle diyabetik ayak
iilserleri, cerrahi miidehale yapilmis viicut direncinin diismesine bagli enfeksiyon riski
barindiran yaralarin tedavisinde kullanilmaktadir. Yara bdlgesinin mikrobiyal
kontaminasyondan korunmasinda ve yara iyilesmesinin  hizlandirilmasinda
antimikrobiyal ajanlar ve antibiyotiklerin kullanimi avantaj saglamaktadir. Bazi
antibiyotikler (gentamisin, ofloksasin vb.) yara ortiillerine emdirilerek uygulanmaktadir.
Antibiyotiklerin sistemik dolasima katilarak uygulanmasi yerine bu sekilde diisiik
dozlarda lokal olarak yara bolgesine uygulanmasi sistemik toksisite riskini
azaltmaktadir. Antimikrobiyal ajan olarak povidon-iyot ve bazi iyonik giimiis bilesikleri
(glimiis nitrat, glimiis siilfadiazin vb.) yara Ortii materyallerine dahil edilmis ve
kullanilmistir (Boateng ve ark., 2007; Kurtoglu ve Karatas, 2009). Ayn1 zamanda c¢esitli
bitkisel bilesenlerin (ugucu yaglar, flavonoidler, alkaloidler vb.) hem antimikrobiyal
aktivite gosterdigi hem de iyilesme siirecinde koagiilasyon, inflamasyon, kollajen
yapimi, epitelizasyon gibi asamalar1 destekledigi literatiirde belirtilmistir (Ozkorkmaz

ve Ozay, 2009).

2.3.4. Yanik Yara Iyilesmesinde Bitkisel Yaglarin Kullanim

Yara iyilesme siireci hasarli dokularin onarilmasini igeren birbiriyle baglantili ve

stireleri hasarin ciddiyetine bagl olarak degisen siiregleri icermektedir.

Yara iyilesmesinde, bitkisel kaynaklara dayanan geleneksel tedaviler Onemlidir.
Geleneksel bitkisel tedavi yontemleri ekonomik olmasinin yani sira giivenlidir.
Gelistirilen bitkisel kaynakli ilaglar birden fazla mekanizma ile hasarli dokunun
iyilesmesine katki saglamaktadir. Cesitli bitkilerin antimikrobiyal, antienflamatuvar ve

yara iyilestirici aktiviteleri ile ilgili literatiirde bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir. Bitkilerin
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iyilestirici ozellikleri ve tibbi degerleri, insan viicudunda fizyolojik olarak etkinlik
gosteren biyoaktif bilesenlerden kaynaklanmaktadir. Bu bilesenler, ucucu yaglar,
flavonoidler, alkaloidler, terpenoidler, saponinler, taninler ve fenolik bilesiklerdir
(Suntar ve ark., 2011; Thakur ve ark., 2011).

2.3.4.1. Hypericum perforatum Yagimin Yanik Yara Iyilesmesindeki Etkinligi

Hypericum bitkisi yaklagik 400 farkli tiire sahip, degerli tibbi 6zelliklerinden dolay1
uzun yillardir geleneksel tedavilerde kullanilan bir bitkidir. Hypericum tirleri antiseptik,
antienflamatuar ve sedatif etkilerinden dolay1 sik¢a kullanilmistir (Saddige ve ark.,
2010; Pirbalouti ve ark., 2013). En yaygin kullanilan ve arastirilan alt tiirii Hypericum
perforatum olup St. John's wort (SJW) ve sar1 kantaron olarak da adlandirilmaktadir.
Iliman bolgelerde yetisen, 0,3-1 m uzunlugunda ve c¢ok yillik otsu bitkilerdir. H.
perforatum’un hiperisin, hiperforin, flavonoidler, fenolik asitler, tanenler, esansiyel
yaglar, aminoasitler vb. iceren biyoaktif bilesenleri icin bitkinin temel kaynaklari
yapraklari, saplart ve ozellikle gigekleridir. Bu bilesenlerin antimikrobiyal, antiviral,
antioksidan, antikanser, antideprasan ve yara iyilestirici olmak gibi biyoaktif etkileri
bulunmaktadir (Pirbalouti ve ark., 2013; Patocka, 2013). Bu 6zellikleri ile yanik ve cilt
yaralari, iilserler, egzama, hemoroid, sindirim sistemi ve psikolojik rahatsizliklar gibi

cok cesitli tibbi uygulamaya sahiptir (Saddige ve ark., 2010; Pirbalouti ve ark., 2013).

Cilt yaralanmalarinda iyilegsme siireci, organize olmus yara bdolgesi bilesenlerine,
sistemik aracilara, yaralanma tipine bagli olan hiicresel ve molekiiler olaylari
(inflamasyon, proliferasyon, epitelizasyon, yeniden sekillenme gibi) igerir. Yetersiz
tedavi s6z konusu oldugunda doku onarimi basarisiz olur ve yara kroniklesebilir.
Ornegin, enfeksiyon ile yara derecesi ilerleyebilir. Optimum yara iyilesmesi, doku
hasarinin en aza indirilmesi; dokunun beslenmesi ve oksijenlenmesi ile fizyolojik
fonksiyonlarmin diizenlenmesi, anatomik siirekliliginin saglanmasini temel alir.
Bitkilerin iyilestirici etkilerinin yapilan caligmalar ile dogrulanmasi sonucu bir¢cok

bitkisel ilaglar ve tedavi yontemleri gelistirilmistir (Prisacaru ve ark., 2013).

Antimikrobiyal olma, yara iyilesme siirecinde yara yataginda mikroorganizma
enfeksiyonunun engellenmesi igin tedavinin 6nemli bir bilesenidir. H. perforatum aktif

bilesenlerinden hiperisin ve hiperforin antimikrobiyal aktiviteden sorumlu ana
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bilesenlerdir (Wolfle ve ark., 2013). Antimikrobiyal aktivite, bitki ana bilesenleri
arasindaki etkilesime de bagli olabilmektedir (Pirbalouti ve ark., 2013). Literatiirde, H.
perforatum yagimin Gram pozitif (Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Micrococcus luteus) ve Gram negatif (Escherichia coli, Pseudomonas tolaasii,
Salmonella enteritidis, Salmonella typhimurium) bakteri tirleri ve Candida albicans
tizerindeki antimikrobiyal aktivitesi incelenmistir. Farkli miktarlarda H. perforatum
yaginin uygulanmasiyla olusan inhibisyon zonu degerleri belirtilmistir (Ranci¢ ve ark.,
2011). H. perforatum ekstraktlarinin yara iyilestirme aktivitesi, fibroblast hiicrelerinin
aktivasyonunu artirmasi ve kollajen {iretimini uyarmasindan kaynaklanmaktadir.
Boylece hasarli bolgenin kapatilarak iyilesmesinde 6nemli rol oynar (Saddige ve ark.,
2010). Literatirde H. perforatum yagmi da igeren bazi bitkisel yaglar ile merhem
olusturulmus ve bu merhemlerin yara iyilesmesini olumlu yonde etkiledigi belirtilmistir
(Stntar ve ark., 2011). H. perforatum ile hazirlanan merhemin uygulandigi bir baska
calismada alman klinik ve histopatolojik sonuglar, yaranin kiigiilme hizi ve
epitelizasyon periyodu bu merhemin yara iyilestirici etkisini gostermistir (Prisacaru ve
ark., 2013). H. perforatum’un yara izi (skar) dokusu olusumu {izerindeki etkisinin
incelendigi bir calismada, sezaryen operasyonu sonrasi kadinlarda hipertrofik skar
olusumunu azaltmak ve yara iyilesmesini kolaylastirmak {izere H. perforatum’un
giivenle kullanilabilecegi belirtilmistir. Ayrica bu calismada, H. perforatum’un yara
bolgesinde agr1 ve kasint1 olusumunu azaltict etki gosterdigi ifade edilmistir (Samadi ve

ark., 2010).
2.3.4.2. Yank Yara Iyilesmesinde Kullanilan Diger Yaglar

Yara iyilesmesinin ¢esitli asamalarinda aktivite gosteren Hypericum gibi bircok medikal
bitki ve bu bitkilerle yapilan ¢aligmalar literatiirde mevcuttur. Literatiirde H. perforatum
(sar1 kantaron) yagi ve zeytinyagi ile birlikte kullanilan adagayr ve kekik esansiyel
yaglar1 ile bir merhem olusturuldugu belirtilmistir. Calismada merhem bilesenlerinin
etkilesimlerini belirlemek i¢in her materyalin yara iyilestirme potansiyeli incelenmistir.
Epitelizasyon ve yeniden modellendirme de her biri etkili olmakla birlikte bu iyilestirici
etkinlik siralamasi sirasiyla kantaron yagi, adagayr yagi, kekik yagi ve zeytinyagi

seklinde oldugu gosterilmistir (Siintar ve ark., 2011).
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Sicak ve nemli iklim bitkisi olan Aloe vera’nin yanik yara tedavisinde topikal (krem,
vazelin vb.) kullannmi kullanimi ile iyilesme siirecini kisalttigi, vaskiilerizasyonu
sagladig1 ve epitelizasyonu hizlandirdig: belirtilmistir. Aloe vera’nin iyilestirici etkisi
antienflamatuar, antimikrobiyal aktivitesi ile birlikte yara bolgesini nemlendirici etki

saglamasina da baglidir (Ozkorkmaz ve Ozay, 2009).

Kekik (Thymus vulgaris) yagi, zeytinyagi (Olive oil) ve giimiis siilfadiazinin yanik yara
tyilesmesi lizerindeki etkileri siganlar lizerinde yapilan 21 giinliik siiregte incelenmis ve
karsilastirma yapilmistir. Histolojik bulgular sonucunda, tiim gruplarda yara kapanmasi,
iyilesmesi gozlemlenirken en iyi sonuglarin kekik yagi uygulamasi ile alindigi
belirtilmistir (Dursun ve ark., 2003). Bir baska calismada kekik yagi, kitosan filmlerle
birlikte kullanilmis ve baz1 yara tyilestirici 6zellikleri incelenmistir. Sonucta olusturulan
filmlerin yara iyilestirme, antimikrobiyal, antioksidan etkinlikleri gosterilmistir. (Altiok

ve ark., 2010).

Yanik yaralarmmin tedavisinde kullanilan bir diger bitki tiirii ise emzik otu
(Onosma)’dur. Yapilan bir ¢alismada normal ve diyabetik siganlarda yara iyilesmesi
Uzerine Onosma hispidum kokiinden elde edilen ekstraktlarla hazirlanmis bir merhemin
etkisi incelenmistir. Merhemin diyabetik sicanlar tizerinde iyilestirici etkisi incelenmis
ve yara kapanmasi sonrasinda yara mukavemetinde anlamli artis oldugu belirtilmistir

(Kumar ve Gupta, 2010).

Yara enfeksiyonunda etkili oldugu bilinen ve enfeksiyonlu hastalardan izole edilen
Staphylococcus suslarina (S. aureus, S. epidermidis, S. xylosus) adacay1 (Salvia sclarea
L.) yagmin etkisinin incelendigi bir ¢aligmada, in vitro test sonuglar1 adagayr yaginin

aktif dogal bir antimikrobiyal ajan oldugunu gostermistir (Sienkiewicz ve ark., 2015).

2.4. Nanofibréz Yara Ortii Materyalleri

Nanofiberler, nanomalzeme sinifina dahil edilen ¢ap1 bir mikron ve altindaki fiberler
olarak ifade edilebilir. Nanofiberler ile olusturulan yapilarin yiiksek gozeneklilik ve
kicik g6zenek boyutuna, yuksek ylizey/hacim oranina, iyi mekanik performansa sahip
ve hafif olmakla birlikte ekstraseliiler matriks (ECM) yapisini taklit edebilmesi doku

miihendisligi uygulamalarinda 6nemli bir avantaj saglamaktadir (Mutlu, 2014).
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Sagladig1 avantajlar ile nanofiberler ¢ok genis kullanim alanlarina sahiptir. Nanofiberler
ve kompozit malzemeler, biyomedikal malzeme ve doku miihendisligi iriinlerinde,
filtrasyon membranlarinin hazirlanmasi vb. alanlarda kullanilmaktadir (Ding, 2013).
Nanofiberlerin sahip olduklari yiiksek yiizey alani sayesinde kanama durdurucu etkisi,
fibriler yapis1 ile ECM’yi taklit edebilmesiyle hiicre proliferasyonuna imkan saglamasi,
yiiksek gozeneklilik ve diisik gbézenek c¢aplari sayesinde yara bolgesine
mikroorganizma ve yabanci madde girisini engellerken gaz gecirgenligini saglamasi
yara Ortli materyalleri olarak kullanimini oldukga elverisli hale getirmistir. Nanofibréz
ortii yapist olusturulurken yapiya katilan malzemelerle kontrol edilebilir fiziksel
oOzellikler ve istenilen 6zellikler (biyouyumluluk, biyobozunurluk vb.) kazandirilabilir
(Kim ve Yoon, 2007). Biyobozunur nanofiber ortii yapisi, deri hiicrelerine kendisini
onarmasi i¢in imkan sagladigindan yara izi (skar) dokusu birakmaksizin iyilesme
saglayabilme Ozelligine sahiptir. Ayrica, tedaviyi destekleyici nitelikte gesitli aktif
bilesenler (antimikrobiyaller, vitamin ve mineral destekleri, biiyiime faktorleri vb.),
epitelizasyon ve damarlanmay1 desteklemek icin vazodilatorler ve hiicreler nanofiber

yapisina dahil edilebilmektedir (Zahedi ve ark., 2009).
2.4.1. Nanofibroz Yara Ortii Materyallerinin Uretim Teknikleri

Nanofiberin iiretiminde bir¢ok seramik ve polimerik malzeme kullanilarak elektro-
egirme, kendiliginden diizenleme, c¢ekme, faz ayrimi, kalip sentezi vb. yontemler
bulunmaktadir. Belirtilen yontemler icerisinde elektro-egirme yontemi digerlerine gore

daha ¢ok tercih edilir hale gelmistir (Cakmak, 2011).
2.4.1.1. Elektro-egirme Teknigi

Elektro-egirme, nanofiber uUretimi igin elektrostatik kuvvetlerden faydalanan ve
akiskanlar dinamigi, polimer kimyasi, temel fizik, elektrik, makina, tekstil miihendisligi
gibi bir¢ok disiplini birlestiren bir yontemdir (Ding, 2013). 1902°de Morton ve Cooley
simdi bilinen yontemle elektro-egirme yontemini gelistirmis ve patentlemislerdir. Daha
sonra 1934 yilinda, Formhals elektro-egirme siireci ve diizeneginin gelistirilmesiyle
ilgili calismalar yapmis ve iirettigi cihaz ile ilgili patent almistir (Sarkar ve ark., 2010;
Valizadeh ve Farkhani, 2014).
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Elektro-egirme yontemi, dogal veya sentetik polimerlerin ¢aplart nanometreden birkag
mikrometreye kadar degisen kalinliklarda nanofiberlerini tiretme teknigidir. Olusan
fibriler yapilar, ¢ok kiiclik boyutlu gézeneklere ve yiiksek yilizey alanina sahiptir. Bu
yontem ile nanofiberler, iletken bir igne ucu ve kolektor yiizeyi arasindaki mesafe
boyunca ¢ozelti veya eriyik haldeki polimere yiksek voltaj (10-50 kV) uygulanmasiyla
olusturulur. Siringa ucunda asili durumdaki polimer damlas1 belli bir potansiyel fark
degerine ulastiginda elektrostatik kuvvet ile yiizey gerilim kuvvetleri esitlenir ve
polimer damlas1 koni (Taylor konisi) seklini alir (Ding, 2013; Garg ve Bowlin, 2011).
Yiiksek voltaj ile elektrostatik kuvvetlerin ylizey gerilimini yendigi anda polimer
cozeltisi kars1 kutup olarak topraklanmis veya zit kutup ile yiikklenmis bir metal yiizey
(kolektor) tizerine dogru spin hareketi ile incelerek nanometre seviyelerinde lifler
olusturur. Bu hareket baslangicta dogrusal olup toplayiciya olan uzaklik arttikca daha
sonra sarmal hale gelir ve buna bikiilme kararsizligi denir. Olusan jetin birkag
doniisiiniin ardindan bir biikiilme daha olusur ve genis olan sarmaldan daha kiiglik bir
sarmal olusur (Garg ve Bowlin, 2011; Reneker ve Yarin, 2008). Igne ucu ve kolektor
arasindaki mesafe boyunca ¢oziiclinliin buharlagmasiyla katilasan polimer toplayiciya
nanofiber seklinde ulasir ve birikerek bir nanolif membran yiizey olusmasini saglar.
Genellikle ¢oziicii tamamen buharlasmaz ve kolektdr yiizeyinde fiberler biriktikce
birbirleri ile etkilestikleri noktada yapisirlar. Boylece film seklinde orgiisiiz fibr6z yap:
elde edilmis olur (Zahedi ve ark., 2009; Uzunalan, 2011).

Dogrusal
Yéruingenin Bitimi Birinci Bukulme
Kararsizliginin

Baslangici

Ikinci Bukulme
Kararsizliginin
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Uglincti Bukilme 4 "
Kararsizliginin e
Baslangici i : 3
. \ /1 ) 3
P
%

Sekil 2.5. Polimer jetinin hareketi (Mutlu, 2014)
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Elektro-egirme ile es zamanli iki veya i¢ farkli polimerin egirilmesi miimkiin
olabilmektedir. Bu ydntem ‘co-spinning’ veya ‘co-axial spinning’ diye adlandirilir.
Elektro-egirme yonteminin sagladigi bir diger avantaj ise, polimerik nanaofiberler
icerisine/arasina biyoaktif ajanlarin da dahil edilebilmesidir. Bu yaklagim ayrica
nanofiberler igerisinde biyomolekiillerin etkinliklerinin korunmasin1 da saglamaktadir

(Dogan, 2012).
Elektro-egirme diizenegi temelde 3 ana par¢adan olusmaktadir. Bunlar;

1. Giig¢ kaynagi,
2. Besleme iinitesi (siringa, siringa ucu, siringa pompasi vb.)

3. Toplayict yiizey (doner silindir, iletken plaka vb.)

Polimer g¢ozeltisi
Doner toplayici

Pozitif elektrot Nanofiber

S —L

Gl kaynagi

Topraklama

Sekil 2.6. Elektro-egirme diizeneginin sematik goriiniimi

Elektro-egirme siirecinde polimer nanofiberlerin morfolojilerini etkileyen parametreler
¢ozelti, islem ve ¢evresel faktorler olmak iizere i¢ ana baslik altinda toplanabilir. Bu
parametreler ve nanofiber yapisinda meydana getirdigi degisiklikler Cizelge 2.1°de

gosterilmistir (Bhardwaj ve Kundu, 2010; Mutlu, 2014).
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Cizelge 2.1. Elektro-egirme Parametreleri

Elektro-egirme Parametreleri

Parametreler

Fiber Morfolojisine EtKisi

COzelti Parametreleri

Konsantrasyon/Viskozite

Fiber cap1 ile orantilidir

Azaldikg¢a boncuklu yapilar ve defektler olusur

Polimerin Molekiil Agirlig

Arttikca boncuk ve damlacik miktari azalir

Cozicl Taru

Cozeltinin buharlasma ve polimerin katilagsma hizini
etkiler

Boncuklu yap1 olusumunu etkiler

Arttikca yiizeyde gozenekler olusur ve yilizey alani

genisler

Iletkenlik

Arttikca birbiriyle es boncuksuz fiberler olusur
Genellikle artistyla fiber ¢cap1 azalir

Yizey Gerilimi

Yiiksek olusu jet akisinda kararsizliga neden olur

Islem Parametreleri

Voltaj

Arttik¢a genellikle fiber capinda azalma olur

Cok yiiksek gerilim boncuk olusumuna neden olur

Calisma Mesafesi

Arttikca fiber cap1 azalir
Mesafe ¢ok biiylik veya ¢ok kii¢iik oldugunda boncuk

olusumuna neden olur

Akis Hiz1 Arttikca fiber ¢ap1 artar
Cok yiiksek olusu boncuk olusumuna neden olur
Siringa Ignesi I¢ Capi Cozeltinin akis hizin etkiler

Cevresel Parametreler

Sicaklik

Arttikca  ¢Oziicliniin  ugmas1  kolaylasir,  ¢ozelti

viskozitesi azalir ve buna bagli olarak fiber ¢ap1 azalir

Nem

Arttikca fiberler {izerinde su yogunlasabilir ve
gozenekler olusabilir. Nem ile beraber havanin
elektriksel iletkenligi artacagi icin egirilen polimer

liflerini toplayiciya yonlendirmek zorlagir.
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Elektro-egirme isleminde genellikle atmosferik basing altinda ¢alisilir. Daha diisiik
basing degerlerinde igne ucundan polimer ¢ozeltisi akma egiliminde olur ve bu durum

kesikli jet akisina neden olur (Ding, 2013).

2.4.1.2. Diger Uretim Teknikleri

Nanofiber dretiminde elektro-egirme yontemi en g¢ok tercih edileni olmakla beraber
kendiliginden diizenlenme, c¢ekme, kalip sentezi, eriyik fibrilasyon, ara yiiz

polimerizasyonu, faz ayrimi vb. farkli yontemler de vardir.

a. Cekme

Birka¢ mm ¢apl bir mikropipetin diiz silikon dioksit yiizeyde bulunan damlacikla temas
etmesi ile birlikte belirli bir hizda (100 mm/s) ¢ekilmesi sonucu nanofiberlerin
olusturulmas1 yontemidir. Cekilen fiber mikropipet aracilifiyla bagka yiizeye birakilir.
Damlacik, ¢ok ince akistan dolayr ¢oziiciisiinii kaybederek yogunlagir. Bu yontemle
uzun, tekli ve ¢apt 100 nm’den biiylik nanofiberlerin olusturulmasi saglanir. Cekme
sirasinda gelisen ¢cekme stresine ve deformasyonlara dayanikli viskoelastik karakterde
malzemelerin kullanimina uygun bir yontemdir (Nayak ve ark., 2011; Huang ve ark.,
2003).

b. Kendiliginden Diizenlenme

Bu yontem nanofiberlerin hidrojen bagi, iyonik baglar, hidrofobik etkilesimler,
elektrostatik etkilesimler, van der Waals kuvvetleri gibi molekiiller arasi etkilesimlerle
kendiliginden diizenlenmesiyle olusur. Bu iiretim yonteminde, kendiliginden
diizenlenecek molekiiller kisithdir ve genellikle kiigiik yapitaslari, peptitler ve niikleik
asitlerdir. Yontemin dezavantaji tiretim verimliliginin diisiik olmasi ve zaman almasidir

(Zhang ve ark., 2012).

c. Kalip Sentezi

Nano 06lgekli gbzeneklere sahip membranlarin (polimer, metal, seramik vb.) kalip olarak
kullanildig1 bir yontemdir (Nayak ve ark., 2011). Nanofiberleri olusturacak polimer
¢oOzeltisi, basing uygulanmasiyla membran gozeneklerinden geger ve sonra katilagtirici

bir ¢ozeltiyle polimer katilagtirilarak nanofiber elde edilir (Mutlu, 2014). Olusturulan
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fiberlerin capi, kalip membranlardaki gozeneklerin capma baghdir ve devaml
nanofiberler olusturmak i¢in uygun bir yontem degildir (Mutlu, 2014; Huang ve ark.,
2003).

d. Faz Ayrim

Genellikle iki ayr1 fazin ayrigmasi esasina dayali bir yontemdir. Polimer uygun bir
¢cOziiciide c¢oziinliir ve jellesme gerceklesir. Bu asamada ya c¢oziiciiniin yapidan
uzaklastirilmasi ya da farkli bir ¢6ziiciinlin (faz ayrimi saglayan bir ¢6ziicii) yapida
dagitilmasi saglanir ve sonra dondurarak kurutma islemi gergeklestirilir. Coziiciiniin
yapidan uzaklastirilmasiyla gozenekli nanofibriler yapilar olugur (Mutlu, 2014). Sadece
siirl sayida polimerle ¢alisilabilmesi, yontemin zaman alici olmasi (Huang ve ark.,
2003) ve fiber capt kontroliiniin kolaylikla saglanamamasi yontemin zayif yonleridir

(Dahlin ve ark., 2011).
e. Eriyik Fibrilasyonu

Bu yontem nanofiber eldesinde bir ya da birden ¢ok polimerin eritilerek
sekillendirilmesi (Ornegin; ekstriizyon ile sekillendirme) esasina dayanir. Eriyik
puskirtme, eriyik film fibrilasyonu gibi yontemleri icermektedir (Mutlu, 2014). Eriyik
polimer piuskiirtiiliirken diger taraftan {iflenen soguk hava ile polimer inceltilerek
nanofiber elde edilir (Ding, 2013). Bu yontemle fiberler arasinda ve fiber boyunca fiber
capinda degisiklikler goriilmekte ve fiber dayanimi diisiik olmaktadir (Glinesoglu,
2009).
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3. MATERYAL VE YONTEM

Sunulan tez kapsaminda yanik yaralarinda, yara iyilesmesini desteklemesi, beraberinde
yara izi (skar doku) olusumunu indirgemesi hedeflenen membranlarin yara ile temas
etmesi planlanan ve yag kapsiillerini iceren PEG-PCL nanofibrdz alt tabakasi ve PCL
fiberlerden olusan {ist tabakasi tiretilmistir. Membranlarin alt ve iist tabakalarinin yuzey
morfolojisi SEM goriintiileri alinarak incelenmistir. Fourier Infrared Spektroskopisi
(FTIR) ile kimyasal yapi analizi yapilarak iiretim siirecinde polimerlerin ¢oziicii ile
etkilesimleri sonucu kimyasal yapilarinda herhangi bir degisim olmadig
degerlendirilmistir. Membranlarin yogunlugu ve gdzenekliligi hesaplanarak incelenmis,
mekanik dayanimi standart ¢ekme testi, gaz gecirgenlik Ozellikleri standart hava
gecirgenlik testi, ylizey hidrofilisitesi temas acis1 Olclimleri yapilarak karakterize
edilmistir. Membranlarin nem tutma Kapasitelerinin belirlenebilmesi i¢in sisme testi,
zamana bagl kiitle kayiplar, H. perforatum yagmin membranlardan kontrolli salima,
antibakteriyel etkileri, biyouyumluluklar1 ve apoptotik/nekrotik etkileri in vitro
kosullarda incelenmistir. Son olarak yanik modeli olusturulan siganlar (Wistar albino)
tizerindeki yara bolgesine membranlar uygulanarak belirli araliklarla yara iyilesmesi
incelenmis, uygulama sonrasinda sakrifiye edilen si¢anlarin iyilesme bolgelerinden
alinan doku oOrneklerinin histolojik ¢alismalar1 yapilarak membranlarin in vivo

performansi degerlendirilmistir.
3.1. Materyal

Calismada kullanilan %100 safliktaki H. perforatum yagi soguk pres yontemiyle
iretilmis olup, Awe Cemre Laboratuvarlarindan (Tokat, Tiirkiye) temin edilmistir. PEG
(Merck, Almanya) ve PCL (Sigma-Aldrich, UK) polimerleri firmalardan satin
alimmistir. Klorofom (Merck, Almanya) ve Metanol (Merck, Almanya) karisimi (5:1)

¢Oziicii olarak kullanilmustir.

Gaziosmanpasa Universitesi, T1ip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Laboratuvarlari’ndan temin
edilen Esherichia coli (ATCC 25922) ve Staphylococcus aureus (ATCC 29213) bakteri
suslari, Mueller Hinton Bouillon (MHB), Luria-Bertani broth (LB), Mueller Hinton
Agar (MHA), Eosine Methylene Blue Agar (EMB) besiyerleri (Merck, Almanya)

antimikrobiyal aktivite tesleri i¢in kullanilmistir.
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L929 fibroblast hicre hatti (Sigma-Aldrich) ve besiyeri (Dulbecco's Modified Eagle's
Medium (DMEM)-low glucose (%10 Fetal Bovine Serum (FBS), %1 I-glutamine, %1
antibiyotik (penicillin/streptomycin)), Trypsin-EDTA, Hoechst 33342, Propidium
lodide (PI) ve ribonuclease A (RNase A) satin alinarak (Biological Industries Ltd.
Kibbutz Beit Haemek, Israel) hiicre kiltir ¢aligmalarinda kullanilmistir. Biyouyumluluk
calismalarinda  kullanilan WST-1  (2-(4-iodophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2  h-

tetrazolyum tuzu Roche (Almanya) firmasindan temin edilmistir.

In vivo hayvan deneyleri gergeklestirilirken kullanilan anestezikler Ketamin ve Rompun
(Bayer, Istanbul), agr1 kesici olarak kullanilan Parol (Atabay Kim. San. ve Tic. A.S.,
Istanbul) ve deney gruplarindan birinin tedavisi igin kullanilan giimiis icerikli yanik
yara merhemi satin alinmis ve ¢alismalarda kullanilmistir. Sakrifiye edilen dokularin
fiksasyonu ve sonrasinda doku takibi icin kullanilan formaldehit, ksilen ve entellan
Merck (Almanya); parafin ise Sigma (Amerika) firmasindan temin edilmistir. Mayer's
Hematoksilen, Weigert Hematoksilen (Sigma-Aldrich, Almanya), Eosin, Aniline Blue,
Orange G (Merck, Almanya) satin alinmis ve histokimyasal boyamalarda kullanilmistir.
Immunohistokimyasal boyamalar icin Anti-collagen | ve anti-collagen III, biyotinlenmis
sekonder antikor, streptavidin (Abcam, Ingiltere), blok solusyonu, endojen peroksit

(SeyTek, Amerika), DAB (diaminobenzidine) (Invitrogen, Amerika) kullanilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Yara Ortii Materyallerinin Uretimi

Polimerik membranlar Sekil 3.1'deki ikili egirme (co-spinning) diizenegi kullanilarak
hazirlanmistir. H. perforatum yagi iceren PEG ¢ozeltisi ile PCL ¢ozeltisi karsilikli
elektro-egirilerek toplayici doner silindir tizerine sarili aliiminyum folyo yiizeyinde
biriktirilerek membranlarin alt tabakasi olusturulmustur. PCL polimeri elektro-
egirilerek nanolifler halinde yiizeyde birikirken, yag igeren PEG c¢ozeltisinin elektro-
egirme kosullar1 farklilagtirilarak elektro-spreyleme gerceklestirilmistir. Boylece alt
tabakada yag iceren PEG kapsiillerin tutundugu ince PEG fiberler iiretilmistir. I¢ ice
geemis Orgilisiiz yapidaki PEG ve PCL fiberlerden olusan alt tabaka olusturulduktan
sonra PCL c¢ozeltisi tek bagina bir siire daha egirilerek elastikiyet ve mekanik dayanimi

saglayan tist tabaka alt tabakaya entegre edilmistir.
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Sekil 3.1. Elektro-egirme sistemi (A) Sematik gosterim; (B) Caligmalarda kullanilan
sistem

PCL cozeltisinin elektro-egirme kosullart ilgili literatiir 1s18inda (Augustine ve ark.,
2015; Zhou ve ark.,, 2017) yapilan denemelerle optimize edilmistir. Polimerik
membranlarin alt tabakasinin liretimi igin ¢oziicli olarak kloroform/metanol karigiminin
(5:1) kullanildigr ¢6zelti konsantrasyonu %20 (w/v) ve siringa ucu ile toplayici (doner
silindir toplayici) arasindaki mesafe 13 cm olarak belirlenmistir. PCL ¢0zeltisi ve H.
perforatum yagi iceren PEG ¢ozeltisi glic kaynagindan gelen akimla siringa ucu ve
toplayict arasinda olusturulan 14 kV potansiyel fark altinda karsilikli olarak elektro-
egirilmistir. PCL ve H. perforatum yagi iceren PEG ¢ozeltilerinin akis hizlar sirasiyla
1,5 ve 3 ml/saat ve toplamda kullanilan ¢6zelti hacimleri sirastyla 8 ml ve 10 ml' dir. H.
perforatum yagi igeren PEG ¢ozeltisi siringada 2 ml kaldiginda, PCL ¢o6zeltisinin akis
hiz1 artirilarak (2 ml/saat) egirme islemine devam edilmistir. PEG ¢o6zeltisi tamamen
bittiginde PCL c¢ozeltisinin akis hiz1 kademeli olarak 3 ml/saat'e kadar ¢ikarilmis ve
siringada ¢ozelti kalmayana kadar egirme islemine devam edilmistir. Boylece alt ve iist
tabakalarin birbirine entegrasyonu saglanarak sivi ile temas durumunda membran
tabakalarinin 1slanarak sigsmesine bagli olarak birbirinden ayrilmas: engellenmistir. H.
perforatum yagi icermeyen (membran 0) ve farkli oranlarda H. perforatum yagi igeren
PEG cozeltisi (%20 w/v) kullanilarak 4 farkli membran hazirlanmigtir (membran 1: %7
(v/v); membran 2: %17 (v/v) ve membran 3: %34 (v/v)). Polimerik membranlar iki glin
boyunca vakum desikatorde bekletilerek c¢oziicliniin uzaklagmasi, membranlarin
stabilize olmasi saglanmistir. Kurutulan membranlar etiketlenip, paketlenerek +4°C’ye
kaldirilmistir. Olusturulan membranlarin boyutlar1 ile birlikte goriintimii Sekil 3.2'de

verilmistir.
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Sekil 3.2. Doner silindir toplayici {izerine elektro-egirilmis PEG-PCL membranlar

3.2.2. Membran Karakterizasyonu ve In vitro Calismalar
3.2.2.1. Kimyasal Yap1 Analizi

Membranlarin kimyasal yapisi ve polimerlerin ¢oziicii ile etkilesimlerinde kimyasal
yapilarinda herhangi bir degisim olup olmadiginin kontrol edilmesi amaciyla elektro-
egirilmis membranlarin ve H. perforatum yagiin FTIR (Fourier Doniisiimlii Kizil6tesi
Spektroskopisi), (Perkin Elmer, Spectrum 100, Amerika) spektrumlari incelenmistir.
Analiz FTIR-ATR initesi ile ger¢eklestirilmistir. Polimerik membranlar, 1-2 mm ¢aph
elmas disk iizerine kontrollii basing uygulamasi ile sabitlenerek, yilizeye gonderilen
kizilotesi (Infrared/IR) 1s1nin malzeme yapisinda bulunan maddeler tarafindan
sogurulmast ve kristalden yansiyan IR yogunlugunun kaydedilmesi ile ol¢iimler
alinmistir (Baudry ve ark., 2012). Bu sekilde FTIR analizi i¢in membran yapisina
katilan polimerlerin ayr1 ayr1 egirilmesiyle iiretilen PEG ve PCL membranlarin, yag
icermeyen ve iceren PEG-PCL membranlarin (membran 0 ve 1) ve ayrica H.
perforatum yagmin ayri ayrt FTIR spektrumlari alinmis ve karsilastirmali olarak

spektrumlar degerlendirilmistir (Sekil 4.1).
3.2.2.2. Yuzey Morfolojisi

Taramal1 elektron mikroskobu (SEM), yiizey 6zellikleri belirlenmek istenen numune
yiizeyindeki elektronlarin cihaz araciligiyla gonderilen elektron demetleri ile
etkilesmesi sonucu ylizey topografisi hakkinda bilgi edinilmesini saglamaktadir.
Uretilen yara 6rtii materyali olusturan alt ve {ist tabakalarin yiizey morfolojileri SEM
gorlntiileri alinarak incelenmistir. Daha 6nce vakum ortamda kurutulmus ve 7,5 mm

capl dairesel kesitler almman memranlar SEM numune platformuna sabitlenmistir.
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Burada dnemli olan hususlardan biri yiizeyin iletken olmasidir. Ancak iiretilen membran
yiizeylerinin yalitkan 6zellikte olmasi dolayisiyla membranlar 6n kaplama isleminden
gecirilmistir. Kaplama islemi 15 dakika boyunca vakum altinda, yiiksek sicaklikta, hizli
paladyum iyonlarinin yiizeyi kaplamasini saglayan bir cihaz (Polaron SC500 Sputter
Coater, Ingiltere) ile gergeklestirilmistir. Kaplama yapildiktan sonra drnek yiizeylerinin
SEM goriintiileri (Sekil 4.2) alinmistir.

3.2.2.3. Yogunluk ve Gozeneklilik

Gozenekli yapr ve yiiksek yilizey alani elektro-egirme tekniginin sagladigi énemli bir
avantajdir. Nanofibriler membranlarin gozenekli yapisi gaz gecirgenligi, su tutma
kapasitesi ve salim ozellikleri gibi cesitli fiziksel Ozeliklerin de kontrol edilmesini
saglamaktadir. Membran yapisina katilan maddenin niteligi ve miktarina bagli olarak
gozenekli yapist degismektedir. Calismada % gozeneklilik 6l¢limii i¢in asagida verilen

esitlik kullanilmastir.
Gozeneklilik (%) = [(Vm- Vo) / Vm] x 100 (3.1)

Esitlik 3.1'de Vm, membranlarin spesifik hacimlerini; Vo ise PEG, PCL ve H.
perforatum yaginin kiitlece birlesim oranlarina bagli olarak hesaplanmis ortalama
spesifik hacmi ifade etmektedir (Gupta ve ark., 2011). Spesifik hacmi hesaplamak icin
10’ar tane 10 x 10 x 0,15 mm boyutlarda membran kesitleri elde edilmis ve her bir
kesitin agirhiklar1 dl¢iiliip kaydedilmistir. Olgiilen agirliklar (g) ve hesaplanan membran
hacminin (cm®) oran1 membran yogunlugu (p) ve buna bagl olarak spesifik hacim (V'm)
degerleri elde edilmistir. Membran 1 ve 0 i¢in 10'ar kesit alinarak ortalama yogunluk ve
spesifik hacim degerleri boylece esitlik 3.1 kullanilarak membranlarin % gozeneklilik

degerleri hesaplanmistir (Cizelge 4.1).

3.2.2.4. Hidrofilisite/Hidrofobisite

Yiizey Ozelliklerini belirlemede kullanilan yontemlerden biri de yilizeyin su tutma
(hidrofob), su emme (hidrofil) 6zelliklerinin belirlenmesidir. Membranlarin hidrofobik
ya da hidrofilik olmasi hiicre adhezyonu agisindan olduk¢a onemlidir. Polimerik
malzemelerin hidrofob ya da hidrofil oldugunun belirlenmesi temas agis1 dl¢imii ile

miimkiin olmaktadir. Temas acisinin Sl¢giimii su damlaciginin damlatilan malzeme
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yiizeyi ile yaptig1 acinin Olglilmesi esasina dayanir. Eger bu ag1 6<90° ise sivinin kati
yiizeyi 1slattigi (hidrofilik) , 6>90° ise 1slatmadig1 (hidrofobik) soylenebilir (Sekil
3.3). Malzemenin ¢ok dar agilarda (6<10°) gii¢lii bir 1slatma (stiper-hidrofilik), cok
genis acilarda ise (0>150°) ise giiglii bir 1slatmama 6zelligi (siiper-hidrofobik) oldugu
sOylenebilir (Zhao ve Jiang, 2018).

Hidrofobik Yiizey Hidrofilik Yiizey

Sekil 3.3. Hidrofobik ve hidrofilik yizeyler

Temas agis1 Sl¢iimleri temas agis1 dl¢iim cihazi (Sekil 3.4; Attension, TerraLab, Isveg)
ile standartlara (ASTM-D7334 2013) uygun olarak gerceklestirilmistir. Membran 0 ve
Membran 1 i¢in alt ve iist tabakalarin yilizeylerine hava ortaminda 4 pl deiyonize su
damlatilmis ve damlanin membran ylizeyindeki goriintiisii bir kamera araciliyla alinip
bilgisayara aktarilmistir. Goriintii izerinden damlacigin membran ile yaptig1 temas agisi
Olclilmiistiir. Her bir ylizey i¢in ii¢ farkli 6l¢lim alinarak ortalama temas agis1 degerleri

belirlenmistir (Cizelge 4.2).

Sekil 3.4. (A) Temas acist test cihazi; (B) Membran yiizeyindeki damlanin goriintiisii

3.2.2.5. Islanabilirlik (% Sisme Oranlar)

Yara Ortii materyali yeterli nem tutma kapasitesine sahip olmalidir. Yara bdlgesinin

kontrollii nem dengesinin saglanmasi yaranin ¢ok nemli ya da ¢ok kuru olmasimi
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engelleyerek iyilesme siirecini destekler. Bu nedenle yara ortd materyallerinin

1slanabilirlikleri onemlidir.

Polimerik membranlarin (0 ve 1) 1slanabilirliklerinin belirlenebilmesi i¢in dncelikle 7,5
mm ¢apli dairesel membran kesitleri alinarak fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS) igerisinde
uygun kosullarda (pH 7,4 ve 37°C) bekletilmis ve farkli zaman araliklarinda (3, 6, 9, 12,
15, 20, 25, 30, 45, 60 dk) dairesel kesitler ¢ozelti ortamindan alinarak tartilmis ve
degerler kaydedilmistir. Elde edilen veriler kullanilarak % sigsme oran1 asagida belirtilen

esitlik ile hesaplanmistir (Cizelge 4.5).
% Sigme Orani = [(W+-Wo) / Wo)] X100 (3.2

Wo ve W; sirasiyla dairesel membran kesitlerinin deneyden once ve her gozlem

stiresinden sonra tartilan agirligini ifade etmektedir (Sinha ve ark., 2013).
3.2.2.6. Hava Gegirgenligi

Yanik yara Ortiilerinde yara iyilesmesi i¢in optimum kosullarin saglanabilmesi ve buna
bagli olarak iyilesmenin saglikli ilerleyebilmesi i¢in Ortii materyalinin belirli bir oranda
hava ge¢isine miisade etmesi gerekmektedir (Boateng ve ark., 2007; Kweon ve ark.,

2000). Yaranin bolgesinin oksijenlenmesi agisindan hava ile temasi 6nemlidir.

Membran 1 ve 0 i¢in hava gegirgenlik analizi standartlara (TS 391 EN 1SO 9237, 1999)
uygun olarak hava gecirgenlik test cihazi (SDL Atlas M021A Air Permeability Tester,
Amerika) ile alnan &lgiimlerle gergeklestirilmistir. Olgiim alam1 20 cm? olup, her bir
membranin rastgele ve farkli bolgelerine sabit basing (100 Pa) altinda ve belirli
kosullarda (2242 °C ve % 65+4 bagil nem) membranin bir tarafindan diger tarafina hava

gecis hiz1 6l¢iimii yapilmis ve 1/m?%/s cinsinden sonuglar almmustir (Cizelge 4.3).
3.2.2.7. Zamana Bagh Kiitle Kaybi

Membran 0 ve membran 1'in in vitro kosullarda zamana bagh kiitle kayb1 6l¢iilmiistiir.
Bu amacla, membranlardan 2 x 2 cm o6l¢iilerinde kesitler alinrak ilk agirliklar tartilmis
ve daha sonra kesitler PBS ¢0zeltisi icerisinde (37°C ve pH 7.4) bekletilerek belirli
araliklarla (0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 giin) ¢ozelti icerisinden ¢ikarilarak kurutulmus ve

son agirhiklar tartilmistir. Olgiimler 4'er kesit {izerinden yapilarak 14 giin boyunca %
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kalan kiitle degerleri esitlik 3.3’e gore hesaplanmig ve ortalama % kalan kiitle miktarlar

grafige gecirilmistir (Sekil 4.6)
% Kalan Kitle = (Wi/ Ws) x 100 (3.3)

Wi ve W;s sirastyla membran kesitlerinin ilk ve PBS icerisinde bekletildikten sonra

Olculen son agirligr ifade etmektedir (Sinha ve ark., 2013).

3.2.2.8. Kontrollii Salim Cahismalari

Kontrollii salim caligmalar1 polimerik membranlardan aliman 7,5 mm c¢apli dairesel
kesitlerden zamanla PBS c¢ozeltisi icerisinde (37°C ve pH 7.4) salinan H. perforatum
yagt miktarinin spektrofotometrik olarak Olglilmesiyle gergeklestirilmistir. H.
perforatum yaginin maksimum absorbans gosterdigi nm degerinin belirlenmesi igin bir
dizi calisma yapilmistir. Yapilan literatiir arastirmalarinda UV boélgede 270-330 nm
(Zavoi ve ark., 2011) ve gorundr bolgede 550-590 nm (Wolfle ve ark., 2013) dalga
boylarinda maksimum absorbans degerlerine ulasildig1 belirtilmistir. Bu bilgilerden yola
cikilarak net bir dalga boyunun tespit edilebilmesi i¢in 1 pl/ml H. perforatum yagi
cozeltisinin UV bolgede 200-350 nm ve gorunir bélgede 550-590 nm dalga boylarinda
Ol¢limler alinmistir. Sonugta en yiliksek pik verdigi goriilen 225 nm dalga boyunda
spektrofotometre (BOECO S-30 Spectrophotometer, Almanya) ile dl¢timler alinmustir.
Ayrica membran yapisinda bulunan diger bilesenlerinde ortama salinip absorbans
degerini degistirebilecegi diisiiniilerek bos membranlarin da salim 6zellikleri incelenmis
ancak 225 nm’de yapilan 6l¢iimlerde herhangi bir degisiklik olmadigi gozlemlenmistir.
Membran yapisinda bulunan PCL sulu ¢ozeltilerde ¢dzlinen bir polimer olmadigindan
ortama sadece PEG salimi ger¢eklesmistir. Bu polimerin sulu c¢ozeltilerdeki
¢coziinlirliigi de yiiksek oldugundan ¢ozelti ortaminda partikiil halinde kalmadigi ve
dolayisiyla Olgiimleri etkilemedigi goriilmiistiir. Bu nedenle Ol¢limlerde alinan tiim
degerlerin H. perforatum yagina ait oldugu diistiniilmiistiir. Salim galismalar1 hem 2
saatte bir 6rnek alinarak gergeklestirilen 48 saatlik hem de 12 saatte bir 6rnek alinarak
gerceklestirilen 14 giinliik tiger tekrarli deneylerle yapilmistir. Alinan absorbans
degerlerine karsilik gelen yag miktarlar bilinen yag konsantrasyonlarina karsi dlciilen

absorbans degerleri yardimiyla cizilen kalibrasyon egrisinin (Sekil 4.7) dogru denklemi
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kullanilarak hesaplanmistir. BOylece yagin membranlardan kontrollii salim grafigi

olusturulmustur (Sekil 4.8).

3.2.2.9. Mekanik Dayamklilik

Vicudumuz ii¢ boyutlu bir yapiya sahip oldugundan dolayr ozellikle genis yara
yiizeylerinde yara Ortiilerinin yara bolgesini kolaylikla sarabilmesi, kirilgan bir yapiya
sahip olmamasi gerekir. Bu nedenle yara Ortiilerinin belirli bir elastikiyete sahip olmasi
onemlidir. Malzemelerin elastisitesi, ¢ekmeye karst birim uzamanin sonucu olarak
ortaya ¢cikmakta ve malzemenin geri donmeyecek sekilde deformasyona ugradigi ana

kadar ifade edilmektedir (Zahedi ve ark., 2009).
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Sekil 3.5. (A) Cekme-uzama grafigi; (B) ¢ekme siiresince malzemede sirasiyla (1-2-3-
4) gergeklesen degisiklikler; (C) gekme test cihazi

PEG-PCL membranlarin mekanik 6zellikleri, gekme yontemi ile elde edilen gerinim-
uzama (stres-strain) egrileri incelenerek degerlendirilmistir. Cekme-uzama testi cekme-
test cihaz1 (Sekil 3.5, Dvt Bp D Nu, Tiirkiye) ile oda sicakliginda, 1,5 ile 3,5 N arasinda
degisen kuvvetler uygulanarak gerceklestirilmis ve uygulanan ¢ekme kuvvetine (stress)
karst % uzama miktarlar1 (strain), kopma uzamasi1 (elongation at break) ve kopma
dayanikliligi (ultimate tensile stress) Olgiilerek membranlarin esneklik sinir1 (yield
point) ve elastisite modili (Young's modulus) degerleri hesaplanmistir (Cizelge 4.4).
Membranlardan (0, 1, 2, 3) literattirde belirtilen standartlara (ASTM D 882 — 02, 2002)
uygun olarak eni 5 mm ve uzunlugu 10 cm olan kesitler (Sekil 3.6) hazirlanmistir.
Membran kalinliklar1 0.15 mm'dir. Her bir membran ic¢in 3 adet Slglim yapilarak

ortalama degerler hesaplanmis ve test sonuclar1 degerlendirilmistir.
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Sekil 3.6. Mekanik test i¢in hazirlanan membranlar

3.2.2.10. Antibakteriyel Aktivite Calismalari

Membranlardan (0, 1, 2, 3) alman 0,75 cm ¢apli dairesel kesitlerin gram-pozitif
Staphylococcus aureus ve gram-negatif Esherichia coli bakteri suslari iizerindeki
antibakteriyel etkinligi disk difiizyon yontemi ile belirlenmistir. Kat1 kiiltiir ortaminda
bakterilerle inokiile edilmeden once dairesel kesitler 15°er dk UV i1sinlarina maruz
birakilarak sterilizasyon saglanmistir. Kat1 kiiltiir ortaminda bulunan S. aureus ve E.
coli bakteri suslart sirasiyla Miiller Hinton Buyyon (MHB) ve Luria Bertani (LB) sivi
besi ortamlarina inokiile edilmistir. Yaklagik 2 saatlik inkiibasyon sonrasinda sivi
kiiltiiriin, spektrofotometrede 625 nm dalga boyunda 0,08 ile 0,13 arasinda absorbans
verdigi goriilmiistiir. Bu aralik disk difiizyon yontemiyle antibakteriyel etkinlik testinde
kullanilacak kiiltiirler i¢in belirlenen 0.5 McFarland standardina uygun kabul edilmistir.
Bu standarda uygun bulaniklik degerine sahip S. aureus ve E. coli siv1 kiiltiirlerinden
eklivyon gubugu yardimiyla alinan 6rnekler Miiller Hinton-Agar (Merck, Almanya) ve
Eosine Metilen Blue (EMB)-Agar besi ortamlarina yayma ekimi yontemiyle ekilmistir.
Ekilen mikroorganizmalarin tizerine steril dairesel kesitler uygun mesafelerde
yerlestirilerek (Sekil 3.7) 37°C’ta 16-20 saat inkiibasyona birakilmis sonrasinda

antibakteriyel aktivite petrilerdeki zon ¢aplari dlgiilerek degerlendirilmistir.
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Sekil 3.7. Membranlarin (0, 1, 2, 3) petrilere yerlesimi
3.2.2.11. Biyouyumluluk

Membranlarin (0, 1, 2, 3) ve ayrica membranlarin igerdigi H. perforatum yaginin (1; 2
ve 3 pl) biyouyumlulugu sitotoksisite testi yapilarak incelenmistir. Sitotoksisite
uygulamalarinda hiicreler ile materyal arasindaki etkilesim, direkt veya indirekt
olabilmektedir. Direkt etkilesimde hiicreler, etkinligi incelenen materyal ile dogrudan
temas halinde olurken indirekt etkilesimde dogrudan bir temas s6z konusu
olmamaktadir (Uzun ve Bayimndir, 2011). Calismalar direkt sistotoksisite yontemi olan
WST-1 (4-[3-4-iyodofenil]-2-(4-nitrofenil)-2H-5-tetrazoliyum)-1,3-benzen disllfonat)
testi ile ISO 10993-5 (2009) standartlarina uygun olarak yapilmistir (Anonim, 2017).
Deneylerde hem deri dokusunu en dogru simiile edebilecek olmasi hem de ASTM
F813-07 (2012) standartlarina gore sitotoksisite degerlendirmelerinde kullanilmasi

Onerilen 1929 fare fibroblast hiicre hatt1 ile ¢alisilmistir (Anonim, 2012).

Calismada rutin hiicre agma ve ¢ogaltma prosediirii uygulanmistir. Biyouyuyumluluk
testlerine baslamadan bir giin Oncesinde 1929 fibroblast hiicreleri ¢ogaltilmistir.
Hiicreler i¢in uygun besi ortami olan %1 antibiyotik (penisilin), %10 Fetal Bovine
Serum (FBS) ve DMEM L-glikoz (diisiik glikoz) igerisinde kiiltlir edilmistir. Hiicreler
37°C’de %5 CO: kosullarinda inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan canlilik
durumlarinin (canl hiicre sayilarinin) belirlenmesi i¢in kiiltiir kab yiizeyinde ¢ogalarak
konfliient hale gelen hiicreler yiizeyden kaldirilmistir. Bu islem besiyerinin
uzaklastirilmasi sonrasinda hiicrelerin Tripsin-EDTA (%0,25 Tripsin, %0,02 EDTA) ile
muamele edilmesi ile gerceklestirilmistir. Hiicrelerin Tripsin-EDTA ile bir sure

inkiibasyonunun ardindan kiiltiir ortamina besiyeri ilave edilerek hem enzim aktivitesi
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durdurulmus hem de hiicreler sayim i¢in siispanse hale getirilmistir. Stispanse edilmis
hiicreler hiicre sayim cihazi (Invitrogen, Invitrogen Countess Automated Cell Counter,

Kore) araciligryla sayilmstir.

WST-1 sitotoksisite testinde kullanilacak membranlardan (0, 1, 2, 3) alinan 0,75 cm
capl dairesel kesitler 15’er dk UV isinlarina maruz birakilarak sterilizasyon
saglanmistir. H. perforatum yagi ise 0,1 um’lik filtreden gegirilerek steril kabul
edilmistir. 24 kuyucuklu plaklara her birine 1x10* hiicre olacak sekilde hiicre ekimi
yapilarak, 200 pl besi yeri ilave edilmistir. Steril membran kesitleri ve steril H.
perforatum yagi ayr1 ayr1 kuyucuklara konularak hiicrelerle dogrudan temas etmeleri
saglanmistir. Daha sonra hiicreler 37°C’de %5 CO: kosullarinda 1 gece inkiibe
edilmistir. 1 gecelik inkiibasyonun ardindan kuyucuklarda bulunan besi ortami alinmig
ve hiicrelerin iizerine 200 pl taze renksiz (fenol resist) besi yeri ilave edilmistir. Renksiz
besi yeri ile ¢alisilmasinin nedeni; WST-1 boyasi ile boyama sonras1t ELISA okuyucu
ile 6l¢iim yapilacagindan renk (pigment) maddesinin 6l¢iimii etkileyebilecek olmasidir.
Daha sonra her bir kuyucuga 15 pl tetrazolyum tuzu (WST-1) ilave edilmistir. Bu
islemler tetrazolyum tuzu (WST-1) 1s18a duyarli oldugundan dolayr karanlikta
gerceklestirilmistir. Tetrazolyum tuzu (WST-1) ilave edildikten sonra plak aliminyum
folyo ile sarilmis ve 3 saatlik inkiibasyon i¢in etiive kaldirilmistir. Ayni kosullarda
sadece hucreler (negatif kontrol) ve DMSO ile muamele edilen hiicreler (pozitif kontrol)
icin de WST-1 testi es zamanli yapilmustir. Inkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra
ELISA plak okuyucu (BioTek PowerWave XS2, Amerika) ile 440 nm dalga boyunda
Ol¢tim alimmistir. Elde edilen sonuglar negatif kontrol grubunun optik yogunluk (OD)
degeri referans alinarak, bu OD degerinde canlilik %100 kabul edilmistir. Diger deney
gruplarinin hiicre canliligina etkisi esitlik 3.4'e gore hesaplanmis (Hussien ve ark.,

2018) ve % canlilik degerleri Cizelge 4.6 ve Sekil 4.10'da verilmistir.
Canhhk degeri (%) = (OD olgtlen / OD kontrol) X 100 (34)
3.2.2.12. Membranlarin Apoptotik & Nekrotik Etkilerinin Belirlenmesi

Apoptoz, ¢ok hiicreli canlilarda boliinme ile artan hiicre sayisim1 dengelemek igin
devreye giren programli ve kontrollii fizyolojik bir siirectir. Eger, bir hiicreye artik

ithtiya¢ duyulmuyorsa hiicre i¢i haberlesme ile o hiicrenin kontrollii 6liim siireci baglar.
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Eger hiicre geri doniisii olmayacak Olgiide hasar gérmiigsse bu hiicrelerin ortadan
kaldirilmasi siireci baglar. Bu siire¢ ise, nekroz olarak adlandirilir. Apoptoz sinyali
alindiktan sonra hiicrede ¢esitli biyokimyasal ve morfolojik degisiklikler meydana gelir.
Apoptotik hiicreler ve nekrotik hiicreler bu spesifik degisiklikleri temel alan bazi
teknikler kullanilarak birbirinden ayirt edilebilmektedir (Giiles ve Eren, 2008; Polat,
2013). Ikili boyama teknigi de apoptotik ve nekrotik hiicrelerin tespit edilmesinde
kullanilan yontemlerden birisidir. Double Stain, sirasiyla %1 ve %35 oranlarinda
Propidyum iyodiir (PI) ve Hoechsz boyalarini iceren karisim bir boyadir. Hoechsz,
canli ve apoptotik hiicre ¢ekirdeklerini maviye boyarken, PI sadece membran biitiinliigi
bozulmus nekrotik hiicre ¢ekirdeklerini kirmiziya boyamaktadir (Giiles ve Eren, 2008).
Her iki boya da DNA’ya baglanarak floresan mikroskopta farkli dalga boylarinda
(Hoechsz: 350 nm, PI: 535 nm) gozlemlenebilmektedir (Polat, 2013). Boya igeriginde
ayrica %1 oraninda Riboniikleaz A (RA) bulunmaktadir. RA, sitoplazmik RNA’y1 yok

etmek ve spesifik olmayan baglanmalari engellemek amaciyla kullanilmaktadir.

Calismada rutin hiicre agma ve cogaltma prosediirii uygulanmistir. 1L.929 fibroblast
hiicreleri, uygun besi ortaminda (%1 antibiyotik (penisilin), %10 Fetal Bovine Serum
(FBS) ve DMEM L-glikoz (diisiik glikoz)) ve uygun kosullar altinda (37°C, %5 COy)
inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan kiiltiir kab1 yiizeyinde ¢ogalarak konfliient
hale gelen hiicreler, besiyerinin uzaklastirilmas: sonrasinda hiicreler Tripsin-EDTA
(%0,25 Tripsin, %0,02 EDTA) ile bir siire inkiibe edilerek ylizeyden kaldirilmistir.
Hicrelerin Tripsin-EDTA ile inkiibasyonunun ardindan kiiltiir ortamina besiyeri ilave
edilerek hem enzim aktivitesi durdurulmus hem de hiicreler sayim igin siispanse hale
getirilmistir. Siispanse edilmis hiicreler hiicre sayim cihaz1 (Invitrogen, Invitrogen
Countess Automated Cell Counter, Kore) araciligiyla sayilmistir. 24 kuyucuklu plaklara
her birine 1x10* hiicre olacak sekilde hiicre ekimi yapilarak, 200 pl besi yeri ilave
edilmistir. Membranlardan (0, 1, 2, 3) alinan 0,75 cm ¢aplh dairesel kesitler sterilizasyon
amactyla 15’er dk UV i1sinlarina maruz birakildiktan sonra ayri ayr1 kuyucuklara
konularak hiicrelerle dogrudan temas etmeleri saglanmistir. Daha sonra hiicreler
37°C’de %5 CO2 kosullarinda 1 gece inkiibasyonun ardindan kuyucuklarda bulunan
besi ortami (vasat) atildiktan sonra tekrar besi yeri ilave edilmeksizin yiizeye tutunan
hiicrelerin ikili boyama teknigi ile boyanmistir. Calismada kullanilan boyalarin 1s13a

duyarl olmas1 sebebiyle caligmalar karanlik ortamda yapilmistir. Hiicreler lizerine her

46



bir kuyucuga 150 pl Double Stain ilave edilmistir. Double Stain ilave edildikten sonra
plak tekrar aliiminyum folyoya sarilmis ve hiicreler boya ile 15 dk boyunca etiivde
inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan apoptotik ve nekrotik hiicreler floresan
mikroskop (Inverted Microscope, Leica DM6000B, Almanya) altinda fotograflanmis
(Sekil 4.11 ve 4.12) ve apoptotik/nekrotik hiicreler sayilarak % apoptoz/nekroz
degerleri hesaplanmistir (Cizelge 4.6 ve Sekil 4.10). Aynmi kosullarda membranlarla
temas etmeyen hiicreler (negatif kontrol) ve DMSO ile muamele edilen hiicreler (pozitif

kontrol) icin de % apoptoz/nekroz degerlendirilmistir (Cizelge 4.6 ve Sekil 4.10).
3.2.2.13. Membran Yiizeylerine Hiicre Yapismasinin Incelenmesi

Yara Orti materyallerinin yaraya yapismasi 6nemli bir sorundur ve 6rti materyali yara
tizerinden kaldirilirken ikincil bir hasara sebep olmaktadir. Bu nedenle yara ortiilerinin
yara bdolgesine yapismasi istenmez. Membranlarin (1, 2, 3) yara bdlgesi ile temas
edecek alt tabakasi 1.929 fibroblast hiicreleri ile inkiibe edilerek yiizeyde hicre
tutunmast (adezyon) inkiibasyon sonrast membran yiizeylerinden SEM goriintiileri

alinarak incelenmistir (Sekil 4.13).

[k olarak 1.929 fibroblast hiicreleri uygun besi ortami olan %1 antibiyotik (penisilin),
%10 Fetal Bovine Serum (FBS) ve DMEM L-glikoz (disiik glikoz) igerisinde, 37°C'de
% 5 CO2 kosullarinda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi kiiltiir kabindaki besi yeri
uzaklastirilmis ve konfliient tek tabaka halindeki hiicreler Tripsin-EDTA (%0,25
Tripsin, %0,02 EDTA) ile muamele edilerek yiizeyden kaldirilmistir. Siispanse edilmis
hiicreler hiicre sayim cihaz1 araciligiyla sayilmistir. Daha sonra kiiltiir kabindaki
hiicreler besi yeri ile beraber 24 kuyucuklu plaklara alinmistir. Membranlardan (1, 2, 3)
alman 0,75 cm capli dairesel kesitler sterilizasyon amaciyla 15’er dk UV i1smlarma
maruz birakildiktan sonra alt tabakalar1 tiste gelecek sekilde ayri ayri1 kuyucuklara
yerlestirilmistir. Her bir membran iizerine dikkatli bir sekilde 1x10° hiicre igeren 35 pl
hiicre siispansiyonu ilave edilmistir. Hiicre ekimi yapildiktan sonra, hiicrelerin
membranlara tutunmasi i¢in besi yeri ilave edilmeden 30 dakika inkiibe edilmistir
(37°C’ta %5 COy). Belirtilen inkiibasyon siiresinin ardindan kuyucuklara 200’er pl besi
yeri membranlarin hiicre ekilmis yiizeylerinin donmemesine dikkat edilerek ilave
edilmistir. Membranlarin yiizeylerine ekilmis olan hiicreler 37°C’de ve %5 CO:

ortaminda 2 giin boyunca inkiibe edilmistir. 2 giinliik inkiibasyon siiresinin ardindan
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membran kesitlerinin SEM goriintiilerinin alinmasi igin kiiltiir ortamindan ayr1 bir plaga
alinmis ve 1 giin boyunca kurutulmasi saglanmistir. Kurutulan membran kesitleri, SEM
platformuna inceleme yapilacak alt tabaka iistte kalacak sekilde sabitlenmistir. Bu
yuzeyler yaklasik 15 dakika boyunca Polaron SC500 Sputter Coater cihaziyla paladyum
ile kaplanmistir. Daha sonra membran yiizeyleri bir taramali elektron mikroskobu
(JEOL JSM-5600 SEM, Ingiltere) ile membran (1, 2, 3) kesitlerinin farkl1 bolgelerinden
fotograflar c¢ekilerek ylizeylerde hiicre tutunmasi (adezyon) ve c¢ogalmasi

(proliferasyon) olup olmadigi incelenmistir (Sekil 4.13).
3.2.3. In vivo Uygulamalar ve Histolojik/immunohistokimyasal Calismalar
3.2.3.1. Hayvan Deneyleri

Membranlar ikinci derece derin yanik yaralarinda kullanilmak tizere iiretilmistir.
Membranlarin bu amacla kullanima uygun olup olmadiginin belirlenmesi i¢in siganlarda
in vivo deneyler yapilmistir. Hayvan deneyleri Gaziosmanpasa Universitesi, Deneysel
Tip Arastirma Birimi (DETAB) Laboratuvarlari’nda gerceklestirilmistir. ikinci derece
yaniklar dermisin zarar gérme derecesine bagli olarak yiizeysel (papiler) veya derin
(retikiiler) olabilir. Yanigin tiim dermise gegtigi durum, {igiincii derece yanik olarak
adlandirilirken dermisin 2/3 oraninda etkilendigi yaniklar ikinci derece derin yanik

olarak adlandirilmaktadir (Tintinalli ve ark., 2010).

Calismada agirliklar1 250 ile 300 g arasinda degisen 35 adet disi Wistar Albino sigan
kullamilmistir. Hayvanlar, her grupta 7 sican olacak sekilde bes deney grubuna
ayrilmistir. Birinci gruba hicbir uygulama yapilmayip negatif kontrol grubu olarak,
ikinci gruba ise giimiis icerikli yanik merhemi uygulanip pozitif kontrol grubu olarak
belirlenmistir. Ugiincii gruba H. perforatum yag: (1 ul), dérdiincii gruba yag igermeyen

membran 0 ve besinci gruba yag iceren membran 1 uygulanmistir.

Calismada belirtilen deney gruplar1 ile deneylere baslanmadan 6nce sicanlarin sirt
derilerinde ikinci derece derin yanik olusturulmak iizere pilot denemeler yapilmistir.
Pilot denemelerde 2 adet sigan kullanilmistir. Pilot deneylerle yanik modelinin
olusturulacagi yonteme karar verilmis ve bes deney grubuna ayni yontem uygulanmistir.
Operasyon Oncesi anestezi ve hazirlik siireci, operasyon sonrasi siganlara post operatif

bakim uygulanmistir. Deney hayvanlari ile yapilan tiim ¢alismalar, hayvanlar anestezi

48



altindayken yapilmigtir. Anestezi, Ketamin (50 mg/kg) ve Rompun (5 mg/kg)
karisiminin hayvanlara intraperitonel (IP) enjeksiyonu ile saglanmistir. Rompun miktar1
cok onemlidir, fazla olmasi durumunda solunum problemleri ortaya ¢ikabilmektedir. Bu
nedenle anestezi direnci olan siganlara ek doz uygulanmasi gerektiginde sadece
Ketamin enjekte edilmektedir. Sicanlarin sirt bolgeleri tiraslanmis ve uygulama
yapilacak bolge batikon soliisyonu ile dezenfekte edilmistir. Tiim uygulamalardan sonra
siganlarin agr1 ve act duymamasi i¢in IP'den 0,5 ml parasetamol (Parol; 10 mg/ml etken
madde) enjekte edilmistir. Parol’un yara iyilesmesine bir etkisi olmadigi literatiirden
teyit edilmis ve sadece agr1 kesici 6zelliginden dolayi tercih edilmistir. Deney siiresince
hayvanlarin agirliklari, klinik ve beslenme durumlar1 degerlendirilmistir. Sigcanlar bu
sliregte 12 saat aydinlik-12 saat karanlik dongiide, 22+3 °C sicaklikta sinirsiz standart
laboratuvar yemi ve istenilen miktarda musluk suyu ile beslenerek barindirilmistir.
Ayrica hayvanlarin igme sularina hacimce %35 olacak sekilde Parol ilave edilmis ve belli
araliklarla igcme sulariyla beraber agri kesicileri de tazelenmistir. Pilot ¢aligmalarin

yapildigi iki sigan deneyler tamamlandiktan sonra dekapite edilmistir.

Ikinci derece derin yamk modelinin elde edilebilmesi igin literatiir arastirmalari
yapilmis ve Pereira ve ark., 2012 tarafindan gerceklestirilen ¢alisma referans alinarak,
belirtilen model yanik olusturulmaya ¢alisilmistir. Bu amagla, 7 mm ¢apli piring ¢ubuk
99+2 °C su igerisinde 10 dakika 1sitilmis ve anestezi altindaki sirt derileri tiraglanmis
sicanlara 15 saniye boyunca uygulanmistir. Sonraki birka¢ gilin yara iyilesmesi
izlenmistir. Bu yontemle ikinci derece yaniktan daha ¢ok bir lezyon olusturuldugu ve
yanigin epidermis tabakasini ge¢ip dermise etki edemedigi goriilmiis, bundan dolay:
farkli bir yontem ile model olusturulmasi gerektigi diistiniilmiistiir. Ayn1 siganin sirtinda
farkli bir bolge tiraslanmis ve 5 dakika boyunca dogrudan aleve tutulan 7 mm c¢aplh
piring cubuk 15 saniye boyunca siganin sirt derisine uygulanmistir. Bu sekilde
olusturulan yanik dogrudan daglama seklinde oldugundan yanik dermise kadar ilerlemis
olsa da hizli bir sekilde kabuk olusumu goriilmiistiir. Boyle bir yanikta membran
uygulamasi miimkiin olmayacagindan denenen iki yontemin birlestirildigi bir deney
kurgulanmistir. Farkli bir sicanin sirt1 tiraglanmis ve derinin epidermis tabakasi eskar
eksizyonu yontemiyle uzaklagtirilmistir. Daha sonra 5 dakika boyunca dogrudan aleve
maruz birakilmis piring cubuk 15 saniye boyunca sirt derisine uygulanmistir. Bu sekilde

daglanmis deri tabakasi yine eskar eksizyonu ile uzaklastirilmistir. Bu islem iki kez
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tekrarlanmigtir. Dermis tabakasina inilen yaraya 99+2°C su igerisinde 10 dakika
isitilmis piring cubuk ile 15 saniye boyunca 1s1 uygulanmistir. Bu islem de iki kez
tekrarlanmigtir. Yara bolgesinin anlik incelemeleri sonucunda dermisin biiyiik bir
kisminin deforme oldugu ancak kas tabakasina ulasilmadigir goriilmiis ve olusturulan
yanigin makroskobik gorlinlimiiniin ikinci derece derin yaniga uygun oldugu
disiiniilmistiir. Belirtildigi gibi birkag optimizasyon denemesi sonucunda yara
bolgesinin anlik ve sonraki giinlerde incelenmesi sonucunda bu yontem ile ikinci derece

derin yanik modelinin olusturulmasina karar verilmistir.

A

Sekil 3.8. (A) Piring cubuk (uzunluk: 10 mm ve ¢ap: 7 mm); (B) Ikinci derece derin
yanik olusturmak iizere se¢ilen proksimal dorsal bolge.

x < A ,'l';' "ﬁ“u‘ ' \
Sekil 3.9. (A) Batikon uygulanmasi, (B) epidermisin uzaklastirilmasi i¢in bisturi ucu ile
tiragslama islemi, (C) hafif kanlanma; epidermisin uzaklastirilip dermis tabakasina
ulagildigini gostermektedir.

50



4“ ' -,‘jiv ¢ ; Ry L
Sekil 3.10. (A) 5 dakika boyunca dogrudan aleve maruz birakilmis piring ¢ubugun 15
saniye boyunca sirt derisine uygulanisi, (B) uygulama sonrasi goriiniim, (C) daglanmis
deri tabakasinin yine eskar eksizyonu ile uzaklastirilmasi.

Sekil 3.11. (A) 9942 °C su igerisinde 10 dakika 1sitilmis piring ¢ubugun 15 saniye
uygulanmas1 sonrasindaki yara goriiniimii ve (B) olusturulan yaranin &lgiilmesi (7,5
mm)

Sekil 3.12. Yara bolgesine membranlarin dikilmesi

fkinci derece derin yanik defektlerinin olusturulmasinin ardindan her hayvanin yara
durumu giinliik olarak incelenmis ve kontrol grubu hari¢ tiim hayvanlara uygulanan

malzeme giinliik olarak yenilenmistir. 7,5 mm ¢apl dairesel membran (0 ve 1) kesitleri
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yara Yizeyini kapatacak sekilde 4 bolgeden yaraya dikilerek sabitlenmistir. H.
perforatum yagmin direkt yara bolgesine uygulanacagi gruba 1 pl H. perforatum yagi
ve klinik uygulamalarda siklikla kullanilan yanik merheminin uygulandigi deney
grubuna ise merhem gunlik olarak yara ylzeyini kapatacak 6l¢lide uygulanmistir. 0, 4,
7, 11, 14 ve 16. gilinlerde yara bdlgesinin durumu incelenmistir. Yara bdlgesinin
fotograflar ¢ekilerek bilgisayar ortamina aktarilmis ve Image J 1.48 programi (National
Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) ile yara alani hesaplamistir. Hesaplanan yara
alanlan (6lglilen yara alani1) yanik modeli olusturulan ilk giin hesaplanan orjinal yara
alani ile karsilastirilarak % yara alani kii¢iilme orani esitlik 3.5’e¢ gore hesaplanmis ve

degerlendirilmistir.

% Kiigiilme Oran1 = [(Orjinal yara alam - Olgiilen yara alan1 ) / Orjinal yara alani] x100
(3.5)

Deney gruplarindaki tiim hayvanlar 16. giin uygun cerrahi yontemle sakrifiye edildikten
sonra yara dokularindan alinmis deri 6rnekleri oda sicakligindaki %10 fosfat tamponlu
formaldehit c¢ozeltisi (pH 7.0) igerisine alinmistir. Sonrasinda hayvanlar dekapite
edilmis ve yonetmelige uygun kosullarda posetlenerek daha sonra bertaraf edilmek

uzere -20°C'de saklama dolabina kaldirilmistir.
3.2.3.2. Histolojik/iImmunohistokimyasal Calismalar

Siganlarin sirtlarinda olusturulan yara dokular1 16. giinde uygun cerrahi yontemlerle
sakrifiye edildikten sonra %10 fosfat tamponlu formaldehit ¢ozeltisi (pH 7.0) igerisine
alinmustir. Deney hayvanlardan alinan dokular yaranin tam ortasindan ikiye ayrilarak (A
ve B) formaldehit ¢ozeltisi icerisinde 4-5 giin boyunca +4°C'de bekletilmistir. Yaray1
merkezinden ikiye ayirmanm ii¢ temel amaci bulunmaktadir. Ilki yara bdlgesine
formaldehitin daha iyi niifuz etmesidir; ikincisi doku takibi sonrasi mikrotom ile kesit
alma islemleri gerceklestirilirken yara bolgesine daha kolay ulasilmasi ve yara
bolgesinden kaybin daha az olmasidir ve {igiincii sebebi ise kesit alinirken hata pay1 goz
6nunde bulundurularak yara bolgesinin kaybedilmesi durumunda ayni yaranin diger
kadran1 ile c¢alisilabilme imkani1 saglamasidir. Dokular formaldehit c¢o6zeltisinde

bekletilirken belli araliklarla doku durumlari incelenmis ve ¢ozelti tazelenmistir.
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Formaldehit c¢ozeltisi icerisinde fikse edilen dokulardan formaldehitin uzaklastirilmasi
icin dokular 1 gece akan suda bekletilmistir. Daha sonra ornekler dereceli alkol
cozeltilerinden (%70-80-90-100) gecirilerek dokulardaki suyun alkol ile yer
degistirmesi saglanmistir. Dokular dereceli alkol cozeltilerinden gegirildikten sonra
dokulardaki alkoliin giderilmesi, dokunun berraklastirilmasi ve parafinin doku igine
girmesini saglamak i¢in ksilenden gegirilmistir. Dokunun sertlesip kesit alinabilir hale
gelmesi icin parafinin dokuya infiltre olmasi gerekmektedir ve bu amagla dokular erimis
parafine alinmistir. Son olarak rutin yontemlerle bloklama (parafin igerisine gomme)

islemi gerceklestirilmistir.

Parafin bloklardan mikrotomda (Leica RM 2125, Cin) 5 pm kalinliginda seri kesitler
alimmustir. Kesitler Adhesive-Polysine lamlara (Superior Quality Microscope Slide,
HDA) alinmis ve lamlar 60°C'de etiivde (Niive EN 500, Tiirkiye) 1 gece bekletilmistir.
Bu sekilde dokudaki parafinin uzaklastiriimasi ve doku kesitlerinin lamlara tam olarak

sabitlenmesi saglanmistir.

Doku kesitlerine rutin prosedurler uygulanarak Mayer's hematoksilen-eozin boyama
yontemiyle boyama yapilmistir. Bu yontemde hematoksilen hiicre ¢ekirdegini boyarken
eosin sitoplazmayr boyamaktadir. Total kollajen boyamasi i¢in Masson's trichrome
(Gglii) boyama yontemi uygulanmistir. Dokulardaki Tip 1 ve Tip 3 kollajen miktari
oranini belirleyebilmek i¢in Tip 1 ve Tip 3 kollajen antikorlartyla immunohistokimyasal
boyama yapilmistir. Tiim boyamalar esnasinda ve tamamlandiktan sonra incelemeler
optik mikroskop (Nikon Eclipse E200, Amerika) altinda NIS-Element programi (Hasp
ID:6648AA61, Nikon) kullanilarak gerceklestirilmistir.

3.2.3.2.1. Mayer's Hematoksilen-Eozin Boyama Yontemi

Hematoksilen ve eosin (H&E) boyamasi histolojik boyamalarda en yaygin kullanilan
yontemlerdendir. En biiyiik avantaji ¢ok farkli doku yapilarini agikca gosterebilen basit
bir boyama olmasidir. Dokular genellikle asidik ve bazik boyalar ile boyanirlar.
Hematoksilen bilesenleri bazik olup hiicre ¢ekirdegini mavi-mor renklerde boyarken,
eozin bilesenleri asidik olup hiicre sitoplazmasini pembe-kirmizi renklerde
boyamaktadir. Hematoksilen boyamayr dogrudan gerceklestirmeyip, oksitlenme

reaksiyonu sonucu temel oksidasyon Urini olan Hemateine dontiserek dolayli olarak
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gerceklestirmektedir (Bancroft ve Gamble, 2008). 5 um kalinliginda alinmis parafin
kesitler 1 saat etiivde bekletilmis ve doku g¢evresinde bulunan parafinin erimesi ve
saglanmistir. Hematoksilen ve eozin boyalari her kullanom 06ncesinde mutlaka
stiziilmiistiir. Daha sonra rutin Mayer's Hematoksilen-Eozin boyama proseduri
uygulanmistir (Cizelge 3.1). Boyama prosediirii tamamlandiktan sonra lamlarin yiizeyi
kurutulmadan kesitler Uzerine birer damla Entellan (Merck, Almanya) damlatilarak

lamel ile kapatilmis ve kurumaya birakilmistir.

Cizelge 3.1. Mayer's Hematoksilen-Eozin boyama proseduri

Islem Uygulama Siire
1 | Deparafinizasyon 60°C'de etlivde bekletme 1 gece
2 | Deparafinizasyon Ksilen 3x10 dakika
3 % 100 alkol 2x5 dakika
4 % 90 alkol 5 dakika
5 | Rehidratasyon % 80 alkol 5 dakika
6 % 70 alkol 5 dakika
7 | Yikama Distile su 5 dakika
8 | Boyama Mayer's Hematoksilen 25 dakika
9 | Yikama Akar su 5 dakika
10 | Yikama Distile su 5 dakika
11 | Boyama Eozin 2 dakika
12 | Yikama Akar su 5 dakika
13 | Yikama Distile su 5 dakika
14 % 70 alkol Daldir-gikar
15 % 80 alkol Daldir-gikar
16 | Rehidratasyon % 90 alkol 2 dakika
17 % 100 alkol 2x5 dakika
18 | Seffaflastirma Ksilen 3x5 dakika

3.2.3.2.2. Masson's Trichrome (Uclii) Boyama Yo6ntemi

Trikrom boyama olarak adlandirilan yontem kas, kollajen fiberler, fibrin ve eritrositlerin
secici gosterilmesi i¢in siklikla kullanilan bir boyama teknigidir. Kollajen ve kas
fiberleri arasindaki farkliligin gosterilmesinde kullanilan bir yontemdir. Tiim kollajen
tipleri asit boya ¢ozeltileri ile secici olarak belirlenebilir. Farkli boyalarin (asit fuksin-
orange G, anilin blue, hematoksilen) kombinasyonlar1 ve sirali kullanimlar ile doku

elemanlarinin boyamasi gergeklestirilmektedir.
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Masson’s trichrome boyama yontemi ile hiicre ¢ekirdegi hematoksilen boyama ile
mavi-mor; sitoplazma, kas ve eritrositler asit fuksin-orange G boyamasi ile pembe-
kirmizi; kollajen fibriller ise anilin mavisi ile mavi rekte boyanmaktadir (Bancroft ve
Gamble, 2008). 5 um kalinliginda alinmis olan parafin kesitler 1 saat etiivde bekletilmis
ve boylelikle doku c¢evresinde bulunan parafinin erimesi saglanmistir. Boyamada
kullanilan tiim boya ve cozeltiler hazirlanmis ve kullanilmadan 6nce siiziilmiisiitiir.
Daha sonra {iglii boyama prosediirii uygulanmistir (Cizelge 3.2). Boyama prosediri
tamamlandiktan sonra lamlarin yiizeyi kurutulmadan kesitler iizerine birer damla

Entellan (Merck, Almanya) damlatilarak lamel ile kapatilmis ve kurumaya birakilmistir.

Cizelge 3.2. Ugli boyama prosediir(i

Islem Uygulama Siire
1 | Deparafinizasyon | 60°C'de etiivde bekletme | 1 gece
2 | Deparafinizasyon | Ksilen 3x10 dakika
3 % 100 alkol 2x5 dakika
4 % 90 alkol 5 dakika
5 | Rehidratasyon % 80 alkol 5 dakika
6 % 70 alkol 5 dakika
7 | Yikama Distile su 2xDaldir- ¢ikar
8 | Boyama Weigert Hematoksilen 8-10 dakika
9 | Yikama Akar su 5 dakika
10 | Yikama Distile su 2xDaldir- ¢ikar
11 | Boyama Asit fuksin 1 dakika
12 | Yikama Distile su 2xDaldir- ¢ikar
13 | Bag dokunun Fosfotungstik asit Doku  beyazlasana
beyazlastirilmasi kadar (~1 saat)
14 | Yikama Distile su 2xDaldir- ¢ikar
15 | Boyama Anilin mavisi 3 dakika
16 | Yikama Distile su 2xDaldir- ¢ikar
17 % 70 alkol Daldir-¢ikar
18 % 80 alkol Daldir-gikar
19 | Rehidratasyon % 90 alkol 2 dakika
20 % 100 alkol 2x5 dakika
21 | Seffaflastirma Ksilen 2x10 dakika
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3.2.3.2.3. Tip 1 ve Tip 3 Kollajen Proteini Immunohistolojik Boyama Yontemi

Yara dokusunda tip 1 ve tip 3 kollajen protein ekspresyon oranlarinin belirlenebilmesi
amaciyla immunohistokimyasal boyamalar gergeklestirilmistir. Bdyle spesifik protein
ekspresyonlarinin belirlenmesi i¢in en kullanigli yontem isaretlenmis antikorlarin
kullanildigi  immunohistolojik boyama ydntemidir. Immunohistokimya, primer
antikorlarin spesifik protein antijenleri ile eslesmesi temeline dayanir. Isaretlenmis
sekonder antikorlar ve kromojen substrat, spesifik kollajen antijenlerinin doku
kesitindeki  yerlerinin  belirlenmesini  saglamaktadir. Boylece antijen-antikor

baglanmalar1 optik mikroskopta goriilebilmektedir.

Kromojen
suihstrat

-.,___'_,_,:1
[saretlenmis \__,
sekonder antikor
Primer antikor

D _—
LIM‘I&‘:H".Q::-:D‘—‘
B

Antijen e
Sekil 3.13. Iimmunohistokimyasal boyamada antijen-antikor baglanmasi

Kullamlan tip 1 ve tip 3 kollajen antikorlar (ABCAM, Ingiltere) tavsan antijenlerine
kars1 gelistirilmis sicanlarda kullanima uygun antikorlardir. Boyamaya baslamadan 6nce
kromojen substrat ¢ozeltisi, tip 1 ve tip 3 kollajen ¢ozeltileri temin edilen firmanin
uygulama Onerilerine gore hazirlanmistir. 5 pm kalinliginda alinmis olan parafine
gomiilmiis doku Kesitleri 1 gece etlivde bekletilmis ve boylelikle doku g¢evresinde
bulunan parafinin erimesi saglanmistir. Daha sonra immunohistokimyasal boyama
prosediirii uygulanmistir (Cizelge 3.3). Boyama prosediirii tamamlandiktan sonra
lamlarin yiizeyi kurutulmadan kesitler lizerine birer damla entellan (Merck, Almanya)

damlatilarak lamel ile kapatilmis ve kurumaya birakilmistir.
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Cizelge 3.3. Immunohistokimyasal boyama prosediirii

1 | 1 gece 60°C'de etiivde deparafinizasyon

2 | Ksilen 3x20 dakika

3 | % 100 alkol 2 dakika

4 | % 90 alkol 2 dakika

5 | % 80 alkol 2 dakika

6 | % 70 alkol 2 dakika

7 | Distile suda yikama 10 dakika

8 | Kesitlerin ¢evreleri sinirlayict kalem ile ¢izilmistir (Bir lam iizerinde tip 1 ve tip 3
kollajen boyamasi birlikte yapilmistir).

9 | PBS (Fosfat Buffer Saline) ¢6zeltisinde yikama 3x5 dakika

10 | Endojen peroksit blokaj1 (% 3 H205) 5 dakika

11 | PBS 3x5 dakika

12 | Kesitler uzerine blok solusyonu (non-immun serum) damlatilmis ve 10 dakika
beklenmistir.

13 | Blok soliisyonu yikamadan uzaklastirilmis, uygun sekilde diliisyonu yapilmis 50
pl  primer antikor damlatilmigtir. Kapali nemli kutuda 1 gece +4°C'de
bekletilmistir.

* Tip 1 ve tip 3 primer antikorlar i¢in ¢ozelti konsantrasyonlar1 sirasiyla; 7 pg/ml
ve 1 mg/ml seklindedir.

14 | PBS | 3x5 dakika

15 | Primer antikor ile uyumlu biyotinlenmis sekonder antikor damlatilmis, kapali
nemli kutuda 30 dakika oda 1sisinda bekletilmistir.

16 | PBS | 3x5 dakika

17 | Hazirlanan streptavidinle isaretli sekonder antikor damlatilmig, kapali nemli
kutuda 30 dakika oda 1sisinda bekletilmistir.

18 | PBS | 3x5 dakika

19 | DAB soliisyonu damlatilmis ve 10-15 dk kapali nemli kutuda bekletilmistir.

20 | PBS | 3x5 dakika

21 | Distile suda yikama

22 | Mayer's hematoksilen ile ¢cekirdek boyanmasi kontrol edilerek 10 dk boyama
yapilmustir.

23 | Distile suda yikama

24 | % 70 alkol 1 dakika

25 | % 80 alkol 1 dakika

26 | % 90 alkol 1 dakika

27 | % 100 alkol 3 dakika

28 | % 100 alkol 5 dakika

29 | Ksilen 3x5 dakika
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3.2.3.2.4. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler IBM SPSS 20 Windows Istatistik paket programi kullanilarak
gergeklestirilmistir. Tiim veriler ortalama + standart sapma (standart error mean) olarak
ifade edilmistir. Elde edilen immunohistokimyasal verilerin ¢oklu karsilagtirilmasi One-
way ANOVA sonrasi post hoc ¢oklu karsilastirma testlerinden TUKEY HSD testleri ile
yapilmistir. Istatistiksel analizler sonucunda p degerinin 0,05'den kiigiik olmas1 anlamli

olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Sunulan tez ¢alismasi kapsaminda {iretilen polimerik yara Ortii materyalleri kimyasal
yap1, ylizey morfolojisi, yogunluk, gdzeneklilik, hidrofilisite/hidrofobisite, 1slanabilirlik,
hava gegirgenligi, zamana baglh kiitle kaybi, H. perforatum yaginin membranlardan
kontrollii salimi, mekanik dayaniklilik, antibakteriyel aktivite, biyouyumluluk, L929
fare fibroblast hicrelerine apoptotik/nekrotik etki, membran yiizeylerine hiicre
yapismasi gibi Ozellikleri bakimindan ¢esitli in vitro testlerle karakterize edilerek,
membranlarin  siganlarda  in vivo  uygulanmasi  sonrasinda  histolojik/

immunohistokimyasal ¢alismalar sonucu elde edilen bulgular degerlendirilmistir.
4.1. Membran karakterizasyonu ve in vitro ¢alismalar
4.1.1. Kimyasal Yap1 Analizi

Membranlarin kimyasal yapist ve polimerlerin ¢oziicli ile etkilesimlerinde kimyasal
yapilarinda herhangi bir degisim olup olmadiginin kontrol edilmesi amaciyla elektro-
egirilmis membranlarin ve H. perforatum yagimin FTIR (Fourier Doniisiimlii Kizil6tesi

Spektroskopisi) (Perkin Elmer, Spectrum 100, Amerika) spektrumlari incelenmistir.

Sekil 4.1'de sunulan FTIR spektrumlari incelendiginde PEG yapisinda bulunan CH>'ye
ait C-H gerilme piki 2882 cm™ ve C-O gerilmesine ait pik ise 1094 cm™ dalga sayisinda
gorilen piktir. Tum spektrumlarda gérilen 1467 cm™ ve 1341 cm? dalga sayist
araligina goriilen pikler C-H biikulmelerine ait piklerdir. PCL'a ait spesifik pik olan
simetrik CH2 baglar1 2865 cm™ dalga sayisinda goriilmektedir. Ayni sekilde CHy'e ait
pik PEG'in spektrumunda da yakin bir dalga sayisinda goriilmiistir. PEG-PCL ile
olusturulan membranlardaki CH2 baglarina ait spektrumlar ise PEG ve PCL'a ait ilgili
piklerin arasindaki bir dalga sayisindadir. Ayrica C-H gerilmelerini ifade eden bolgede
bulunan 2942 cm™ dalga sayisinda gériilen nispeten kiiciik pik ise yine PCL'a 6zgii bir
pik olup PCL igeren membran yapilarinda da gériilmektedir. 1721 cm™ dalga sayisinda
goriilen pik PCL yapisinda bulunan karbonil (C=0) grubunun varligin1 gostermektedir.
Bu dalga sayisindaki pik PEG-PCL membranlarda da gortlmektedir. 2854 ve 2923 cmt
dalga sayisinda H. perforatum yagina ait spesifik C-H gerilme (metil grubuna ait)
pikleri goriilmektedir (Zavoi ve ark., 2011; Pezzei ve ark., 2012). Yagin PEG-PCL

membranlara ilave edilmesi ile C-H gerilme piklerinin bir miktar kaydirdigi
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gorilmektedir. 1744 cm™ dalga sayisinda gériilen pik ester baglarinda bulunan karbonil
(C=0) grubunu ifade etmektedir. Ayn1 pik yapisinda ester baglar1 bulunduran PCL'de

ve yagin yapisinda da bulunmaktadir.

FTIR-ATR analizinden elde edilen sonuclar H. perforatum yagmin PEG-PCL
membranlara basarili bir sekilde yiliklendigini, yapiya katilan bilesenlerin ¢oziicii ile
etkilesimleri sonucu kimyasal yapilarinda degisiklik meydana gelmedigini

dogrulamaktadir.
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Sekil 4.1. Membran yapisina katilan polimerler ve H. perforatum yagina ait ATR-FTIR

spektrumlari

4.1.2. Yiuzey Morfolojisi

Sunulan caligma kapsaminda iiretilen polimerik yara Ortlii materyallerinin yiizey
yapilarinin incelenmesi igin SEM analizi gerceklestirilmistir. Sekil 4.2'de H. perforatum
yag1 iceren membran 1'in alt ve tist tabakalarina ait SEM goriintiileri verilmistir. Sekil
4.2 (A) ve (B)'de polimerik membranin sadece PCL fibelerden olusan iist tabakasina ait
SEM goriintiilerinde orgiistiz gézenekli fibroz membran yapisi acik¢a goriilmektedir.
Sekil 4.2 (C) ve (D)’de yara ile temas halinde olacak membranin alt tabakasina ait SEM
goriintiileri verilmistir. Bu tabaka Sekil 4.2 (D)’de isaretli olarak gosterilen PCL
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fiberler, H. perforatum yag: iceren PEG kapsiiller ve PEG fiberlerden olusmaktadir.
GoOriildiigti gibi PCL fiberler, PEG fiberlere gore daha kalin yapili olup boncuk
icermemektedir. Kapsiil yapilar PEG liflerde bulunup yer yer PCL fiberlere de

tutunmaktadirlar.

K& KIRIKRALE
7 PCLfiberler

2 "Yaé yiklenmis' «—#
PEGKkapsiiller

PEG fibetler <.~

N ™

X468, S m KIRTKKAKE X1, 288 1 IBhm KIRbKAL E

Sekil 4.2. Membran 1'e ait SEM goriintiileri; (A) ve (B) list tabaka sirasiyla x200 ve
x400 biiyilitme, (C) ve (D) alt tabaka sirasiyla x400 ve x1000 biiyiitme

4.1.3. Membran Yogunlugu ve Gozenekliligi

Gozenekli yap1 ve yliksek yiizey alanmi elektro-egirme tekniginin sagladigi énemli bir
avantajdir. Membran yapisina katilan maddenin niteligi ve miktarina bagli olarak
gozenekli yapisi degismektedir. Membranlarin gézenekli yapis1 gaz gegirgenligi, su
tutma kapasitesi ve salim 6zellikleri gibi ¢esitli fiziksel 6zeliklerin de kontrol edilmesini
saglamaktadir. Cizelge 4.1'de membran O ve 1’e ait hesaplanan yogunluk ve %
gozeneklilik degerleri verilmistir. % PEG, % PCL ve % yag membran yapisindaki
bilesenlerin agirlik¢a % miktarlar1, VoVve Vn sirastyla polimerik film ve elektroegirilmis

membranlarin spesifik hacimlerini (cm®/g) gostermektedir. Membran 0 igin yogunluk ve
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% godzeneklilik degerleri sirasiyla 0,3 g/cm® ve %73 iken membran 1 icin bu degerler
sirastyla 0,477 g/em® ve %56'dir. Elde edilen degerler H. perforatum yag: ilavesinin
beklenen sekilde membran yogunlugunu artirirken, gozenekliligi azalttigini
gostermektedir. Caligmalarda yara Ortli materyali olarak kullanimi 6ngdriilen polimerik
membranlarin  gozeneklilik oranlart % 50-70 arasinda degisiklik gostermektedir.
Uretilen polimerik membranlara ait % gdzeneklilik degerleri H. perforatum yagmin
yapiya katilmasiyla birlikte belirgin sekilde azalmis olsa da literatiirdeki benzer
caligmalar ile karsilastirildiginda sonuglarin optimal degerlerde oldugu goriilmiistiir

(Gupta ve Saxena, 2011; Gupta ve ark., 2008).

Cizelge 4.1. Membranlarin spesifik hacim, yogunluk ve % gozeneklilik degerleri

Membran PEG% PCL% Yag% Vo, Vm,  Yogunluk Gozeneklilik

(wiw)  (wiw)  (wiw) cmig cm®qg g/lcm3 %
0 0,194 0,806 0 0,885 3,333 0,3 73
1 0,148 0,616 0,234 0,923 2,096 0,477 56

4.1.4. Hidrofilisite / Hidrofobisite (Temas A¢is1 Olciimleri)

Membranlarin  hidrofilik/hidrofobik  karakterlerinin ~ degerlendirilebilmesi  i¢in
membranlarin temas agist Slgiimleri alinmistir (Sekil 4.8 ve Sekil 4.9). Temas agisi
degeri 8<90° ise sivinin kat1 yiizeyi 1slattifi, 6>90° ise 1slatmadigi1 ifade edilebilir.
0<10° oldugunda siiper-hidrofilik (gliclii bir 1slatma), 8>150° oldugunda ise siiper-
hidrofobik 6zellikte oldugu sdylenebilir (Zhao ve Jiang, 2018).

Membran O ve 1 igin Ust tabakalara (elektro-egirilmis PCL tabaka) ait temas agisi (0)
degerleri sirastyla 90,84° ve 97,18°dir (Cizelge 4.2). Ust tabakanim hidrofobik 6zellik
gosterdigi ifade edilebilir. Yara ile temas eden alt tabakanin (co-elektroegirilmis PEG-
PCL tabaka) temas agis1 dl¢tim degeri 69,94° iken alt tabakada (co-elektroegirilmis yag
iceren PEG-PCL tabaka) yag kullanilmast ile birlikte temas agis1 ortalama degeri 86,13°
olarak ol¢iilmistiir. Cizelge 4.2.'deki degerler Sekil 4.3 ve 4.4'deki 6l¢limlerin ortalama
degerleridir. Yag hidrofobik yapist nedeniyle membranin hidrofilisitesini belirgin

sekilde azaltmistir. Bu durum hiicre yapismasi riskini de minimize etmistir. Yara Ortl
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membranlarinin  agir1  hidrofobik olmasi yara bdlgesinde irritasyona neden
olabilecekken, asir1 hidrofilik karakterde olmasi ise hiicre adezyonuna dolayisi ile
membranin yara bolgesine yapismasima neden olabilmektedir. Cizelge 4.2'de

membranlarin belirgin sekilde hidrofilik ya da hidrofobik olmadig1 goriilmektedir.

Cizelge 4.2. Membran (0 ve 1) alt ve iist tabaka ylizeylerinin temas ag¢is1 degerleri

Alt tabaka Ust tabaka

() ©)
Membran O 69,94 ° 90,84 °
Membran 1 86,13° 97,18°

Sekil 4.3. Membran 0'1n (A) alt ve (B) list tabaka ylizeylerindeki su damlacig1 goriintiisii
ve Ol¢iilen temas acis1 degerleri

Sekil 4.4. Membran 1'in (A) alt ve (B) iist tabaka yiizeylerindeki su damlacig1 goriintiisii
ve Olclilen temas agis1 degerleri
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4.1.5. Islanabilirlik (Sisme Testi)

Yara bolgesinin ¢ok 1slak veya kuru olmasi iyilesmeyi geciktireceginden bu bolgede
nem kontrolii ¢ok 6nemlidir (Zahedi vd., 2010). Membran tarafindan nem kontroliiniin
saglanabilmesi i¢in eksuday1 tutma kapasitesi (1slanabilirlik) 6énemlidir. Membranlarin
(0 ve 1) zamana bagl % sisme oranlar1 Sekil 4.5'de verilmistir. Membranlar ilk 3 dakika
hizli ve dogrusal bir % sigsme egrisi gostermistir. 3. dakikada membran 0'in (~ %170)
sisme orani (%) membran 1'e gore (~ %90) daha yiiksektir. Membran 1'in sisme orant
(%) 12. dakikada (~ %120), membran 0'in sisme orani (%) ise 25. dakikada (~ %290)
dengeye ulagmistir. Membranlarin dengeye ulastiklar1 sisme oranlart (%)
karsilastirildiginda yag kullanimi ile membranlarin 1slanabilirliklerinin yar1 yariya
azaldig1 goriilmiistiir. Bu durumun membran yapisindaki yagin membran yogunlugunu
artirarak gozenekliligi azaltmasindan kaynakli oldugu diistiniilmektedir (Cizelge 4.1).
Ancak membranlarin (0 ve 1) yara iyilesmesi igin yeterli nem tutma kapasitesine sahip
oldugu ifade edilebilir (Kweon ve ark., 2000; Patil ve ark., 2011). Uygulamada yara
eksudast ile temas eden elektro-egirilmis PCL fiberlerden olusan hidrofobik
karakterdeki iist tabakanin nemin alt tabaka kalmasimi saglayacagi yine alt tabakada
hidrofilik 6zellik gosteren PEG polimerinin de nemi absorbe ederek yara bolgesinin

nem kontroliinii saglayacag diisiiniilmektedir.
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Sekil 4.5. Membran 0 ve membran 1’e ait zamana bagli % sisme oranlari

4.1.6. Hava Gegirgenlik Testi

Yara Ortl materyalleri i¢in gaz gecirgenlik degeri yarali bolgenin sistemik dolagim
haricinde de oksijenlenmesi ve ortamdaki CO2'in ve eksudadan kaynakli fazla su
buharinin uzaklastirilmasi agisindan 6énemli bir 6zelliktir. Hava gazi gecirgenlik testleri
TS 391 EN ISO 9237.1999 standartlarina uygun olarak membran 0 ve 1 igin 6-8 6lgim
yapilarak gerceklestirilmis ve bu Olglimlerin ortalama degerleri Cizelge 4.4’te

verilmistir.

Cizelge 4.3. Hava gecirgenlik test sonuglari

Membran O Membran 1

Hava gecirgenligi (1/m?/s) 36,7 22,3

% CV 12,0 35,0
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Literatiirde ideal bir yara ortii materyalinde su buhar1 gecirgenligi (WVP) 8,33-10,42
mg/cm?h araliginda olmasi gerektigi belirtilmistir (Zahedi ve ark., 2009). Bu bilgiye
gore elde edilen sonuglar birim olarak uygun hale getirildiginde membran 0 i¢in 4,7
mg/cm?h iken membran 1 icin 2.8 mg/cm?h seklinde olmaktadir. Bu degerler belirtilen
ideal degerlere yakin olmakla birlikte bir baska c¢aligmada belirtilen ticari yara
ortiilerinin su buhari gegirgenlik degerinin 90-2890 g/m%giin araliginda olmasi gerektigi
belirtilmistir (Kweon ve ark., 2000). Bu bilgiye gore ise elde edilen gecirgenlik
degerlerinin belirtilen ideal smirlar i¢erisinde oldugu goriilmektedir (membran 0 i¢in
1128 g/m?giin ve membran 1 icin 672 g/m?giin). Yag kapsiilleri ile birlikte membran
yogunlugunun artarak gozenekliligin azalmasi (Cizelge 4.1) gaz gecirgenliginde de
belirgin sekilde azalmaya sebep olmustur. Ancak her iki membranda da hava
gecirgenlik performansinin ideal bir yara Ortii materyalinden beklenen degerlerle

uyumlu oldugu sdylenebilir.

Cizelge 4.3'te belirtilen diger bir deger olan % CV, yiizde varyasyon katsayisini ifade
etmektedir. Uretim sirasinda membran kalinliklarinin membranin her yerinde aym
olmasina dikkat edilmis olsa da Ol¢lim farkliliklarinin, fiber ve kapsiil yapilarinin
membranin heryerinde homojen olarak dagilmamasindan veya membran kalinliklarinin

farkliliklar gosterebilmesinden kaynakli oldugu diisiiniilmektedir.
4.1.7. Zamana Bagh Kiitle Kaybi Olciimleri

Uretilen polimerik membranlardan (0 ve 1) alinan 2 x 2 cm boyutlarinda kesitler uygun
kosullarda (37°C & pH 7,4) PBS igerisinde belirli siirelerde (0, 2, 4, 6, 8, 10, 12 ve 14
giin) bekletilerek membran kesitlerinin zamana bagli % kalan kiitle degerleri
hesaplanarak zamana bagli % kalan kiitle grafigi Sekil 4.6'da sunulmustur. Elde edilen
veriler her iki membran igin de zamana bagl kiitle kaybinin arttigim gostermektedir. Ik
4 giinliik stiregte membran 0'dan kiitle kayb1 membran 1’e gore daha hizli1 olmustur. 6.
giin her iki membranda toplam kiitle kaybinin (~%20) benzer oldugu goriilmektedir.
Yagli membranda 6-12 giinleri arasinda hizli bir kiitle kayb1 gerceklesmistir. 14. gilinlin
sonunda membran 0 ve membran 1’deki toplam kiitle kayiplar1 sirasiyla yaklasik olarak
% 26 ve % 32 seklindedir. 14 giin siiren bu ¢alisma polimerik membranlarin yapisina
katilan PCL’nin degredasyonu i¢in yeterli bir siire degildir. Membran 1’deki toplam

kiitle kaybi igerdigi PEG polimeri ile kapsiillenmis H. perforatum yagmin PEG'in

66



¢oziinmesi ile birlikte salimina bagli olarak beklenen sekilde membran 0’a gore daha

fazla olmustur. Membranlar beklendigi sekilde zamanla kiitle kaybetmistir.
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Sekil 4.6. Membranlarin (0 ve 1) zamana bagl kiitle kayiplar

4.1.8. H. perforatum Yagimin Membranlardan Kontrollii Salimi

H. perforatum yagi iceren polimerik membranlardan yagin salimi, igerisinde
hapsoldugu PEG polimerinin sulu ortamda ¢oziinmesine bagli olarak gergeklesmistir.
Boylece PEG ¢oziinmesi ile yag salimi kontrol edilmistir. Polimerik membranlardan
yagin salim profili UV-vis spektrofotometre 6lgiimleri (225 nm) alinarak belirlenmistir.
H. perforatum yaginin in vitro salim profilinin tayininde Sekil 4.7'de verilen kalibrasyon
grafiginden faydalanilmistir. Kalibrasyon grafigi farkli konsantrasyonlarda hazirlanmis
bilinen miktarlarda H. perforatum yagi iceren PBS c¢ozeltilerinin  UV-Vis
spektrofotometre Olciimleri (225 nm) alinarak optik density (OD) degerlerine karsilik
gelen yag miktarlar1 ile olusturulmustur. Boylece grafigin dogrusal oldugu kabul
edilerek dogru grafiginin denkleminden olc¢lilen OD degerlerine karsilik gelen yag

miktarlar1 hesaplanabilmistir.

67



0,5
y = 0,5383x

0.4 R? = 0,996

03
@)
o

0,2

0,1

O |
0 0,1 0,2 03 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8

H. perforatum (pl)

Sekil 4.7. H. perforatum yagi iceren PBS ¢ozeltilerinin optik density (OD) degerlerine
karsilik gelen yag miktarlar (Kalibrasyon Grafigi)

Ik iki giinliik siiregte 2 saatte bir, sonraki giinlerde ise 12 saatte bir alman 6rneklerin
spektrofotometrik dlgiimleri alinmistir. Alinan verilerle olusturulan grafikler (Sekil 4.8)
H. perforatum yagmin zamana baglh siirekli ve kontrollii salimini dogrulamaktadir.
Membranlar ilk iki giin hizli ve dogrusal bir salim gdsterirken, uzun siireli salim
grafiginde salim hizinin 6zellikle 3. giinden sonra bir miktar yavasladigi goriilmektedir.
Salim, hiz1 bir miktar yavaslayarak devam etse de dogrusal sayilabilecek bir profil
gosterirken 11. glinden sonra salim hizi PEG kapsiillerin biiylik bir kisminin ¢6ziinmiis
olmasma bagl olarak belirgin sekilde azalmistir. Genel olarak 14 gin boyunca

membrandan ortama devamli ve kontrollii yag saliminin gergeklestigi soylenebilir.
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Sekil 4.8. H. perforatum yaginin membran 1'den zamana bagl salimi (14 & 2 giin)

4.1.9. Elastikiyet (Cekme-Uzama Testleri)

Viicudumuz ii¢ boyutlu bir yapiya sahip oldugundan dolayr ozellikle genis yara
yiizeylerinde yara Ortiilerinin yara bolgesini kolaylikla sarabilmesi, kirilgan bir yapiya
sahip olmamasi gerekir. Bu nedenle yara ortiilerinin belirli bir elastikiyete sahip olmast
onemlidir. Malzemelerin elastisitesi, ¢ekmeye karsi birim uzamanin sonucu olarak
ortaya ¢ikmakta ve malzemenin geri donmeyecek sekilde deformasyona ugradig: ana

kadar ifade edilmektedir (Zahedi ve ark., 2009).

Calisma dahilinde ISO 13934-1 standartlarina (EN ISO 134934-1: 2013) uygun ¢ekme-
uzama testleri gergeklestirilerek membranlarin (0, 1, 2, 3) 1,5 ile 3,5 N arasinda degisen
cekme kuvvetlerine (stress) karst % uzama miktarlart (strain), kopma uzamasi
(elongation at break) ve kopma dayanikliligi (ultimate tensile stress) Olculerek
membranlarin esneklik smir1 (yield point) ve elastisite modili (young's modulus)

degerleri hesaplanmistir (Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.4. PEG-PCL membranlarin mekanik test sonuglari

Membranlar ~ Kopma Uzamast Maksimum Yield Point  Young Modiilil
(mm) Cekme Gerilmesi  (0: F/A) (E:0/¢)
(N/mm?) (N/mm?) (MPa)
0 494,13 0,23 0,09 0,9
1 413,34 0,38 0,17 2,22
2 396,71 0,29 0,13 3,17
3 402,98 0,21 0,15 1,52

Membranlarin Young modiilii (elastisite modiilii) degerleri 0,9 ile 3,17 MPa arasinda
degismektedir (Cizelge 4.4). H. perforatum yagi i¢eren membran 1 ve membran 2 igin
elastisite modiilii degerleri sirastyla 2,22 MPa ve 3,17 MPa'dir ve membran 0'a gore
artan yag miktar1 ile artmigtir. Membran 3 yine membran 0'a gore daha yuksek elastisite
degerine sahip olmakla birlikte membran 1 ve 2'ye gore elastisite modiilii degeri
azalmistir. Membran 3'lin elastisite degerinin (1,51 MPa) membran 1 ve 2'ye kiyasla
daha diisiik olmasinin sebebi membranlara H. perforatum yaginin kristalin 6zellikteki
PEG Kkapsiiller igerisinde ilave edilmesinin membran sertligini etkilemesi olabilir. Genel
olarak membranlar yara bolgesini sarabilecek yeterli elastikiyete sahiptir. Membranlarin
farkli ¢alismalarda elde edilen degerlerle (Johnson vd., 2009; Augustine vd., 2015) ve
insan derisi (Daldy ve Odland, 1979) ile karsilastirilabilir elastikiyete sahip oldugu

soylenebilir.

Sekil 4.9 Biikiilebilir esnek polimerik membran seritler
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4.1.10. Antibakteriyel Aktivite (Disk Diflizyon Testi)

Membranlardan (0, 1, 2, 3) alman 0,75 cm ¢apli dairesel kesitlerin gram-pozitif
Staphylococcus aureus ve gram-negatif Esherichia coli bakteri suslari iizerindeki
antibakteriyel etkinligi disk difiizyon yontemi ile belirlenmistir. S. aureus ve E. coli
uzerindeki antibakteriyel aktivite goriintiilerinde (Sekil 4.10) yagsiz membrana
(membran 0) ait inhibisyon zonu gbézlemlenmemistir. Yag icermeyen membranin S.
aureus ve E. coli Gzerinde herhangi bir antibakteriyel etkinligi yoktur. H. perforatum
yagl iceren membranlarin (membran 1, 2, 3) etrafinda ise inhibisyon zonu
gozlemlenmistir (Sekil 4.10). Olgiilen inhibisyon zon caplar1 (mm) Cizelge 4.5'de
verilmistir. Yapilarindaki artan yag miktarina bagli olmaksizin yagli membranlar E. coli
Uzerinde benzer antibakteriyel etkinlik gostermislerdir. Ancak yagli membranlarda artan
yag miktarina bagl olarak S. aureus Uzerindeki antibakteriyel aktivite belirgin sekilde
artmistir. iki organizma arasinda farkli zonlar gdzlemlenmesinin sebebi S. aureus'un
gram-pozitif, E. coli'nin ise gram-negatif bakteriler olmasindan kaynaklanmaktadir.
Hiicre zan etrafinda kalin bir hiicre duvarina sahip olan S. aureus'un hiicre duvar1 yagin
nifuz etmesi icin bir diflizyon bariyeri olusturmaktadir. Yagin temasi dolayisi ile
antibakteriyel etkinlik gostermesi zorlasmaktadir. Bu nedenle membranlar yag igerigi
arttitkga S. aureus Uzerinde daha fazla antibakteriyel etkinlik gosterebilmislerdir. PEG
polimeri ile kapsiillenerek polimerik membran yapisina hapsedilmis olan yagin
membrandan kontrollii salimi1 hem gram pozitif hem de gram negatif bakteriler Gzerinde
antibakteriyel etkinlik gostermistir. Boylece membran yapisina antibakteriyel etkinligi
bilinen yagin (Saddige ve ark., 2010) katilmasi ile birlikte normalde antibakteriyel

etkinlik gdstermeyen polimerik membranlara antibakteriyel 6zellik kazandirilmistir.
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Sekil 4.10. Membranlarin (0, 1, 2, 3) (A) S. aureus ve (B) E. coli bakterileri Uzerindeki

antibakteriyel etkinligi

Cizelge 4.5. Membrablarin (0, 1, 2, 3) E. coli (A) ve S. aureus (B) bakterileri

tizerindeki inhibisyon zon ¢aplari

Inhibisyon zon ¢ap1 (mm)

Membranlar S. aureus E. coli
O - -
! 8,5 12,2
2 12,0 10,3
3 12,9 11.9

4.1.11. Biyouyumluluk (Sitotoksisite Testi /WST-1)

Membranlarin (0, 1, 2, 3) ve ayrica membranlarin i¢erdigi H. perforatum yagimin ( 1; 2

ve 3 ul) biyouyumlulugu direkt sistotoksisite yontemi olan WST-1 (4-[3-4-iyodofenil]-
2-(4-nitrofenil)-2H-5-tetrazoliyum)-1,3-benzen disulfonat) testi ile ISO 10993-5 (2009)

standartlarina uygun olarak gerceklestirilmistir. Deney gruplarinin % hiicre canliligi

degerleri ayrica % apoptoz/nekroz degerleri ile karsilastirmali olarak ¢izelge 4.6 ve sekil

4.11'da verilmistir. Negatif kontrol grubu ile karsilastirildiginda membran 0, % hiicre
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canliligini ¢cok az azaltmistir ancak toksik degildir. % hiicre canliligt membran 1'de artig
gosterirken, membran 2 ve 3'te bu artis daha fazladir. Buna bagli olarak membran
yapisindaki yag igeriginin artmasinin % hiire canliligimi artirdi§i sdylenebilir.
Calismada ayrica belirli miktarlardaki (1, 2, 3 ul) H. perforatum yaginin da ayni
kosullarda sitotoksisitesi incelenmis ve kontrol grubuna kiyasla % hiicre canliligini
artirdig1 gorilmistir. H. perforatum yagi ve yag igeren membranlar (1, 2, 3) hicrelerin
metabolik aktivitesini artirarak % hiicre canliligini artirmislardir. Dolayisi ile yagin ve

membranlarin biyouyumlu oldugunu séylemek miimkiindyir.
4.1.12. Membranlarin Apoptotik & Nekrotik Etkilerinin Belirlenmesi

Calismada membranlarin (0, 1, 2, 3) L929 fibroblast hiicreleri ile dogrudan muamele
edildiginde ne oranda apoptoz ve nekroza ugradiklarinin tespit edilebilmesi ic¢in
Hoechst/PI ikili boyama yontemi kullanilmistir. Elde edilen % apoptoz ve % nekroz
degerleri % canlilik degerleri ile birlikte ¢izelge 4.6 ve sekil 4.11'de ve deneye iliskin
gorseller sekil 4.12 ve sekil 4.13'de sunulmustur. Membranlar ile etkilestirilen
hiicrelerin apoptoz ve nekroz oranlarinin belirlenebilmesi icin pozitif (DMSO ile

muamele edilen) ve negatif (sadece hucreler) kontrol gruplar1 da degerlendirilmistir.

Calismada elde edilen ve Sekil 4.12'de verilen mikroskop goriintiilerinde pozitif ve
negatif kontrol gruplar1 sirasiyla nekrotik ve canli hiicreleri temsil etmektedir. Sekil
4.13'de ise membran 0, 1, 2 ve 3 ile muamele edilmis L.929 fibroblast hticrelerinin ikili
boyanmalar1 sonucunda elde edilen goriintiileri verilmistir. Sekillerin sol siitununda
bulunan Hoechst ile mavi renkli boyanmis hiicreler biiylik oranda canliligin1 koruyan
hiicreleri, sag siitundaki PI ile kirmiz1 boyanan hiicreler ise canliligim yitirmis nekrotik
hiicreleri  gostermektedir. Ozellikle apoptotik hiicreleri  gosteren  gorsellerdeki
parlakligin c¢ok arttigi bolgeler nekrotik hiicreleri gostermekte olup karsiligindaki
gorselde kirmizi boyanmis oldugu goriilmektedir. Membranlarin (0, 1, 2, 3) apoptotik
ve nekrotik indeksi sirasiyla 2+1 ve 3-5x1'dir. Negatif kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda membranlarin hiicreler tizerinde belirgin bir apoptotik ve nekrotik
etkisinin olmadigi hatta H. perforatum yagi igeren membranlarin (1, 2, 3) artan yag

icerigi ile birlikte hiicre canliligini artirdig1 sdylenebilir (Sekil 4.10, 4.11 ve 4.12).
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Cizelge 4.6. % hiicre canliligi (WST-1 test sonuglari) ve % apoptoz/nekroz (Hoechst/Pl

ikili boyama) degerleri

Deney Gruplari Hiicre Canliligi Apoptoz Nekroz
% % %
Sadece Hicreler (Negatif Kontrol) 100 1+1 31
DMSO (Pozitif Kontrol) 19,26 2+1 80x1
Membran O 96,35+8,2 2+1 5+1
Membran 1 108,02+12 2+1 4+1
Membran 2 126,34+12,07 2+1 3+1
Membran 3 135,85+16,48 2+1 3+1
H. perforatum yagi (1 pl) 143,07+6,95 - -
H. perforatum yagi (2 pul) 132,89+8,7 - -
H. perforatum yagi (3 pl) 117,84+11 - -
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Sekil 4.11. Membranlarla (0, 1, 2, 3) etkilestirilen L929 fare fibroblast hiicrelerinin %
hiicre canlilig1 ve % apoptoz /nekroz degerleri.

Negatif kontrol A | Negatif kontrol
(apoptoz) (nekroz)

Pozitif kontrol C | Pozitif kontrol
(apoptoz)

Sekil 4.12. 1L.929 fibroblast hiicrelerinin ikili boyanmalar1 sonrasinda apoptoz ve nekroz
gorintaleri
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Membran 0 A |Membran 0
(apoptoz)

Membran 1 * | Membran 1
(apoptoz) (nekroz)

Membran 2 E | Membran 2
(apoptoz)

Membran 3 G | Membran 3
(apoptoz)

Sekil 4.13. Membranlarla etkilestirilen L929 fibroblast hiicrelerinin ikili boyanmalar1
sonrasinda apoptoz ve nekroz goriintiileri
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4.1.13. Membran Yiizeylerine Hiicre Yapismasinin incelenmesi

Yara yiizeyinden kaldirilirken ikinci bir hasara sebep olmamasi i¢in yara Ortiilerinin
yaraya yapigmasi istenmez. Membranlarin (1, 2, 3) yara bolgesi ile temas edecek alt
tabakas1 1L929 fibroblast hiicreleri ile 2 giin inkibe edilerek ylizeyde hiicre tutunmasi
(adezyon) inkiibasyon sonrast membran yiizeylerinden SEM gorintiileri alinarak
incelenmistir  (Sekil 4.14). Inkiibasyon sonrast membran yiizeyindeki PEG
kapstiller/fiberler besiyeri ortaminda ¢oziindiigiinden dolay1 ylizey goriintiisii Sekil 4.2
ile karsilastirildiginda farklilik gostermektedir. Degisen biiyiitmelerde ¢ekilen SEM
goriintlileri incelendiginde hi¢cbir membran ylizeyinde hiicre tutunmasi (adezyon) ve
cogalmasina (proliferasyon) rastlanmamistir (Sekil 4.14). Yiizeyde hiicre tutunmasinin
gerceklesmeme sebebi PEG'in ¢oziinmesi ve/veya hidrofobik karakterdeki yagin
salinmasi olabilir. Membranlarin yaraya yapisma riski tasimadig: diistintilmektedir.

Membran 1 ° Al| Membran2 . Bi Membran 3

X

Membran 1

Membran 1

Sekil 4.14. 1.929 fare fibroblast hiicreleri ile etkilestirilmis yagli membranlara (1, 2, 3)
ait inkiibasyon (2 giin) sonrasi alinan farkli ¢oziiniirliiklerdeki 200X (A1, B1, C1), 400X
(A2, B2, C2), 800X (A3, B3, C3) SEM goruntdleri.

Yara bolgesinde enfeksiyon vb. durumlar gelismediginde derecesi ve biiyiikliigline bagl

olarak yanik yaralari ortalama iki haftalik bir siirecte kendiliginden belirli oranda
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kapanir. Bu nedenle mevcut yanik yara ortii materyallerinin uzun siire yara ylizeyinde
tutulmasi gerekmememekte, belirli araliklarda yara pansumani yapilarak yenilenmesi
onerilmektedir.

Tez caligmast kapsaminda iiretilen PEG-PCL membranlarin yapisindaki biyouyumlu
biyobozunur polimerlerin bozunma hizlar1 farklidir. Yara eksudasi ile temas eden PEG
fiber ve kapsiiller hizla ¢oziiniir ve boylece yara bolgesine PEG kapsiiller igerisindeki
yagin salimi miimkiin olur. Ancak PCL fiberlerin biyobozunmasi ¢ok daha uzun siirer.
Bu nedenle belirli bir siire sonunda PEG yapisinin biiyiik bir kismi bozunmus olan
membranlar PCL fiber yapinin ayni hizla bozunmamasi nedeniyle membran biitiinliigi
korunmus olur. Bu nedenle tamamen bozunmayan membranlarin uygulama sonrasinda
yara ylizeyinden kaldirilarak alinmasi1 gerekir. Mevcut tedavi uygulamalarinda
kullanilan membranlara benzer sekilde yara yiizeyinden alinmasi gereken PEG-PCL
membranlarin bu esnada yaraya yapigmis olmasi yara bolgesinde ikincil bir hasara
sebep olabilir. O nedenle membran yiizeylerine hiicre yapismasi istenmemektedir.
Membran yiizeylerine hiicre yapigsmasinin gozlemlenmemis olmasi yara bolgesine
salinan H. perforatum yagmin hiicre rejenerasyonunu destekleyerek yara iyilesmesini

hizlandirmasina engel olmadigi in vitro ve in vivo galismalarla teyit edilmistir.

4.2. In vivo Uygulamalar ve Histolojik/Immunohistokimyasal Calismalar

Uretilen yara ortii materyalleri (membran 0 ve 1) disi Wistar Albino siganlarm sirt
bolgesinde olusturulan dairesel yanik defektlerine 16. giin boyunca uygulanmis ve yara
iyilesmeleri takip edilmistir. Calismanin 0, 4, 7, 11, 14 ve 16. glnlerinde her bir deney
grubu i¢in yara durumlar1 degerlendirilmis, yara bolgesinin fotograflar ¢ekilerek yara
boyutlar1 6l¢iilmiistiir. 16 giinliik iyilesme siirecinin ardindan defekt bolgesi bir miktar

cevre doku ile birlikte alinmis, fikse edilmis ve histolojik olarak degerlendirilmistir.
4.2.1. Hayvan Deneyleri

In vivo ¢aligmalar kapsaminda 6nceki boliimlerde hazirlanmis olan % 7 (v/v) oraninda
H. perforatum yagi iceren (membran 1) ve yag igermeyen PEG-PCL membranlar
(membran 0), 35 adet disi Wistar Albino siganin sirt bolgesinde olusturulan dairesel
yanik defektlerine 16 giin boyunca uygulanmis ve yara iyilesmeleri takip edilmistir.

Membran 0 ve 1'in uygulandigi deney gruplarinin disinda H. perforatum yagmin (1 pl)
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direkt olarak yaraya uygulandigi, yaygin olarak kullanilan giimiis icerikli yara
merheminin pozitif kontrol amagh uygulandig1 ve negatif kontrol amaglh higbir tedavi
uygulanmaksizin yaranin kendiliginden iyilesmeye birakildigi 7'ser si¢andan olusan

toplam 5 grupta hayvan deneyleri gergeklestirilmistir (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7. In vivo deney gruplari

Deney Grubu Uygulama Hayvan Sayisi

Negatif kontrol
Pozitif kontrol
H. perforatum yagi

Membran 0

g A W N P
N NN NN

Membran 1

Calismanin 0, 4, 7, 11, 14 ve 16. gilinlerinde her bir deney grubu i¢in yara durumlari
degerlendirilmis, yara bolgesinin fotograflar1 cekilerek yara boyutlar1 (mm?) 6l¢iilmiis
ve % yara kiigiilme oranlar1 hesaplanmistir (Esitlik 3.5). Negatif kontrol grubunun
(Grup 1) yara durumlar1 iyilesme siireci boyunca genel olarak degerlendirildiginde
kabuk olusumunun yaray1 korudugu ifade edilebilir. Sekil 4.15'de goriildigii gibi 16.
giinde yara alani oldukga kiigiilmiistiir. 16 giinliik iyilesme siireci igerisinde yaranin
makroskobik takibinde, deney gruplari icerisinde yara iyilesmesi en yavas gerceklesen
grup yara merhemi uygulanan gruptur (Grup 2) (Sekil 4.16). Yara yiizeyine dogrudan
H. perforatum yagi uygulanan grup (Grup 3) merhem uygulanan gruptakine benzer
tyilesme gostermis ve her iki grup da negatif kontrol grubuna (Grup 1) gore geride
kalmistir (Sekil 4.17). Ancak boliim 4.2.2'de verilen histolojik bulgulara gore H.
perforatum yagi uygulanan grubun (Grup 3) merhem uygulanan (Grup 2) ve uygulama
yapilmayan (Grup 1) gruba gore daha iyi epidermis kapanma oranlart verdigi
goriilmiistiir. Merhem ve yagmn yara bolgesine direkt uygulamasinin yaranin hava ile

temasini azaltarak oksijenlenmesine engel oldugu diisiiniilmektedir. Ozellikle merhem
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uygulanan grupta yara bolgesinde eksuda yogunlugunun gézlemlenmesi nedeniyle yine
merhemin nem kontroliinii saglayamadigr disiiniilmektedir. Genel olarak yara
merhemlerinin  ve yara tedavisinde kullanilan iyilestirici yaglarin  yarayi
organizmalardan koruyacak antibakteriyel oOzelliklere ya da yara iyilesmesini
destekleyecek etken maddelere sahip olabilmelerinin yaninda hava gegirgenligi ve
kontrollii nem dengesini saglama gibi yara iyilesmesinde kritik 6neme sahip 6zellikleri
yeterince goOsteremedigi bilinmektedir. En iyi iyilesme oranlari polimerik membran
uygulanan deney gruplarinda elde edilmistir. Makroskobik goriintiilere gore (Sekil 4.18
ve Sekil 4.19) her iki grupta da yara kapanmasi oldukc¢a iyi seviyededir. Ancak yag
iceren membran uygulanan gruptaki (Grup 5) iyilesmenin, yag icermeyen membran
uygulanan gruba (Grup 4) goére daha iyi oldugu soylenebilir. Iyilesme seviyeleri
arasindaki fark boliim 4.2.2'de verilen histolojik bulgular ile daha net bir sekilde
belirtilmistir.
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Sekil 4.15. Negatif kontrol grubunu temsil eden bir deney hayvaninda olusturulan yanik
yarasinin farkl glinlerde (0, 4, 7, 11, 14, 16) alinmis yara goriintiileri (A, B, C, D, E, F).
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Sekil 4.16. Pozitif kontrol grubunu temsil eden bir deney hayvaninda olusturulan yanik
yarasinin farkli giinlerde (0, 4, 7, 11, 14, 16) alinmis yara gortintiileri (A, B, C, D, E, F).
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Sekil 4.17. H. perforatum yaginin direkt uygulandigi grubu temsil eden bir deney
hayvaninda olusturulan yanik yarasinin farkl giinlerde (0, 4, 7, 11, 14, 16) alinmis yara
goruntaleri (A, B,C, D, E, F).
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Sekil 4.18. Membran 0'n uygulandigi grubu temsil eden bir deney hayvaninda
olusturulan yanik yarasinin farkli giinlerde (0, 4, 7, 11, 14, 16) alinmig yara goriintiileri
(A,B,C,D,E,F).
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Sekil 4.19. Membran 1'in uygulandigi grubu temsil eden bir deney hayvaninda
olusturulan yanik yarasinin farkli giinlerde (0, 4, 7, 11, 14, 16) alinmig yara goriintiileri
(A,B,C,D,E, F).

16 gunluk surecte belirlenen gunlerde (1, 4, 7, 11, 14, 16) yara boélgesinin fotograflart
cekilerek bilgisayar ortamina aktarilmis ve Image J 1.48 programi (National Institutes
of Health, Bethesda, MD, USA) ile yara alam1 (mm?) hesaplamistir. Hesaplanan yara
alanlar1 (Olgtlilen yara alani) yanik modeli olusturulan ilk giin hesaplanan orjinal yara
alani ile karsilastirilarak % yara alani kiigiilme orani esitlik 3.5’e gore hesaplanmis ve

degerlendirilmistir. Sekil 4.20'de her bir deney grubu icin 16 ginlik strecte belirtilen
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gunlerde Olcllen yara boyutlar1 ve Sekil 4.21°de ortalama yara kiigiilme oranlar

verilmistir.
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Sekil 4.20. Deney gruplarinm 0, 4, 7, 11, 14 ve 16. gunlerdeki ortalama yara alani

degerleri
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Sekil 4.21. Deney gruplarinin 4, 7, 11, 14 ve 16. glnlerdeki ortalama % kugilme
oranlari

Deney gruplarinin hesaplanan % kiiciilme oranlar1 degerlendirildiginde membran
uygulanan gruplardaki % kiigiilme oranlarinin 6zellikle 4. ve 7. giinlerde merhem ve
yag uygulanan ve uygulama yapilmayan gruplara gore belirgin sekilde daha yiiksek
oldugu dolayisi ile ilk hafta membranlarin yara iyilesmesini hizlandirdigi sdylenebilir.
11. ve 14. giinlerde yara kiiciilmesi tiim gruplarda benzer degerler gosterirken 16. giiniin
sonunda membran uygulanan gruplarin toplam % yara kii¢iilme oranlarinin nispeten
daha iyi oldugu goriilmektedir. Genel bir degerlendirme yapilirsa en hizli yara
kicilmesi ve 16. giinlin sonunda en yiiksek % yara kii¢iilmesi membran gruplarinda
gortulmekle birlikte membran 1, membran 0'a gore hayvan deneylerinde daha iyi
performans  gostermistir.  Ayrica, yaralarin makroskobik degerlendirmesinin

histokimyasal analiz sonuglari ile de benzerlik gosterdigi ifade edilebilir.

4.2.2. immunohistokimyasal/Histolojik Calismalar ve Istatistiksel Analizler
4.2.2.1. Immunohistokimyasal Bulgular

Yanik yaralarinin olusturulmasindan 16 giin sonra siganlarin yara iyilesme bdlgelerini
iceren deri kesitlerinde, kollajen tip 1 ve kollajen tip 3 protein molekillerinin

immunohistokimyasal ekspresyonlarinin analizleri sonucunda boyanma siddetlerine
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bagl skorlama yontemi (Cizelge 4.8) ile elde edilen verilerin sayisal ifadeleri hem
Cizelge 4.9'da hem de grafiksel olarak Sekil 4.22 ve Sekil 4.23'de gosterilmistir. Tip 1
kollajen molekil ekspresyonu analiz sonuclar da tip 3 kollajen molekiilii ekspresyonlari
ile benzer sekilde 5. deney grubunda (yagli membran uygulanan grup) diger gruplara
gore bir miktar artis gdstermis olup istatistiksel olarak diger gruplar ile benzerlik
gostermektedir (Cizelge 4.9).

Cizelge 4.8. Immiinohistokimyasal reaktivitenin  (boyanma  siddetlerinin)
derecelendirilmesi i¢in kullanilan kriterler

Skor Immiin Reaktivite
0+ Negatif boyanma
1+ Zay1f siddette boyanma
2+ Orta derece siddette boyanma
3+ Siddetli boyanma

Cizelge 4.9. Tip 1 ve tip 3 kollajen proteinlerin immiin boyanma siddeti skorlari

4. Grup

1. Grup 2. Grup 3. Grup 5. Grup

Tip-1 134,25+,90* 135,04+2,74* 133,18+1,51° 136,86+4,37* 141,09+1,2°

Tip-3  134,55+1,08° 133,01+1,78° 133,58+1,09° 135,12+4,47° 140,70+1,34°

*Degerler lizerindeki harfler her satirdaki parametre agisindan gruplar arasindaki
benzerlik (ayn1 harf) ve farkliliklar1 (farkli harf) ifade etmektedir.
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Deney Gruplari

4

Sekil 4.22. Her bir gruptan sirasiyla temsili bir adet sigan derisi kesitine ait tip 1

kollajen boyali mikroskobik resimler (50 pum); A, B, C, D ve E sirasiyla 1,
deney gruplarini temsil etmektedir, (F) tip 1 kollajen immiinohistokimyasal
boyanma yogunluklar1 H-skorlar1 grup ortalama degerleri
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Deney gruplart

Sekil 4.23. Her bir gruptan sirasiyla temsili bir adet sigan derisi kesitine ait tip 3
kollajen boyali mikroskobik resimler (50 um); A, B, C, D ve E sirasiyla 1, 2, 3, 4 ve 5.
deney gruplarm temsil etmektedir, (F) tip 3 kollajen immiinohistokimyasal (IHK-DAB)
boyanma yogunluklar1 H-skorlar1 grup ortalama degerleri

Tip 1 ve tip 3 kollajen molekil ekspresyonlari oranlarinin gruplar arasi karsilagtirmasi
Sekil 4.24'te verilmistir. Bu grafige gore tip 1 ve tip 3 kollajen boyanma oranlar1 her bir
grup i¢in bire yakin bir deger gostermektedir. Normal deride bu iki kollajen molekiilii
arasindaki oran 3 ile 4 arasinda degisiklik gostermektedir (Broughton ve Rohrich,

2005). Elde edilen veriler dokularin iyilesme siirecinin heniiz tamamlanmadigini, yara

bolgesinde skarli dokunun mevcut oldugunu gostermektedir. Yara iyilesme fazlarindan
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boliim 2.2.4'te detaylica bahsedilmis olan olgunlasma fazi, yara iyilesme siirecinin son
asamasi olup hiicresel bag dokusunun olusumunu ve epitelin giiglendirilmesi ile
dokunun yeniden bi¢imlendirilmesini igerir. Bu asama, yaralanmadan sonraki ikinci ile
liclincli hafta arasinda baslayip birka¢ aydan yaklasik 1 yila kadar devam eder. Bu
slirecte yara bolgesinde akut olarak gelisen, zayif ve ince yapili tip 3 kollajen lifleri
zamanla yerini tip 1 kollajen liflere birakir ve saglikli bir iyilesme siireci
tamamlandiginda tip 1 ve tip 3 kollajen lifleri oranmi belirlenir. Doku tamirinin son
asamasi olan yara izi dokusu yaralanmanin derecesine bagli olarak bu asamada olusur

(Zahedi ve ark., 2009; Mutlu, 2014; Dogan, 2012).

Yapilan calismada ikinci derece derin yanik yarasi modeli kullanilmistir. Normalde
ikinci derece derin yanik yaralar iki haftalik siirede eger yarada enfeksiyon vb. olmaz
ise kendiliginden kapanir ancak uzun vadede yara izi birakir. Yapilan caligmalar iki
haftalik siliregte memranlarin yara bolgesini koruma, yara iyilesmesini destekleme
performanslarii uygulama yapilmayan gruba kiyasla degerlendirmektedir. iki haftalik
siiregte heniiz skar doku olusumunun basladigi uzun siiren olgunlagma siireci
baslamamistir. Membranlarin  skar doku olusumuna etkilerinin tam olarak
degerlendirilebilmesi i¢in en az 6 ay gibi uzun vadeli ¢alismalar yapilmasi1 gerekir.
Dolayisiyla 16 giinliik iyilesme siireci, yara kapanmasi sonrasindaki skar doku durumu
ile 1ilgili net bir bilgi vermeyip sadece ongdriide bulunulmasini saglar. Tip 1 ve tip 3
kollajen boyamalar1 gruplar arasinda onemli bir fark ortaya koymamistir. Ancak bir
sonraki bolumde verilen histopatolojik bulgular membran uygulanan gruplardaki
(0zellikle yag igceren membran grubu) iyilesmenin digerlerine oranla c¢ok iyi bir
seviyede oldugunu gostermektedir. Buna baglh olarak uzun vadede iyilesme siirecinin

daha az yara izi ile tamamlanacag diisiiniilmektedir.
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Sekil 4.24. Tip 1 ve tip 3 kollajen immiinohistokimyasal boyanma yogunluklar1 H-
skorlar1 grup ortalama deger oranlar1

4.2.2.2. Histopatolojik Bulgular

Yanik deri iyilesme bolgesine ait doku kesitlerine materyal metotta belirtilen Ggli
boyama ve hematoksilen eozin boyama protokolii uygulanarak dokular histokimyasal
olarak boyanmistir. Boyama islemleri gerceklestirilen preparatlar arasinda deney
gruplar1 diginda yanik olusturulmamig deri kesiti de (normal deri dokusu) mevcuttur
(Sekil 4.25).

Sekil 4.25. Sicanlardan alinan intakt deri Kkesitine ait optik mikroskop gorintisi
(Masson's Trichrome tiglii boyama sonrast)
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Derinin epidermis, dermis ve hipodermis gibi ana katmanlar1 ve epidermisin bes farkli
hicre katmani ile dermisin retikiiler ve papiller dermis alt katmanlar1 ayrica bu
tabakalarda bulunan kil folikiilleri, yag bezleri gibi deri ekleri de her iki boyama ile
belirgin olarak goriilmektedir. Ancak yanik yarasi olusturulan deri dokularinda gruplara
gore farklilik gostermekle birlikte bu yapilar belirgin olarak goriilememektedir.
Ozellikle 1. deney grubundaki sicanlarm deri dokular1 olduk¢a hasarli goriinmektedir.
Bu bireylere ait preparatlarda genel olarak epidermis dokusunun blyuk bir bélimiinin
deforme oldugu reepitelizasyonun sadece baslangi¢ kisimlar1 ile siirli kaldigi
goriilmistiir. Dokuda yara bolgesinin ¢evresinde yara eksudasi sonrasi olusan kabuk
tabakasi dikkat ¢ekmistir. Epidermis altindaki dermis ve hipodermis katmanlari bag
dokularin da hasarli oldugu goriilmiistiir. Saglam doku bdlgelerinden yara merkezine
dogru yogun hiicre gocleri, doku olusumunun saglanmasi i¢in gergeklesirken yaranin
kapanmadigr gozlemlenmistir (Sekil 4.26 (A)). Yanik merhemi ve H. perforatum yagi
uygulanan gruplarda ise tim bu histolojik hasarlarin bir miktar hafiflemis olduklar
gbzlemlenmistir. Membran uygulamasi gerceklestirilen deney gruplarinda yara
tyilesmesinin belirgin oldugu ifade edilebilir. Bu gruplarda bulunan bireylerin genelinde
yara uglarinin tamamen kaynasip kapandigr goriilmiistiir (Sekil 4.26 (B) ve Sekil 4.26
(C)). Ozellikle H. perforatum yag: igeren polimerik membran uygulanan grupta (5.
deney grubu) bulunan siganlara ait derilerin epidermis dokusunda reepitelizasyonun
gerceklesmis oldugu; wvaskiileritenin, kil folikiillerinin ve yag bezlerinin tekrar
olusmasinin yara iyilesme bolgesinde yogun olarak goriilmeye basladigi tespit edilmistir
(Sekil 4.26 (C)).
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Sekil 4.26. Deney gruplarindan temsili tiglii boyama (modifiye massontrikrom (MMT))
ornek resimleri (500 pm)
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Deney gruplari

Sekil 4.27. Her bir deney grubunu temsilen hematoksilen eozin boyali 6rnek resimler
(Bar: 50 um); A, B, C, D ve E’de sari isaretli seritler igerisinde kalan bolgeler yeni
olusan epidermis tabakasii ifade etmektedir, (F) her bir deney grubu icin epidermis
alani/epidermis uzunlugunu veren grafik (*istatistiksel olarak benzerlik)

Hematoksilen eozin boyamasi yapilan preperatlarda dermisin retikiiler boliimiindeki siki
bag dokusunda yogun kalin lif seklindeki boyanmalarin varligi, kollajen molekiillerin
demetler seklinde bir araya gelerek tip 1 kollejen seklinde olgunlagmakta olduklarini
gostermektedir (Sekil 4.27). Uglii boyama ile boyali preparatlarda ise normal intakt deri
ile yara bolgesi karsilastirildiginda 6zellikle 5. deney grubunda (Sekil 4.26 (C)), dermis

ve hipodermis katmanlar1 bag dokular1 mavi/yesil tonda tamamen boyanmistir. Intakt
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doku bdélgesinde bulunan retikiler dermis bolgesindeki mavi tonlarda boyanmaya ek
olarak kirmizi tonlarda boyanma goriilmektedir. Ancak yanik iyilesme bolgesindeki
yeni olusmus/olusan retikiiler dermis bolgesinde kirmizi tonlarda boyanmanin zayif
oldugu goriilmiistiir. Bu durum yara iyilesme silirecinin tamamlanmamis oldugunu,
bliylik oranda olgunlasma fazinda gerceklesen kollajen doniisiimlerinin heniiz

gerceklesmedigini gostermektedir.

Sekil 4.27'de gorildigii gibi vaskiiler kanamayla yara merkezine dogru yogun bir
inflamatuar ve tamir hiicreleri ile olasi rejeneratif kok hiicrelerin gocii gergceklesmistir.
Sekil 4.27 A, B ve C’deki dokularda Sekil 4.27 E ve F’deki dokulara oranla hiicre gOc¢u
oldukga yogundur. Sekil 4.27'de D ve E ile temsil edilen 4 ve 5. deney gruplarinda artik
hiicre gogii azalmis, epidermis kapanmaya baslamistir. Sekil 4.26'daki gruplarda
epidermis kapanma oranlar1 daha belirgin olmakla birlikte Sekil 4.27'de sar1 seritlerle
siirlandirilan bolgeler yeni olusan epidermis tabakalarmi gostermektedir. Gruplar
epidermis olusum oranlarina goére karsilastirildiginda membran uygulanan gruplarin
(6zellikle yag igeren membran grubu) diger gruplara gore oldukega iyi sonuglar verdigi
Sekil 4.27 (F)'de verilen grafikte de goriilmektedir. Reepitelizasyon tamamlandik¢a bu
gruplarda yara bolgesi tizerindeki kabuk tabakanin incelerek gittik¢e kaybolmus oldugu
gozlemlenmistir. Ozellikle 5. deney grubunu temsil eden kesitte epidermis tabakasi ile

dermis tabakasi arasinda siki bag saglayan kivrimli yapinin da olustugu goriilmektedir.
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5. SONUCLAR

Sunulan tez ¢alismasi kapsaminda ikinci derece yaniklarin tedavisi amaciyla iyilesme
siirecini desteklemesi ve skar doku olusumunu azaltmasi hedeflenen yanik yara orti
materyalleri Uretilerek, karakterizasyon ¢alismalar1 sonucunda elde edilen veri 15181nda,

In vitro/in vivo performans degerlendirmeleri yapilmistir.

Yara Orti materyalleri yara cevresi ile temas eden (st tabaka ve yara ile temas eden alt
tabakadan olusan iki tabakal1 tasarima sahiptir. Ust tabaka mekanik dayanimi saglayan
Polikaprolakton (PCL) fiberlerden, alt tabaka ise Polietilen glikol (PEG) ve
Polikaprolakton (PCL) fiberlerden olusmaktadir. Ayrica alt tabakada PEG fiberler
Uzerinde Hypericum perforatum (kantaron) yagi iceren PEG kapsiiller bulunmaktadir.
PCL polimeri mekanik olarak dayanikli olmasi nedeniyle iist ve alt tabakalarda mekanik
dayanimi saglayarak iyilesme siirecinde membran biitlinliiglinii korumaktadir. Suda
cozlnebilir PEG polimeri alt tabakada yara eksudasi ile temas durumunda PEG
kapsullerin ¢oziinmesi neticesinde H. perforatum yagmin yara boélgesine kontrollii
salimin1 saglamaktadir. Yara Ortli materyalleri elektro-egirme teknigi ile tiretilmistir. H.

perforatum yagi ise PEG polimeri ile birlikte elektro-spreylenerek enkapsiile edilmistir.

Membranlarin kimyasal yapist ve polimerlerin ¢oziicli ile etkilesimlerinde kimyasal
yapilarinda herhangi bir degisim olup olmadiginin kontrol edilmesi amaciyla elektro-
egirilmis membranlarin ve H. perforatum yagmin FTIR spektrumlarn (Sekil 4.1)
incelendiginde yagin PEG-PCL membranlara basarili bir sekilde yiiklendigini, yapiya
katilan bilesenlerin iiretim esnasinda ¢oziicii ile etkilesimleri sonucu kimyasal

yapilarinda herhangi bir degisiklik meydana gelmedigi goriilmiistiir.

H. perforatum yag: iceren membran 1'in alt ve iist tabakalarina ait SEM goriintiileri
(Sekil 4.2) incelendiginde orgiisliz gdzenekli fibr6z membran yapisi1 ve alt tabakada
PCL fiberler ve PEG fiberler izerinde H. perforatum yagi iceren PEG kapsiiller agikga
gorilmektedir. Membran ylizeylerinin SEM goriintiileri polimerik membranlarin

istenilen tasarimda tiretilebildigini gostermektedir.

Membran yapisina yag iceren PEG kapsiillerin eklenmesi ile birlikte membran

yogunlugu artmis ve buna bagli olarak gozeneklilik ve gaz gecirgenligi belirli oranda
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azalmistir (Cizelge 4.1 ve 4.3). Ancak literatiirde belirtilen degerler ile
karsilastirildiginda bu degerlerin kabul edilebilir sinirlar icerisinde oldugu gorilmiistiir.
Polimerik membranlar temas acis1 (Cizelge 4.2) ve 1slanabilirlik (Sekil 4.5) analizleri ile
degerlendirilmis ve membranlarin dengeli bir hidrofilisite gosterdigi, yara iyilesmesi
icin yeterli nem tutma kapasitesine sahip oldugu ve bu agidan yara ortii materyali olarak

kullanim i¢in uygun oldugu ifade edilebilir.

Gergeklestirilen salim c¢alismalar1 sonucunda H. perforatum yagi igeren PEG-PCL
membranlardan (membran 1) sulu ortamda yag saliminin igerisinde hapsoldugu
hidrofilik karakterdeki PEG polimerinin sivi ortamda ¢odziinmesi ve kapsiil yapisinin
bozulmasia bagli olarak gerceklestigi goriilmiistiir. Alinan verilere bagli olusturulan
grafikler (Sekil 4.8) H. perforatum yagmin membran yapisindan zamana bagli olarak
stirekli ve kontrollii saliminin gergeklestigini gostermistir. In vitro kosullarda 14 giinliik
stiregte gerceklestirilen kiitle kayb1 deneyleri 0 ve 1 numarali membranlarin zamana
bagl olarak sirasiyla % 26 ve % 32 oranlarinda kiitle kaybina (Sekil 4.6) ugradiklar
gbzlemlenmistir. Yag saliminin da etkisiyle 1 numarali membrandaki kiitle kayb1 daha
hizli ve % kaybedilen toplam kiitle daha fazla olmustur. Kiitle kayb1 grafigi (Sekil 4.6)
ve salim grafigi (Sekil 4.8) degerlendirildiginde alinan sonuglarin birbirini destekler

nitelikte oldugu goriilmiistiir.

Yara Ortllerinin yara bolgesini kolaylikla sarabilmesi, kirilgan bir yapiya sahip
olmamasi gerekir. Membranlarin Young modiilii (elastisite modiilii) degerlerleri 0,9 ile
3,17 MPa arasinda degismektedir (Cizelge 4.4). H. perforatum yaginin kristalin
ozellikteki PEG kapsiilleri ile kapstillenerek membran yapisina ilave edilmesi membran
sertligini dolayist ile elastisite modiilii degerlerini etkilemistir. Genel olarak membranlar
yara bolgesini sarabilecek yeterli elastikiyete sahiptir. Membranlarin farkli ¢alismalarda
elde edilen degerlerle (Johnson vd., 2009; Augustine vd., 2015) ve insan derisi (Daldy
ve Odland, 1979) ile karsilastirilabilir elastikiyete sahip oldugu sdylenebilir.

Yapilan antibakteriyel etkinlik testi degerlendirildiginde (Sekil 4.10 ve Cizelge 4.5),
Yag igermeyen membranlarin E. coli ve S. aureus bakterileri Uzerinde antibakteriyel
etkinliginin olmadigr bununla birlikte yagli membranlarin (1, 2, 3) antibakteriyel
etkinlik gosterdigi gozlemlenmistir. Yagli membranlar E. coli Uzerinde benzer

antibakteriyel etkinlik gosterirken, S. aureus izerindeki antibakteriyel aktivite membran
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yapisindaki yag igerigi arttikga artmustir. PEG polimeri ile kapsullenerek polimerik
membran yapisina hapsedilmis olan yagin membrandan kontrollii salimi hem gram
pozitif hem de gram negatif bakteriler {lizerinde antibakteriyel etkinlik gostermistir.
Membran yapisina antibakteriyel etkinligi bilinen yagin (Saddige ve ark., 2010)
katilmas: ile birlikte normalde antibakteriyel etkinlik gdstermeyen polimerik

membranlara antibakteriyel 6zellik kazandirilmustir.

Polimerik yara Ortii membranlarinin hiicreler iizerindeki etkinliginin degerlendirilmesi
icin L929 fibroblast hiicreleri ile in vitro ¢alismalar gergeklestirilmistir. Membranlarin
ve ayrica membranlarin igerdigi H. perforatum yaginin biyouyumlulugu direkt
sistotoksisite yontemi olan WST-1 testi ile degerlendirilmistir. H. perforatum yag: ve
yag iceren membranlar pozitif ve negatif kontrol gruplari ile karsilagtirildiginda hticreler
tizerinde herhangi bir toksik etki gdstermemistir. Dolayist ile yagin ve membranlarin
biyouyumlu oldugunu sdylemek miimkiindiir. Membranlarin apoptotik ve nekrotik
indeksi sirastyla 21 ve 3-5x1'dir. Negatif kontrol grubu ile karsilastirildiginda
membranlarin hiicreler iizerinde belirgin bir apoptotik ve nekrotik etkisinin olmadigi
hatta H. perforatum yagi i¢eren membranlarin artan yag igerigi ile birlikte % hiicre

canliligini artirdig soylenebilir (Sekil 4.11 ve 4.13)

Yara yiizeyinden kaldirilirken ikinci bir hasara sebep olmamasi i¢in yara Ortulerinin
yaraya yapigmasi istenmez. Membranlarin (1, 2, 3) yara bolgesi ile temas edecek alt
tabakas1 L929 fibroblast hiicreleri ile 2 giin inkiibe edilerek ylizeyde hiicre tutunmasi
(adezyon) inkiibasyon sonrasi membran ylizeylerinden SEM goriintiileri alinarak
incelenmistir  (Sekil 4.14). Degisen biyiitmelerde ¢ekilen SEM  goriintiileri
incelendiginde hi¢cbir membran yiizeyinde hiicre tutunmasi (adezyon) ve ¢ogalmasina
(proliferasyon) rastlanmamistir (Sekil 4.14). Membranlarin yaraya yapisma riski
tasimadigl distiniilmektedir. Yiizeyde hiicre tutunmasinin ger¢eklesmeme sebebi

PEG'in ¢6ziinmesi ve/veya hidrofobik karakterdeki yagin salinmasi olabilir.

Calismanin son asamasinda 35 adet Wistar albino sican ile in vivo deneyler
gerceklestirilmistir. Bu amagla siganlarin sirt bolgelerinde 7,5 mm ¢apli dairesel ikinci
derece derin yanik yaralari olusturulmustur. 16 giin siiren ¢alismada H. perforatum

iceren ve icermeyen PEG-PCL membranlar, hicbir tedavinin uygulanmadigi, yanik
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yaralanmalarinda kullanilan bir yanik merheminin uygulandigit ve dogrudan H.
perforatum yaginin uygulandigi deney gruplarina karsi incelenmistir (Cizelge 4.7). 0, 4,
7, 11, 14 ve 16. giinlerde her sicandaki yara caplar1 dlgiilerek fotograflanmistir (Sekil
4.15; 4.16; 4.17; 4.18; 4.19). Belirtilen glinlerde gekilen fotograflar bilgisayar ortamina
aktarilarak Image J 1.48 programi ile yara alan1 ve bu degerlere bagl olarak % kiigiilme
oranlar1 hesaplanmistir (Sekil 4.20 ve Sekil 4.21). Bu sekilde elde edilen makroskobik
sonuglar degerlendirildiginde, en iyi iyilesme oranmi H. perforatum yagi igeren
membranlarin uygulandig1 yaralarda goriilmiistiir. Bu deney grubunu takip eden grup
ise yag icermeyen polimerik membranlarin uygulandigi gruptur. Diger deney
gruplarinda ise birbirlerine yakin % kiiciilme oranlar1 elde edilmistir. Alinan
makroskobik degerlendirme sonuglari, membranlarin beklenen sekilde etki gostererek
yara iyilesme siirecini destekledigini ve diger gruplara oranla iyilesmeyi hizlandirdigini

gostermistir.

Her bir deney grubundaki siganlar 16. glinde dekapite edilmis ve yara bolgesi bir miktar
cevre doku ile sakrifiye edilmistir. Daha sonra numuneler fikse edilip dokular parafin
bloklara gomiilmiistiir. Parafin bloklardan kesitler alinmis ve immunohistokimyasal/
histolojik boyamalar gerceklestirilerek degerlendirilmistir. Gruplarin karsilastirilmas: ve
alman  sonuglarin  degerlendirilebilmesi amacityla  istatistiksel  analizler

gerceklestirilmistir.

Doku kesitlerinin immunohistokimyasal boyanmasi sonrasi gergeklestirilen analiz
sonuglarma gore Tip 1 ve Tip 3 kollajen molekiil ekspresyonu 5. deney grubu olan yag
iceren membran uygulanan grupta diger gruplara oranla bir miktar artis gostermis
oldugu ancak istatistiksel degerlendirmelerde diger gruplar ile benzerlik gostermistir
(Cizelge 4.9). Tip 1 ve Tip 3 kollajen molekiil ekspresyonlar1 oranlari da gruplar
arasinda karsilastirilmis ve elde edilen oranlarin her grup i¢in bire yakin bir degerde
oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.24). Normal deride bu iki kollajen moleklllu arasindaki
oran 3 ile 4 arasinda degisiklik gostermektedir. Elde edilen veriler dokularin iyilesme
stirecinin heniiz tamamlanmadigini, yara bolgesinde skarli dokunun mevcut oldugunu
gostermektedir. Skar doku olusumu yara iyilesmesinin olgunlagsma fazinda baglar ve bu
siire¢ yara iyilesmesinin son agamasi olup yaralanmadan sonraki ikinci ile li¢iincii hafta

arasinda baslayip birka¢ aydan yaklasik 1 yila kadar devam eder. Yapilan ¢aligmada
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ikinci derece derin yanik yarasi modeli kullanimistir. Normalde ikinci derece derin
yanik yaralar1 iki haftalik siirede eger yarada enfeksiyon vb. olmaz ise kendiliginden
kapanir ancak uzun vadede yara izi birakir. iki haftalik siirecte heniiz skar doku
olusumunun basladig1 uzun siiren olgunlagsma siireci baglamamistir. Membranlarin skar
doku olusumuna etkilerinin tam olarak degerlendirilebilmesi i¢in en az 6 ay gibi uzun
vadeli ¢alismalar yapilmasi gerektigi sonucuna varilmustir. Dolayisiyla 16 glnlik
lyilesme siireci, yara kapanmasi sonrasindaki skar doku durumu ile ilgili net bir bilgi
vermeyip sadece ongoriide bulunulmasini saglar. Tip 1 ve tip 3 kollajen boyamalari
gruplar arasinda onemli bir fark ortaya koymamistir. Yapilan calismalar iki haftalik
surecte memranlarin  yara bolgesini koruma, yara iyilesmesini destekleme
performanslarint  uygulama yapilmayan gruba kiyasla degerlendirmektedir.
Histopatolojik bulgular membran uygulanan gruplardaki (6zellikle yag iceren membran
grubu) iyilesmenin digerlerine oranla ¢ok iyi bir seviyede oldugunu gdstermektedir.
Buna bagli olarak uzun vadede iyilesme siirecinin daha az yara izi ile tamamlanacagi

diistiniilmektedir.

Doku kesitlerinin histokimyasal boyali preparatlar1 epidermis olusumu agisindan
degerlendirildiginde herhangi bir uygulama yapilmayan 1. deney grubundaki siganlarin
deri dokular1 olduk¢a hasarli gériinmektedir. Bu bireylere ait preparatlarda genel olarak
epidermis dokusunun biiyiik bir boliimiiniin deforme oldugu reepitelizasyonun sadece
baslangi¢ kisimlari ile sinirl kaldigi, saglam doku bolgelerinden yara merkezine dogru
yogun hiicre gocleri doku olusumunun saglanmast igin gerceklesirken, yaranin
kapanmadigi gozlemlenmistir (Sekil 4.26 (A)). Yanik merhemi ve H. perforatum yagi
uygulanan gruplarda ise bu histolojik hasarlarin bir miktar hafiflemis oldugu
gozlemlenmistir. Membran uygulamas1 gerceklestirilen deney gruplarinda yara
iyilesmesinin belirgin oldugu ifade edilebilir. Bu gruplarda bulunan bireylerin genelinde
yara uclarinin tamamen kaynasip kapandigi goriilmistiir (Sekil 4.26 (B) ve Sekil 4.26
(C)). Ozellikle H. perforatum yag: igeren polimerik membran uygulanan grupta (5.
deney grubu) bulunan siganlara ait derilerin epidermis dokusunda reepitelizasyonun
gerceklesmis oldugu; wvaskiileritenin, kil folikiillerinin ve yag bezlerinin tekrar
olusmasinin yara iyilesme bolgesinde yogun olarak goriilmeye basladigi tespit edilmistir
(Sekil 4.26 (C)). Gruplar epidermis olusum oranlarina gore karsilagtirildiginda membran

uygulanan gruplarin (6zellikle yag iceren membran grubu) diger gruplara gore oldukga
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Iyl sonuclar verdigi goriilmektedir Sekil 4.27 (F). Reepitelizasyon tamamlandik¢a bu
gruplarda yara bolgesi tizerindeki kabuk tabakanin incelerek gittik¢e kaybolmus oldugu
gozlemlenmistir. Ozellikle 5. Deney grubunu temsil eden kesitte epidermis tabakasi ile
dermis tabakasi arasinda yogun etkilesim saglayan kivrimli (papiller) yapmin da
olustugu gorilmektedir Sekil 4.27 (E).

Sonug olarak dretilen polimerik membranlar gozeneklilik, hava gegirgenligi, nem tutma
kapasitesi, hidrofilisite, elastikiyet, antibakteriyel olma, yaraya yapismama,
biyouyumluluk gibi 6zellikler bakimindan ideal bir yara Ortiisiinde olmasi istenilen
optimum degerlere sahip olmakla birlikte icerdigi H. perforatum yaginin istenilen
sekilde membranlardan kontrollii saliminin yara iyilesmesini destekleyerek iyilesme
slirecini hizlandirdig1 yapilan in vitro ve in vivo ¢alismalarla teyit edilmistir. Bununla
birlikte uzun vadede yara izi olusumunu da azaltma potansiyeli oldugu

distiniilmektedir.
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