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Saglik alaninda birgok aragtirmaci tarafindan sorgulanan, henliz tam tedavisi
yapilamayan, 6zellikle metabolik sorun/diyabetli hastalarin kronik yaralar1 zorlu klinik
sorunlardandir. Diyabetik hastalarda gelisen damar sorunlari iskeminin temel nedenidir.
Ote yandan diyabetik hastalarda hiicresel ve hiimoral yanitta yetersizlikler ve bozuluklar
gelismektedir. Bu nedenlerden dolay1 yara iyilesmesini saglayan blyume faktorlerinin
seviyeleri azalmakta veya etkin aktivitelerini kaybetmektedirler. Azalan hucresel ve
humoral seviye ve de bunlara eklenen vaskulopatiye bagli kanlanma sorunlar1 nedeniyle
diyabetik hastalarda kronik yara iyilesme sorunlar1 gelismektedir. Vaskuler endotelyal
blytme faktori (VEGF) (MA 45 kDa), yara iyilesmesi sirasinda damarlanmay1 uyaran
Ve boylece iyilesmeyi hizlandiran en giiglii anjiyojenik biiyiime faktoriidiir. Granulosit
makrofaj stimile edici faktér (GM-CSF) (MA 14 kDa)’nun hiicre proliferasyonunu
uyardigi ve yara iyilesmesini hizlandirdigir bilinmektedir. VEGF ve GM-CSF
dizeylerinin yara bolgesinde kontrollii bir sekilde varligimmin saglanmasi ya da dolayl
olarak verilmesi yara iyilesmesinde olumlu biyolojik etki saglayacaktir.Bu calismanin
amaci diyabetik yaralarda biyolojik pansuman malzemesi olarak VEGF ve GM-CSF ile
yuklu PCL tabanli polimerik partikiillerden veya polimer lipit hibrit partikillerden olusan

malzeme gelistirmektir. ilk asamada anjiyojenik ve hiicresel yaniti uyaran faktorleri



iceren sicakliga duyarli, enjekte edilebilir, pluronik F127 bazli bir hidrojel gelistirilmistir.
Bu hidrojel, streptezotosin ile diyabetik hale getistirilmis Spraque Dawley sicanlarin
sirtinda olusturulan yaralar1 iyilestirme yeteneklerini degerlendirilmistir. Tez c¢alisma
kapsaminda ¢ift emiilsiyon ¢oziicli buharlastirma yontemi kullanilarak PCL tabanh
polimerik partikiller ve polimer-lipit hibrit partikiller (200-1000 nm) hazirlandi.
Partikiller, LS, AFM ve SEM ile karakterize edilerek boyutu ve boyut dagilimi,
morfolojileri degerlendirildi. Polimerik ve hibrit partikiillerin in vitro alim/salim
yeteneklerinin degerlendirilmesi amaciyla model protein olarak sigir serum alblimin
(BSA, MA 60 kDa) ve Lizozim ( MA 14 kDa) kullanildi. Calismalar sonuncunda polimer-
lipit hibrit partiktllerin proteinleri tekli ve/veya ikili olarak yuksek oranda
kapsillenebildikleri ve proteinleri molekiil agirliklarina gére 21 giin boyunca kontrolli
salimlarini gergeklestirebildikleri gorildi. Daha sonra hibrit partikiller yara bolgesine
topikal olarak uygulanabilmesi amaciyla sicaklia duyarli enjekte edilebilir pluronik
F127 hidrojele dahil edildi. Sicakliya duyarli hidrojelinin jellesme sicakligi ve reolojik
ozellikleri degerlendirildi. Sonuglar pluronik F127 jelinin ortam sicakliginin +4 °C ‘de
akigkan bir halde iken 37°C’ye (viicut sicaklig1) ¢iktiginda viskozitenin artmasiyla jel
haline geldigi gozlendi. Hidrojelin in vitro salim ¢alismalari ile de model protein yikli
hibrit partikiillerin istenmeyen patlama salimlarimi en aza indirdigi ve kontrolli
salimlarin1 gerceklestirdigi elde edilen sonuglar ile gézlendi Calisma kapsaminda yara
bdlgesine 6zgu olarak tasarlanan VEGF/GM-CSF yikli polimer-lipit hibrit partikilleri
iceren hidrojelinin diyabetik sicanlarin sirtinda olusturulan 2 cm c¢apl yaralarin
iyilesmesindeki etkisi on ¢alisma olarak 10 giin boyunca izlenmis ve siire bitiminde
yaralar histomorfik olarak incelenmistir.

Bu tez ¢alismasinda literatiirde ilk defa yer alacak VEGF ve GM-CSF ‘kombinasyonu ile
birlikte ¢cok bilesenli sirali salim gerceklestirebilen ve yara iyilesmesinin farkli fazlarinda
etkin rol oynayan bir tasiyici sistem tasarlanmis ve kullanilmistir. Bu sistem iki etken
maddeyi kapsulleyerek ve jel sayesinde topikal olarak uygulanabilecek 6zellik
kazandirilmig ve kontrollii salimlariyla diyabetik sicanlarda inflamasyonunu artirarak
pesinden anjiyogenezi tesvik ederek iyilesmesi zor olan yaralarin daha hizl bir sekilde

tyilesip/iyilesmedigi sorgulanmistir.

Anahtar Kelimeler: Nanopartikiller, Hidrojel, Protein tasinimi, Surfaktan, VEGF, GM-
CSF, Karakterizasyon, Yara lyilestirme
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Chronic wounds of patients with metabolic problems/diabetes, which are questioned by
many researchers in the field of health and which have not yet been completely cured, are
one of the challenging clinical problems. Vascular problems that develop in diabetic
patients are the main cause of ischemia. On the other hand, deficiencies and impairments
in cellular and humoral response develop in diabetic patients. For these reasons, the levels
of growth factors that promote wound healing decrease or they lose their effective
activity. Chronic wound healing problems develop in diabetic patients due to decreased
cellular and humoral levels and blood supply problems due to vasculopathy added to
them. Vascular endothelial growth factor (VEGF) (MA 45 kDa) is the most powerful
angiogenic growth factor that stimulates vascularity during wound healing and thus
accelerates healing. Granulocyte macrophage stimulating factor (GM-CSF) (MA 14 kDa)
is known to stimulate cell proliferation and accelerate wound healing. Ensuring the
presence of VEGF and GM-CSF levels in the wound area in a controlled manner or giving
them indirectly will provide a positive biological effect on wound healing. The aim of
this study is to develop a material consisting of PCL-based polymeric particles or polymer
lipid hybrid particles loaded with VEGF and GM-CSF as biological dressing material in
diabetic wounds. In the first stage, a temperature-sensitive, injectable, pluronic F127-
based hydrogel containing angiogenic and cellular response-stimulating factors has been

developed. The ability of these hydrogel, streptezotocin-induced diabetic Spraque



Dawley rats to heal wounds created on the back was evaluated. Within the scope of the
thesis, PCL-based polymeric particles and polymer-lipid hybrid particles (200-1000 nm)
were prepared using the double emulsion solvent evaporation method. The particles were
characterized by LS, AFM and SEM, and their size, size distribution and morphology
were evaluated. In order to evaluate the in vitro uptake/release capabilities of polymeric
and hybrid particles, bovine serum albumin (BSA, MA 60 kDa) and Lysozyme (MA 14
kDa) were used as model proteins. In the last of the studies, it was seen that polymer-lipid
hybrid particles can be highly encapsulated proteins singly and/or bilaterally and that they
can perform controlled releases of proteins according to their molecular weight for 21
days. The hybrid particles were then incorporated into the temperature-sensitive
injectable Pluronic F127 hydrogel for topical application to the wound area. The
rheological properties of the temperature-sensitive hydrogel were evaluated by
determining the gelation temperature. Results showed that when the ambient temperature
of the pluronic F127 gel was in a fluid state at +4 °C, it became a gel with an increase in
viscosity when it increased to 37 °C (body temperature). With the in vitro release studies
of the hydrogel, it was observed with the results obtained that the model protein-loaded
hybrid particles minimized the undesired burst releases and performed the controlled
releases. Within the scope of the study, the effect of the hydrogel containing VEGF/GM-
CSF loaded polymer-lipid hybrid particles designed specifically for the wound area on
the healing of 2 cm diameter wounds on the back of diabetic rats was monitored for 10
days as a preliminary study, and the wounds were examined histomorphically at the end
of the period

In this thesis, a carrier system that can perform multi-component sequential release and
plays an active role in different phases of wound healing with the combination of VEGF
and GM-CSF, which will take place for the first time in the literature, was designed and
used. By encapsulating two active ingredients and by encapsulating the two active
ingredients, this system has been made to be applied topically, and it has been questioned
whether difficult-to-heal wounds heal faster by increasing inflammation in diabetic rats

with controlled releases and then promoting angiogenesis.

Keywords: Nanoparticles, Hydrogel, Protein Delivery, Surfactant, VEGF, GM-CSF,
Characterization, Wound Healing
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1 GIRIS

Cilt viicudun en biiyiik organ1 ve dis ortama karsi ilk koruyucu bariyeridir. Sayisiz
yaralanmaya ve yaniklara maruz kalmaktadir. Yara cildin ¢esitli sebepler ile doku
biitiinliigiiniin bozulmas1 olarak tanimlanmaktadir [1]. Insanlarin hayat1 boyunca sik¢a
yasadig1 yaygin bir durumdur. Yara, yalnizca deri tabakasinin epidermisi veya dermisin
(ikinci tabaka) yiizeysel kismi ile sinirliysa, cildin kendi kendine iyilesme yetenegi ile 4
hafta gibi bir siirede iyilesebilmektedir [2]. Bu tip yaralar opsiyonel pansuman ile
iyilesme gostermektedir. Tam kat deri kaybini igeren yaralar ise ek girisimleri
gerektirmektedir. Yaralar akut ve kronik yaralar olarak siniflandirilirlar. Eger yaranin
derinligi hipodermise (liglinclii tabaka) ulasirsa yara iyilesmesi biiyiik Olciide
uygulamalara ihtiya¢ duyulabilir. Iki haftay1 gectigi halde iyilesmeyen yaralar kronik
yaralar olarak simiflandiriimaktadir. Kronik yaralarda ¢ogu defa dokunun kanlanmasi
yetersiz olmaktadir. Yaslilik, beslenme bozuklugu, diyabet ve immiin yetersizlik
durumlarinda yara iyilesmesi zorlasmaktadir. Bu iki farkli tip yaranin iyilesme siiregleri
farkli olmaktadir. Yara iyilesmesi, bir¢ok asamadan olusan karmasik bir hiyerarsik
srectir [3]. Dort temel fazdan olusan yara iyilesmesinde gesitli hiicreler, biiylime
faktorleri, sitokinler vb hiicreler birlikte hareket ederek gorev almaktadir [4]. Yaranin
meydana gelmesi ile bolgede kanamanin durduruldugu ilk basamak hemostazdir [5]. Bu
faz1 hizli bir sekilde takiben inflamatuvar fazi gelmektedir. Burada pro-enflamatuar
hicreler (nétrofiller), blylime faktorleri, sitokinler ve patojenleri temizleyen makrofajlar
gorev almaktadir. Inflamatuvar fazin ardindan yarali bolgeyi doldurmak icin yeni
dokunun, yeni kan damarlarinin (anjiyogenez) ve matriks yapisinin olusturulmaya
baslatildig1 proliferatif faz gelmektedir. Son olarak yeniden modellenme fazi ise hiicre
dis1 matriksin gerilme mukavemeti arttirmakta ve onarilan bdlgede yeni kan damarlar
olusturularak kan akigi arttirlmaktadir [6, 7]. Yeniden modellenme basamagi yara
tyilesme siirecinin en uzun ve en son basamagidir.

Yetiskinlerde normal yara iyilesmesi, c¢oklu hiicre tiplerini, biliyiime faktorlerini,
sitokinleri ve kalsiyum, ¢inko ve magnezyum gibi metal iyonlarinin etkilesimini
icermektedir [8]. Yara iyilesmesinde rol oynayan biiyime faktorleri hedef hiicrelerdeki
spesifik reseptorlere baglanan ve ¢ok cesitli hiicresel davranislar diizenleme yetenegine
sahip hiicreler tarafindan salgilanan suda ¢oziinebilen proteinlerdir [9]. Molekiil

agirliklar1 4000-60000 Da araliginda degismektedir.



Yara iyilesmesi siirecinde rol oynayan buytme faktorlerinden biri de vaskiler endotelyal
bliylime faktorii (VEGF)’diir. Damarlanmanin ana diizenleyicisidir ve 7 {iyeden
olusmaktadir Yara iyilesmesinde biiyiik 6l¢lide vaskiiler endotelyal biiylime faktorii-A
(VEGF-A) islev gormektedir [10]. VEGF ile yapilan ¢alismalarda damar endotel hiicre
cogalmasini hizlandirdigi, olusturulan yara modellerinde inflamasyonu azaltarak
anjiyogenezi tesvik ettigi goriilmektedir [11].

Granulosit makrofaj stimiile edici faktor (GM-CSF) ise, molekiiler agirligi 22.000 D olan
bir glikoprotein yapida doku buyume faktoridir ve deride cok fonksiyonlu bir yara
tyilestirici sitokin gibi gorinmektedir [12]. GM-CSF, yaralanmadan kisa bir siire sonra
epiderm hicresi proliferasyonuna (otokrin bir ekli ile) aracilik eden derideki keratinositler
tarafindan salgilanmaktadir. Kronik yaralarda lokal olarak verilen thGM-CSF'nin ilk
kullanimi 1994 yilinda bildirilmistir [13]. GM-CSF ile yapilan ¢aligmalarinda olusturulan
yara modellerinde GM-CSF ‘nin damarlar i¢inde ve ¢evresinde inflamatuar infiltrasyon
ve fibrinoid dejenerasyonu tesvik ettigi goriilmektedir [12].

Akut ve kronik yaralarin tedavisinde blyume faktorlerinin stabilitesini gelistirmek ve
kontrollii salinimini saglamak icin birka¢ farkli ilag tasima sistemi gelistirilmistir.
Biiyiime faktorleri igin ilag tasima sistemi matriks yapilarina ve ¢ok yonlii sistemlere gore
siniflandirilmaktadir. Son zamanlarda, bircok biyomalzemenin, ila¢ salinimin
gerceklestirmek icin hidrojeller ve mikrokiireler gibi tasiyicilar bildirilmistir. Bunlar
arasinda, gozenekli mikrokiirelerin gézenek boyutlart kolay bir sekilde kontrol edilerek
istenilen diizeyde ilag/protein salinimi gergeklestirebildiklerinden oldukga cazip hale
gelmislerdir [11]. Ilag ve/veya proteinlerin kontrollii salim sistemlerinde polimer-lipit
hibrit partikullerde tasarlanmaktadir. Polimer-lipit hibrit partikillerde polimer/lipit
oranlar1 degistirilerek etken maddelerin kapsiillenme verimleri ayarlanabilmektedir [14].
Bu bilgiler dogrultusunda diyabetik yaralarin iyilesmesinde kullanilmak iizere ¢alisma
kapsaminda kombine tedavi amaciyla kullanilabilecek, birden fazla bilesimin salinimina
olanak verecek c¢ok bilesenli mikro i¢inde ‘nano/nano in mikro’ yapili sirali salimi
saglayabilecek bir sistem tasarlanmistir ve ilag alim ve salim veriminin incelenmesi ve
hayvan modellerinde performansinin gozlenmesi planlanmistir. Tez ¢aligmasinda amag
polimer temelli partikillere VEGF ve GM-CSF es zamanli yiiklenmesi, kontrollii ve sirali
saliminin gergeklestirilmesi ve bdylece yara iyilesmesi siirecinde prosesin ihtiyag
duydugu ligantlarin gerekli zamanda salimmin saglanmasidir. VEGF ve GM-CSF
saliminin secilen model molekiiller kullanilarak kontrollii olarak gergeklestirilmesinin

ardindan bu yapilarin uygulanabilirligi goz 6niine alinarak bir poloksamer (F127) hidrojel
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bazli bir yara Ortiisii i¢ine entegrasyonu hedeflenmistir. Boylece tasarladigimiz yara
ortlst, yara bolgesini nemli tutarak VEGF/GM-CSF’nin salimlarinin kontrolli bir
sekilde gerceklesmesi saglanarak iyilesmesi zor olan yaralarin (farkli iyilesme
basamaklarini etkileyerek) iyilesmesi hedeflenmistir. Tez calismasinda tercih edilen
diyabetik siganlarda gelisen damar sorunlar1 ug organlardaki (parmak,ayak vs) iskeminin
temel nedenidir. Bunun ¢6zlimii, varolan damarlarin endovaskiiler girisimler ile agilmasi
ya da anjiyogenezin tetiklenerek iskemi ile bas edilmesi gerekmektir. VEGF ile bu
sorunun giderilmesi hedeflenmistir. Ote yandan diyabetik hastalarda hiicresel ve hiimoral
yanittaki yetersizlikler ve bozukluklarin da GM-CSF ile giderilmesi hedeflenmistir. Bu
ikili kombinasyonun yara bolgesinde makrofajlar1 stimiile etmesi ve anjiyogenesizi
arttirma dzelligi nedeni ile yara iyilesmesini hizlandiracag: dngériilmiistlr. In vivo olarak
da islenebilirligini gosterebilmek amaciyla diyabetik hale getirilen Spraque Dawley

ratlarda yara modelleri olusturulurak 6n ¢alisma gergeklestirilmistir.



2 GENEL BILGILER

2.1 Deri
Viicudun en biiylik organi olan deri, yasam i¢in gerekli olan fizikokimyasal olgular
barmndirir ve orttiigii dokular: ultraviyole (UV) ve radyasyondan, mikroorganizma lardan
ve dis etmenlerden korur. Deri sicakligi ayarlayabilme ve kendi kendine iyilesme
yetenegine sahiptir [15]. Ortalama bir yetiskinin cildi yaklasik olarak 170-200 cm? ve
agirhigi 15-17 kg arasinda degismektedir [16].
Normal bir deri distan ige dogru epidermis,dermis ve hipodermis olarak t¢ katmandan
olusur.

e Epidermis
Derinin en dis katmamidir ve bariyer gorevi gormektedir. Patojenlerden
kaynaklanabilecek enfeksiyonlara kars1 korur. UVA 1sinlarindan korumaktadir.

e Dermis
Derinin en biiyiik bilesenidir. Dermiste bir¢ok hiicre tipleri ve sinir aglari bulunur.

e Hipodermis

Mekanik ve fizyolojik destek saglar, daha biiyiik sinir ve damar aglar1 icerir.

2.1.1 Epidermis

Viicudun en dis tabakasidir ve viicudun farkli yerlerinde farkli kalinlikta bulunmaktadir.
En kalin epidermis, avug i¢i ve ayak tabaninda 1,5 mm kalinliginda, en ince epidermis ise
g6z kapaklarinda 0,05 mm kalinligindadir [17]. Toksik maddelere ve zararli
organizmalara kars1 gecirgen degildir. Ayrica viicudun su kaybini kontrol eden tabakadir
damarsal yapilar bulunmaz beslenmesi ve metabolik degisimi difiizyon ile gerceklesir
[18]. Ana hiicresi ¢ok katli yassi epiteli olusturan, kil ve tirnagin temel yapisini olusturan
filament yapili protein olan keratini Ureten Keratinositlerdir ve hiicrelerin %95’ini
olusturmaktadir [19]. Geri kalan %5’ melanositler, Langerhans hicreleri ve Merkel
hiicreleri olusturmaktadir.

Epidermis tabakasi keratinosit farklilagmasina bagli olarak stratum corneum (en dis
katman), granul katman, spin6z katman ve bazal katman (en i¢ katman) olmak tizere dort
ana katmana ayrilir. (Sekil 2.1). Bazal membran epidermisin en alt tabakasidir, tek
katmanl1 keratinosit hiicrelerini icermektedir. Bu hiicreler cogalarak cildin fiziksel

bariyerini saglayan ve en distaki Ol deriyi temsil eden stratum corneum hiicrelerine



farklilasmaktadir. Ayrica melanositler ve Merkel hiicreleri de igermektedir. Bu tabakada
cilt pigmenti olan melanin {iretimi ger¢eklesmektedir [20]. Merkel hiicreleri kiginin
derisine uygulanan temasin farkedilmesini varmasini saglayan hiicrelerdir [10]. Dermis
katmaninin hemen iizerinde yer almaktadir. Bazal membranda bulunan hiicreler {ist
katmanlara dogru farklilagtikga islevlerini kaybetmekte ve oOlmektedirler, deriden
dokiilerek disar1 atilmaktadir. 12-25 giinde gergeklesen bu siire¢ keratinizasyon olarak
tanimlanmaktadir. Bazal membrandaki hiicreler yukar1 dogru hareket ederken yassilasir
ve niikleuslarini kaybederler ve canliliklarin yitirerek 6lii keratin yapilara doniisiirler. Bu
yapilar epidermisin en dis katmani startum cornemu olustururlar. Bu katman sayesinde
viicuda su dahil, yabanci malzemelerin deriye girmesi veya viicut sivilarin ¢ikmasi
engellenir. Keratinositlerin ¢ekirdeklerinin kaybetmesiyle keratin ad1 veriler sert yapilar
olusur, kimyasal etkilere dayaniklidir ve o bolgede organlari korudugu i¢in derinin diger
tabakalarindan 6nemli rol oynamaktadir [18] [23].

Stratum spinosumda hiicreleri birbirlerine baglayan yiiksek konsantrayonda keratin
filamentleri ve desmozomlar bulunur. [17] Bu tabakada daha ¢ok langerhans hicreleri
bulunur. Langerhans hicreleri ciltte imminolojik durumlarda antijen Ureten hiicrelerdir.
Bu hiicreler arasinda cildin nem dengesini saglayan lipitlerin tdretimleri de
gerceklesmektedir [20].

Stratum spinosum tabakasi lizerinde stratum granulosum yer almaktadir. Stratum

granulosumda siral1 yassi hiicrelerle keratin {iretimine katki saglamaktadir.

Apligraf Insan Derisi

(A) (B)

Stratum corneum
__Stratum corneum

gratinosit Granul Katman
~ Dikenli Tabaka

g”_~ Granul Katman
_Dikenli tahaka

el Langerhans hiicresi

b : 8 Melanosit
"1 Bazal katman
- Sag folikdld

Endotelyal hicre
— Kirmizi kan hicresi

— Beyaz kan hucresi
Ter Bezi

- Nermal matric

Fibroblast

-~ Bazal Katman __§

Fibroblast
Dermal Matris —~

Sekil 2-1 Derinin Yapisi [19]



Epidermisin katmanlarinda keratinositler, melanositler, Langerhans hiicreleri ve Merkel

hicreleri olmak Uzere dort hiicre tipi bulunmaktadir.

2.1.1.1 Keratinositler

Epidermisin ana hucresi keratinositlerdir [17]. Sa¢ ve tirnagin temel yapisini olusturan
keratini tireten hiicrelerdir. Epidermisin biitiin katmanlarinda bulunmaktadir. Bu hiicreler
yassidir en alt tabaka olan stratum bazale’nin kok hiicre havuzlarinda meydana
gelmektedir. Bazal membranda iiretilen hiicreler {ist katmanlara dogru farklilastikca
islevlerini kaybetmekte ve dlmektedirler deriden dokiilerek disar1 atilmaktadir. 12-25
giinde gerceklesen bu siire¢ keratinizasyon olarak tanimlanmaktadir. Keratinizasyon
slireci sentez asamasi ve bozunma asamasi olmak {izere iki asamadan meydana
gelmektedir [17]. Ilk asama bazal mebrandaki hiicreler béliinmeye basladiktan sonra
baslar, hiicrelerin bir kismi bazal membranda kalirken bir kismi ise ylizeye dogru ilerler
ve farklilasmaya baglar [17] [21]. Hiicreler stratum spinosum tabakasinda keratin
iiretmeye baglar.

Keratinositler, hastalik, yaralanma ve iltithaplanma durumlarinda hizli c¢ogalma

yeteneklerine sahiptirler ve mikroorganizmalara kars1 koruyucu etki yapar.

2.1.1.2 Melanositler

Stratum bazalede bulunurlar ve ndroendokrin sistemin bir pargasi olan hiicrelerdir.
Melanositler melanin sentezlerler ve epidermisin pigment olusturan hiicreleridir. Yiizde,
bacak ve genital bolge dahil viicudun farkli bolgelerinde farkli yogunlukta
bulunmaktadirlar [17]. Bu hiicreler, keratinositlerin aralarinda bulunan dendritik
uzantilara sahiptirler.Glines gormeyen deride melanositler bazal tabakada bulunmakta,
giines 1sinlan ile birlikte melanositlerde enzim aktivitesi hizlanarak, melanin yapimi
hizlanmakta ve keratinositlerde birikimi artmaktadir Melanin pigmenti cildi ultaviyolenin
zararl etkilerinden korur. Melanin pigmentinin keratinostilerde birikmesiyle melanofor

yapilar1 olugsmaktadir. Bu yapilar insanlarda ve hayvanlarda derinin rengini vermektedir.

2.1.1.3 Langerhans Hucreleri

Dentritik uzantilar1 olan stratum spinzoum tabakasinda bulanan yildiz seklinde
hiicrelerdir. Kemik iliginden koken alirlar. Langerhans hiicrelerinin primer fonksiyonu
ciltteki ilk immiinolojik savunmay1 olusturmaktir [17] [22]. Bu antijen sunan hiicreler,
yabanci saldirgan maddeleri alir ve onlar1 T hiicrelerine sunmak i¢in isleme tabi tutar
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[17]. Ultraviyole 1sinlarina uzun siireli maruz kalindiginda bu hicrelerde duyarlilik

gozlenir ve yeteneklerinin kaybolmasina neden olur.

2.1.1.4 Merkel Hucreleri

Avug i¢i, ayak tabani, oral ve genital mukoza ve tirnak yataginin stratum bazalede
bulunan merkel hiicreleri dokunma duyusunun algilanmasinda rol oynar. Bu hiicreler

senzorik sinir sonlari ile iliskilidir.

2.1.2 Dermis

Dermis, epidermisin altinda yer almaktadir. Dermisin kalinligi en kalin sirt bolgesinden
(3 mm), en ince dermis goz kapaginda olarak degismektedir. Beslenmeyi saglayan
damarlar1 duyuyu saglayan kan damarlar1 ve sinirleri ayn1 zamanda sag¢ kokleri ve ter
bezleri gibi yapilart igerir [17]. Bol miktarda kollajen ve elastik ipler icerir. Epidermise
hem besleyici hem de yapisal destek saglar.

Dermis iki tabakadan olusmakta, papiller dermis ve retikiiler dermis olarak
adlandirilmaktadir. Papiller dermis epidermisin hemen altinda retikiiler dermis daha
derinlerde bulunur. Papiller dermis, ince kollajen fibrillerin i¢ i¢ce bulundugu bolimdiir.
Retikiler dermis daha aseliilerdir ve papiller dermise gore daha kalin kolajen igerir ve

elastik liflerden daha yogun bir ag orgiisiine sahiptir [19].
2.2 Yara ve Yara iyilesmesi

2.2.1 Yara

Ciltte ya da mukozada, travma, cerrahi girisim veya hastalik sebebiyle meydana gelen,
fonksiyon kaybina, doku biitiinliigiiniin bozulmasina yara denilmektedir. Yaralanmalar
deri altt doku, kaslar, tendonlar, sinirler, damarlar ve kemik gibi diger dokulara ve

yapilara kadar uzanabilmektedir [23].

2.2.2 YaraTipleri

Yaralar iyilesebilme yeteneklerine gore ikiye ayrilmaktadir. Yara yalnizca deri
tabakasinin kiiglik bolgeleri, epidermis veya dermisin (ikinci tabaka) ylizeysel
kisimlariyla sinirliysa, cildin kendi kendine iyilesme yetenegi ile 4 hafta gibi bir siirede
iyilesesir [2]. Bu tip yaralar akut yaralar olarak smiflandirilmaktadir. Eger yaranin

derinligi dermis ve hipodermise (liglincii tabaka) ulasirsa kronik yaralar olarak
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siniflandiriimaktadir. Ote yandan kronik yaralar ¢ogu zaman doku biitiinliigiinii tehlikeye
atan metabolik sorunlar, yatkinlik durumulari vs. gibi olarak vicut igerisindeki
mekanizmalar tarafindan meydana getirilmektedir. Bu tip yaralarda ¢ogu defa doku
kanlanmas1 yetersiz olmaktadir. Yaralarda iyilesme, yashlik, beslenme bozuklugu,
diyabet ve immiin yetersizlik gibi nedenlerle zorlagsmaktadir.
Kronik yaralar diyabetik {ilserler, vendz iilserler ve basi yaralart gibi gruplara
ayrilmaktadir [24].
1. Diyabetik tlserler
Damar tikanmalar1 ve periferik sinir hiicrelerinin hasarlanmasina bagli olarak doku
biitiinligiiniin bozulmasina neden olan komplikasyonudur.
2. Venoz ulserler
Bacagin toplar toplardamarindaki yetmezlik nedeniyle meydana gelen kronik yaralardir.
3. Basi yaralari
Diyabetik ve venoz iilserler genellikle yaslilarda géziikmesine ragmen basi yaralart her
yasta insanda goziikmektedir. Bir bolgenin uzun siireli ve araliksiz olarak basinca maruz

kalmasiyla bas1 yaralar1 olusmaktadir.

2.2.3 Yara iyilesme tipleri
2.2.3.1 Primer iyilesme

Biitlinliigli bozulan dokunun cerrahi dikis veya bantlar ile kars1 karsiya getirilip
kapatilmasi esasina dayanir. Primer iyilesmede kiciuk 6dem, ince bir yara izi ve
enfeksiyon olmadan devam eder. Primer iyilesme enfeksiyon olmadan 4-6 giinde hizlica

tyilesir.
2.2.3.2 Sekonder iyilesme

Tam kat yaralarda yara bolgesi acik birakilarak yaranin kendi kendine iyilestigi
durumdur. Agik birakilan yara kontraksiyon, granulasyon ve epitelizasyon ile
kapanmaktadir. Daha biiyiik bir yara izi olusur, yara kapanmasi uzun siireli olursa kronik
yaraya doniismektedir. Yaranin iyilesmesi 2-3 hafta siirmektedir. Enfekte yaralari, bocek

1siri@inin olusturdugu yaralar ve yanik iyilesmesinin tipi buna 6rnek verilebilir.

2.2.3.3 Tersiyer Iyilesme

Yaranin girisim yapilmadan agik kaldig1 slrecte goriilen 1yilesme tipidir.



Yaralanma ile baglayan yara iyilesmesi hemostaz/inflamasyonu fazi ve yeniden
sekillenme fazini1 iceren ¢ok hiicreli organizmalardaki karmasik olaylardan biridir.
Iyilesme iki farkli mekanizma ile gerceklesebilir; a) rejenerasyon b) onarim.
Rejenerasyon orijinal dokunun iyilesmesini saglarken, onarim matriks sentezi, hlcresel
yanitlar sonucunda skar formasyonu olusumudur [3]. Yara iyilesme tipleri sekil 2. 2°de

gosterilmistir.

Primer iyilesme

Epitelizasyon

Bag Dokusu

Sekonder Iyilesme

Kasilma

Epitalizasyon

Tersiyer Iyilesme

Kasilma

Bag Dokusu

Sekil 2-2 Yara Iyilesme Tipleri [25]

Yara iyilesmesini etkileyen faktorleri lokal ve sistemik olarak gruplandirmak miimkiindiir
[10, 26].
Lokal faktérler

e Kuruluk/Nem

e Bakteriyel Enfeksiyon



e Nekrotik Doku
e Basing
e Travma ve Odem

e Sigara kullanim1

Sistemik Faktorler
e Yas
e Vicut Tipi
e Kronik Hastaliklar
e Radyasyon Tedavisi
e Beslenme mazuriyeti
e Anemi

e Immiin/Metabolik sorunlar
2.3 Yara lyilesmesinde Gorev Alan Yapilar

Yara iyilesmesinde farkli hiicre tipleri, pihtilagma faktorleri, bag dokusu, biiylime
faktorleri, sitokinler ve vaskiiler sistem hiicreleri gibi yapilar gorev almaktadir. Yara

iyilesmesi bu yapilar arasindaki etkilesimleri tarafindan ger¢eklesmektedir [27-29].
2.3.1 Hiucreler

Yara iyilesmesinde gorev alan hiicreler asagidaki gibidir.

Trombosit: Yara iyilesmesinin hemostaz asamasinda rol oynamaktadir. Damar ile ilgili
yaralanma bolgelerinde kanamay1 durdurucu gorevleri mevcuttur. Kan pihtilasmasinda
onemli bir yere sahiptir. Onemli matriks bileseni fibrinojendir. Ek olarak, doku onarimini
destekleyen, anjiyogenez, inflamasyon sirecleri etkileyen maddeleri icermektedir.
Cekirdeksiz  hiicrelerdir ona ragmen doku faktorii ve interlokin-1 beta
sentezleyebilmektedirler [30].

Notrofiller: Notrofiller ve makrofajlar bagisiklik sistemi hiicrelerindendir. Yaralanmada
yara bolgesine ilk ulasan bagisiklk sistemi hiicresi notrofillerdir. Yara iyilesmesinin ikinci
basamagi olan inflamatuar evresini baslatirlar.. Bu hiicrelerin baslica gorevi agik yaray1

istila eden bakterileri yok etmek ve o bolgeyi dekontamine (tezmilemek ile ) gorevlidir.
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Notrofillerin ¢ok hizli ve etkili tepkisi, deri vs.gibi bariyer yilizeylerinin yaralanmasinda
enfeksiyon sansini en aza indirirler Notrofillerin gérevlerini tamamladiktan sonra doku
onarimi ve iyilesme siireci baslamaktadir [31].

Makrofaj: Makrofajlar yara iyilesmesinde merkezi bir rol oynamaktadir sayet
makrofajlar aktif olmazsa ardisik seyreden yara basamaklarinin ilerlemesi kesintiye
ugramaktadir. Yaralanmadan 24 saat sonra yaralanma bolgesinde farklilagan monositler
yogunlasir Inflamasyon evresinde antimikrobiyal savunma gibi 6nemli bir rolde gorev
alirlar

Fibroblastlar: Yara iyilesmesinde etkili ektraselliiler matriks (ECM) sentezi ile yaranin
kontraksiyonnun saglar bir baska deyisle kollajen yapimini arttirarak diger hiicresel
aktiviteleri destekler Yaranin kontrakte olmasinda 6nemli rol oynar [32].

Gelisen myofibroblastlar ayn1 zamanda anjiyogenez ve graniilasyon dokusu olusumunu
destekler.. Yara kontraksiyonunda temel rol oynayan hicreler myofibroblastlaridir.
Bunlarin yoklugunda atonik yaralar gelisir.

Kollajen Lifler: Kollajen, hiicre disi dermal matriksin (ECM) biiyiik boliimiinii olusturan
Uclu sarmal yapida protein molekiiliidiir. Yapisal ve islevsel olarak hiicre digi matriksin
onemli bir proteinidir. Yara iyilesmesinde yeniden modelleme fazinda rol oynarlar.
Yaranin gerilim guctinden sorumludur. Gerilme kuvveti ile kollajen lifleri arasinda dogru
orant1 bulunmaktadir. Kollajen liflerin az oldugu durumlarda iyilesmis dokunun direnci

de azalmaktadir.
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2.4 Yara iyilesme basamaklari

Yara iyilesmesi dort asamadan meydana gelmektedir.

Hemostaz ve Enflamasyon Hiicres

Yeniden
Epitelizasyon Yara Kasilmas:
Keratinosit Miyofibroblastlar
Trombosit Tikao Olusumu Sag Kok Kak CeSMA
WVF Hicreleri
Trombin Neovaskiilarizasyon
fibrinajen

Endotel hicreleri ifadesi

Fizrin Matriks Olusumu Trombin Kollajen Yeniden Modellenme
WEGF Fibroklast:

Bagisikhik Hiicre Kelonizasyonu PDGF MMI_JS

= . bFGF Kaollajen |

Matrofiller . .
_ MMP'ler Kollajen Capraz Baglanma
ThFa Grandl Dokusu Depol.
1L B raniilasyon Dokusu Depolanmasi
N Fioroblastlar sunlan ifade
Menositler eder:
Makrofajlar Kollajen 11
PDGF, TGF-B,FGFVEGE Proteoglikanlar vi.
l L L Ll Ll L l L L Ll Ll LB Tl Ll Ll Ll T T rrw [ Ll
0,1 1 10 100

Zaman (gun)
Sekil 2-3 Yara lyilesme Asamalar1 ve Hiicreleri [3] [33] [34]

2.4.1 Hemostaz

Hemostaz yara olustuktan sonra pihti olusturarak kanamanin durdurulmasini saglayan
damarlarin verdigi ilk yanittir [23]. Damar yaralandiktan sonra olusan piht1 fibronektin,
trombin, trombositler ve kollajenden olusur [35]. Pihtilasma ile es zamanda mast
hiicrelerinden histamin salimir. Histamin vazodilitasyon ve vaskiiler gecirgenligi
arttirarak inflamatuar hiicrelerin yara bdlgesinin hiicre dis1 bosluguna girmesine yardimci
olur [23, 36]. Olusan gegici fibrin yap1 hiicrelerin yarali bolgeye tasinmasina izin verir
[23, 32]. Ek olarak, trombositler tarafindan salinan faktorler bir vazokonstriksiyon
stirecini tetikler ve yaradaki l6kositlerin toplanmasi i¢in kemotaktik ajanlar olarak islev

gorur, boylece enflamatuar yanit1 baslatirlar.

2.4.2 inflamasyon

Inflamasyon nétrofillerin yara bolgesine ulasmasi ile baslar. Nétrofiller yabanci

maddeleri ve bakterileri temizlemek icin interlokin 1-beta (IL-1), interlokin 6 (IL-6)
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nekroz faktori-o (TNF-a) gibi kemotaktik ajanlar salgilar. Yaralanmadan sonra 24-48
saat igerisinde notrofillerin seviyesi en yiiksek diizeye ulagmaktadir.

Daha sonra bolgeye monositler ulagir ve makrofajlara doniisiir bélge yabanci cisimler ile
temizlenirken ayn1 zamanda iyilesmeyi devam ettirmek i¢in insiilin benzeri biiylime
faktori 1 (IGF-1), doniistiiriicti biiytime faktorleri o ve B (TGF-o— TGF -B) serbest birakir
[3]. Makrofajlar bu asamada sinyal faktorlerini uyardigi i¢in 6nemli bir rol oynamaktir.
Bu asamada makrofajlar ve notrofiller dokunun yeniden yapilandirilmasi igin ortam
olusturmak ile gorevlendirilmislerdir [37]. Makrofaj kaynakl: sitokinler fibroblast gogii,
yeniden damarlanma, kollajen tiretimi ve yara kontraksiyon ile iliskilendirilmektedir [38].
Kontamine vyaralarda inflamasyon fazi uzamaktadir bu sebeple makrofajlarin

stimiilasyonu ve skar dokusu artmaktadir [39].

2.4.3 Proliferasyon

Bu asama yaralanmadan sonraki 3-5. giinlerde kan pihtisinin, yabanci cisimlerin ve
bakteriyel enfeksiyonlarin ortamdan gittigi, yaklasik 14 giin siiren bir siirectir. Bu evre
fibroblast gocu, kollajen sentez, anjiogenez ve granilasyon dokunun meydana gelmesi
olarak karakterize edilmektedir [38].

Pihtilagsmadan sonra ¢ogalan fibroblastlar kollajen tip III, hyaluronik asit ve fibronektin
iceren matriks metalloproteinazlar ve ekstraseliler matriks elemanlar1 firetirler [3].
Fibroblastlar yara iyilesmesinin 2. haftasinda miyofibroblastlara doniisiirler [40].
Fibroblastlar tarafindan {retilen kollajenler proliferatif ve yeniden sekillenme
asamalarinda yara bolgesinin doku biitiinliigiinii ve giiclinii kazandirmaktadir [40, 41].
Trombositler tarafindan TGF-B, PDGF ve FGF'nin salinmasiyla hemostatik tikag
olustugunda bu asamada anjiyogenez baslar [23, 36]. Anjiyogenez endotel hiicrelerinden
yeni kan damarlariin olusmasidir. Anjiyojenezin en 6nemli diizenleyicileri, vaskiiler
endotelyal buyume faktori A (VEGFA) ve fibroblast blylme faktori 2'dir [42].
Anjiyogenezin baslamasi ile fibroblast proliferasyonu azalmakta, damarlanma ile
saglanan oksijen ile olgunlasmamis kollajen lifleri ¢apraz baglanarak olgun kollajeni
meydana getirmektedir [40]. Yara kenarindaki fibroblastlar, kollajen lifler ve kapiller
yara ylizeyine paralel bir sekilde yer alarak yara kenarlarini birbirine baglamaktadir [43].
Proliferasyon asama sirasinda, yara bolgesi graniilasyon doku olarak bilinen vaskiiler bag
dokusu ile dolmaktadir [3]. Graniilasyon dokusunun gelisimi yara iyilesmesi i¢in 6nemli

parametredir [40].
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2.4.4 Yeniden Sekillenme (Remodelling)

Yara iyilesmesinin son basamagi olan yeniden sekillenme yeni epitel ve skar dokunun
olustugu asamadir [38]. Diger asamalara gore en uzun siireli asamadir 1-2 giin veya daha
fazla stirmektedir. Bu asamada proliferasyon asamasinda olusan graniilasyon dokusu skar
dokusu ile yer degistirmektedir [44].

Daha saglam bir aga dogru organize olan kollajen olusumunu kapsamaktadir [35].Yara
yilesmesinin baslangicinda fibroblastlar tarafindan olusturulan tip III kollajen, daha
saglam yapida olan tip I kollajene doniismektedir [39].

Yara iyilesme asamasinda fibroblastlarin ve makrojaflarin yogunlugu azalmaktadir[38,
45]. Bu fazda kilcal damar biiylimesi durarak yara bolgesinde kan akisi ve metabolik
aktivite azalmakta boylelikle direnci artmig bir skar dokusu olusmaktadir [38].

Yara iyilesme siireci yaklasik olarak 21 glinde tamamlanmaktadir.

Kirmizi
Yara kan Graniilasyon

Kabugu hiicresi Makrofaj Nétrofil Fibroblast Dokusu
Pihti Trombosit

Myofibroblast Kollajen Fiber

Hemostaz inflamasyon Proliferasyon Yeniden Modellenme

Sekil 2-4 Yara iyilesme fazlarmin sematik gosterimi [46]
2.5 Yara lyilesmesinde Kullanilan Tedavi Yéntemleri

Yaralar c¢esitli sekilde enfekte, akut, ventz, kronik ve arteriyel olmak (zere
siniflandirilmaktadir. Etkili yara tedavisi i¢in yaranin durumu, hastanin saglik durumu,
cevre sartlar1 ve yara tedavisinde kullanilan malzemeleri 6zellikleri gibi etkenlerle iyi bir
degerlendirme yapmak onemlidir. Yara iyilesme siirecini gelistirmek ve daha iyi
anlasilmasi amactyla farkli tedavi yontemleri mevcuttur [47]. Bu yenilikgi tedaviler sirasi
ile su sekildedir; platelet zengin plazma tedavisi (PRP), negarif basin¢l yara tedavisi,
hiperbarik oksijen (HBO), kok hiicre, topikal ajanlar, ozon tedavisi ve bilytiime faktorleri
vb. yontemlerdir [48]. Tez ¢alisma kapsaminda tercih edilen tedavi yontemi biiylime

faktori iceren yontemidir. Bir yaranin basarili bir sekilde iyilesebilmesi hiicresel siiregleri
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dizenleyen blyume faktorlerine, sitokinlere baghdir. Bu ajanlar, bir hedef hicrenin

biiyiimesini ve farklilagmasini saglayan biyolojik olarak aktif polipeptitlerdir.
2.6 Buyume Faktorleri ve Sitokinler

Canlilarin hayatlarinin devamlilig1 i¢in, hiicresel biiyiime, proliferasyon ve hiicresel
farklilagmasi gibi olaylar diizenlemede uyarict 6zellige sahip molekiillere ihtiyag¢ vardir.
Bu molekuller blytme faktorleri ve sitokinlerdir. Genellikle protein ve steroid olmak
tizere iki farkli hormon yapisindadirlar.

Biiyiime faktorlerin agirliklart 4 000-60 000 Da arasinda degisiklik gdosteren bircok tird
mevcuttur ve ¢ok az miktarda bile etkili olabilmektedirler.

Sitokinler, kiiclik molekiil agirlikli hiicresel diizenlemeyi saglayan kiigiik proteinlerdir.
Bagisiklik, inflamasyonu ve kan hiicreleri olusumuna aracilik ederler ve bu sirecleri
duzenlerler. Cok c¢esitli hiicrelerce iretilebilirler ve ¢ok ¢esitli hiicrelere etki

gosterebilirler [49].

2.6.1 Biiyiime Faktorleri ve Sitokinlerin Yara lyilesmesindeki Rolii

Hiicresel arasi etkilesiminde gorev alan biiylime faktorleri ve sitokinlerin yara
tyilesmesinde Onemli rolleri vardir. Biiylime faktorleri yara iyilestirme 06zelligi
damarlanmay1 saglamasi ve hiicresel farklilasma tizerinedir [38]. Sitokinler ise yara
iyilesmesine hiicre boliinmesi iizerine etkilidir.Biiylime faktorleri yara iyilesmesinin her
fazinda etkin rol oynamaktadirlar. Ornegin inflamasyon fazinda makrofajlarin uyarmasi
ile yara bolgesine gelmektedirler.

Yara iyilesmesinde onemli gorevlere sahip oldugu kanitlanmis biiylime faktorleri
arasinda, PDGF, FGF, VEGF, TGF-B, EGF, IGF, GMCSF, IL-1, IL-2, TGF-a yer
almaktadir.

Epidermal biiytime faktorii (EGF), bircok memeli tiiriiniin farkli doku ve viicut sivilarinda
bulunan 53 aminoasitten olusan bir polipeptittir. Yara iyilesmesini hizlandirmak i¢in
potansiyel olarak incelenen biiyiime faktoriidiir ve en iyi taninan biiylime faktorleri EGF
ailesine iiye olanlaridir. EGF ailesi {iyeleri, hiicre biiylimesi,cogalmasi ve farklilagsmasi
i¢in anahtar diizenleyiciler olarak kabul edilmislerdir [50].

EGF, fibroblast, makrofaj, keratonosit ve trombositlerden koken almaktadir. Epitel hiicre
ve fibroblast profiferasyonu, anjiyogenez (damar olusumu), kollejenaz aktivitesini

uyarmak reepitelizasyonu arttirmak gibi etkileri vardir.
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Fibroblast buytme faktoru (FGF), 23 lyeden olusmaktadir. Kronik yara iyilesmesinde
rol olan en 6énemli ¢ Uye FGF-2,FGF-7 VE FGF-10’dur. FGF’ler keratinositler,
fibroblastlar, endotel hucreleri, diz kas hucreleri,kondrositler ve mast hicrelerinden
koken almaktadirlar[9]. Yara iyilesmesinde gorevleri anjiyogenezi uyarmak, endotel
profireasyonu ve motiliteyi arttirmak, neovaskiilarizasyonu hizlandirmaktir.

Transforme edici blyime faktéri (TGF), makrofaj, epidermal hiicreler, trombositler,
makrofajlar, nétrofiller, lenfositler tarafindan tiretilmektedir. Alfa ve beta olmak tizere iki
grup igerirler.

TGF-p ailesi TGF-B1, kemik morfojenik proteinleri (BMP) ve aktivinleri icermektedir.
Yara iyilesmesinde, TGF-B1 inflamasyon,anjiyogenez, yeniden epitelizasyon ve bag
dokusu rejenerasyonunda énemli bir yere sahiptir. Kolajen iiretimini uyarma yetenegine
sahiptir ve skar gelisiminde rol oynadig1 distiniilmektedir [51].

TGF-a, EGF ile benzerlik gostermektedir. Hatta EGF hiicre reseptoriine 100 kat affinite
ozelligi gosterecek sekilde baglanarak biyolojik etkilerini gosterebilmektedir. Yara
iyilesmesinde  keranositlerin  ¢ogalmast ve gociinde etkilidir. Kan akisinin
diizenlenmesinde, yeni damarlarin olugsmasinda EGF ‘ye gore daha giiglii etki ettigi
bildirilmistir [52].

Trombosit Kokenli Blylme Faktori (PDGF), makrofajlar,trombositler, endotel hiicreleri,
keratonosit, kondrositler ve diiz kas hiicrelerinden koken almaktadirlar. Yara
tyilesmesinin her asamasinda rol oynamaktadir. Makrofaj ve notrofil kemotaksisi ve
proliferasyonu uyarmakta, anjiogenez stimiilasyonu diizenlemekte ayrica remodellinge
yardimc1 olmaktadir. Yaralanma sirasinda yara sivisinda bolca bulunmaktadir.

Vaskiler Endotelyal Buylime Faktori (VEGF), endotelyal hicreler, makrofajlar,
keratonositler, fibroblastlar ve diiz kas hiicreleri tarafindan tiretilmektedir [39]. VEGF-
A\VEGF-B,VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E ve plasenta blyime faktorl gibi tyelerden
olusmaktadir. Cesitli in vitro ¢alismalarda VEGF-A’nin endotelyal hiicre gogii ve
proliferasyon olmak {izere anjiyogenezdeki erken olaylar1 destekledigi i¢in yara
iyilesmesinde dnemli oldugu bildirilmistir.

Granilosit Makrofaj Koloni Stimiile Edici Faktor (GM-CSF), yara iyilesmesinin
inflamatuar fazinda nétrofil ve makrofajlar1 kemotaksinini sagladigi i¢in 6nemli bir
faktordur [9]. Fibroblast, endotel hiicreleri ve T lenfositlerinden koken almaktadir. GM-
CSF, yaralanmadan kisa bir silire sonra epiderm hiicresi proliferasyonuna otokrin bir

sekilde aracilik eden derideki keratinositler tarafindan salgilanmaktadir [13].
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2.6.2 Vaskuler Endotelyal Biytme Faktoru

Fizyolojik siireglerde, gelisim sirasinda, yara iyilesmesinde vaskiiler doku beslenmesi cok
onemlidir. Vaskiilogenez ve damarlanmanin olusmasinda vaskiiler endotelyal biiylime
faktoru etkilidir.
VEGF, vaskilogenezi ve anjiyogenezi uyaran bir sinyal proteinidir. Bu protein platelet
kokenli buyime faktori (PDGF) ailesinin Uyelerinden birisidir. Bu buytume faktorinin
endotel hiicrelerinin yaptig1 embriyogenez, yara iyilesmesi, tiimor biiylimesi, okiiler
neovaskiiler hastaliklar gibi kronik inflamatuar hastaliklar1 kapsayan fizyolojik ve
fizyopatolojik olaylarinda gerekli oldugu literatiirdeki ¢alismalarda goriilmiistiir [52].
VEGF’in viicutta sentezlendigi hiicreler: arteriolleri cevreleyen fibroblastlar, aktive
makrofajlar, ovaryum folikiilleri, korpus luteum, Leydig hiicreleri, akciger alveol
hiicreleri, bronsiyal ve koroid pleksus epitelyum hiicreleri, renal glomerdl visseral
epitelyum hucreleri, bobrek proksimal tabdl hiicreleri, adrenal korteksin tim htcreleri ve
hepatositler’dir [53]. Biiylime faktorlerinin islev gorebilmesi igin Oncelikle reseptorlere
baglanmas1 gerekmektedir. VEGF reseptorleri ilk olarak endotel hiicrelerinde
saptanmistir. VEGF hiicre disinda salgilanarak 3 tirozin kinaz, 2 ndrofilin reseptoriine
baglanmaktadir [54].
Canlida VEGF’in ifadesi etkileyen belirli durumlar vardir. Glikoz seviyesinin diislik
olmas1 ve oksidatif stres VEGF salinimimi arttirmaktadir. Bunlarin yani sira hipofiz
hormonlari, nitrik oksit, inflamutar sitokinler VEGF seviyesini etkilemektedir [54].
Tikanmis kalp damarlarina bagli olarak olusan hipoksi sonrasinda VEGF ekspresyonu
artmaktadir. Hipoksi VEGF ekspresyonunu arttirnken CO tarafindan ekspresyonu
azalmaktadir [52]. Hipoksi, VEGF ve reseptorlerinin yapimimi indikleyen ve
damarlanmay1 baglatan en etkili stimuluslardan biridir. Hipoksinin yaninda baz sitokinler
veya bliylime faktorleri de VEGF yapimini diizenlemektedir. Canli viicudunda VEGF nin
bir¢ok islevi mevcuttur.
VEGF’in fonksiyonlar1 agagidaki gibi siralanabilir.

e Endotel hiicrelerin proliferayon, migrasyon aktivitesini uyarmaktadir.

e Vaskilogenez ve bolgede damarlanmay1 saglamaktadir.

e Hiicre 6lumlerini engelleyerek hiicre devamliligini saglamaktadir.

e Noron koruyucu etkileri vardir. Clinkii VEGF hipoksiyi indiikleyen norotropik

etkiye sahip bir anjiyojenik bir peptittir [55].
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e Bir ¢alismada retinal damar gegirgenligi ve 16kostazi arttirdigini bildirmislerdir
[56].

e VEGF reseptorleri, inflamatuar hiicrelerde ve trombositlerde bulundugundan
I6kositlere baglanabilir. Boylece proinflamatuar etki gostermektedir.

e Yaslanmayi geciktirme etkisi vardir.
VEGF gen ailesi

VEGEF ailesi 6 iiyeden olusmaktadir. Bu tiyeler, VEGF-A (Human-VEGF), VEGF-B,
VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E ve Plasenta buyime faktort (Placenta growth factor; PIGF)
‘dir. Bu faktorler temel olarak anjiogenez, damar gegirgenligini diizenlerler fakat VEGF
reseptorlerine baglanma o6zellikleri farklidir. VEGF-A temel olarak anjiyogenezde rol
oynarken, VEGF-C ve VEGF-D lenf anjiyogenezde yer almaktadir [57].

En giiclii ve lizerinde en ¢ok arastirma yapilan proanjiyojenik aracilardan biri VEGF-
A’dir. VEGF-A 45 kDa heterodimerik heparin baglayici bir proteindir [58]. VEGF -A
‘nin Uretildigi yerler makrofajlar, aktiflenmis T-lenfositler, endotel hiicreleri gibi ¢esitli
hiicrelerdir. VEGFR1 ve VEGFR2 yoluyla etki eder ve hipoksi ile aktive olmaktadir [54].
VEGF-A ‘nin simdiye kadar bilinen sekiz adet izoformu bulunmaktadir. Bunlar VEGF-
A1, VEGF-Auss, VEGF-Aug, VEGF-As2, VEGF-A1ss, VEGF-A1gs, VEGF-A1gg ve
VEGF-Ays olarak isimlendirilir. Isimlerdeki sayilar igerdikleri aminoasitlerin say1larimi
belirtmektedir [59]. VEGF1s5 en etkili izoformdur ve anjiyogenezi stimiile etme agisindan
en giiclii olanidur.

VEGF-B, VEGF-A’nin aksine anjiyogenik aktivitede daha az rol oynamaktadir. VEGF-
B apoptotik hucre 6lumi ile ilgili genlerin ifadeleri baskilayarak hiicre apoptozunu
engelleyerek noronlarin, vaskiiler hiicrelerin hayatta kalmasini desteklemektedir [60].
VEGF-C gorevi ise lenfatik damarlarin biiylimesini saglamaktir. Bazi hayvan
modellerinde lenfanjiyojenik 6zellikler gostermistir [61]. VEGF-D, lenfatik damarlarin
biiylimesini tesvik eden VEGF alt grubun bir diger iiyesidir. VEGF-C ile yapisal ve
fonksiyonel benzerlikler vardir. VEGF-E’nin keratinosit islevlerini diizenledigini ve bu
sayede yeniden epitalizasyonu sagladigi caligmalarda gosterilmistir [62]. Plasenta
biiyiime faktorii (PIGF) embriyojenez sirasinda anjiyogenez ve vaskiilogenezde rol
oynayan VEGF alt ailesinin bir tyesidir [63].

VEGF’in Yara Tedavisindeki Rolii, Yara iyilesmesi fibroblastlar, kollajen ve kan

damarlarini iceren fibrovaskiiler doku gibi graniilasyon dokusunun olusmasi agamasini
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icermektedir. Yeni kan damarlarinin olusmasi damarlarin yaralanmasindan yaklasik 3
giin ortaya ¢iktig1 anjiyogeneze baglidir [64]. Canli dokuda damarlanma arttigi zaman
hiicre beslenmesi artmasi beklenir. Hiicre beslenmesi arttig1 i¢in hiicre ¢cogalmasi ve
migrasyonuna bagli olarak doku onarimi ger¢eklesmektedir. Bu asamalarda VEGF
damarlanmay1 saglamaktadir. Yeni damar olusumunun 6nemine dikkat edildiginde doku
hasart bagli hastaliklarda, doku miihendisliginde ve yara tedavilerinde VEGF
kullanilmasi uygun bir yaklagimdir [65].

Tez ¢alisma kapsaminda calisilan VEGF’in ¢esitli hastaliklarda damarlanma etkisinin

gosterildigi ile ilgili galismalar gizelge-2.1 ‘de 6zetlenmistir.
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Cizelge 2-1 VEGF’in cesitli hastaliklarda damarlanma etkisinin gosterildigi ilgili
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2.6.3 Granulosit Makrofaj Koloni Uyarici Faktor

Graniilosit makrofaj koloni uyarici faktdr (GM-CSF), bir¢ok hiicre tipi tarafindan tiretilen
14-35 kDa molekiil agirligina sahip bir glikoproteindir. T lenfositler, makrofajlar, mast
hiicreleri,fibroblast ve endotel hiicreleri tarafindan tiretilmektedir [77]. GM-CSF’nin islev
gorebilmesi i¢in baglandig: reseptor CD116 olarak bilinmektedir.

Graniilosit makrofaj koloni uyarici faktor, ilk zamanlar sadece hematopoietik buyime
faktorii olarak kesfedilmistir. Ilerleyen yillarda pulmoner homeastaz icin de gerekli
oldugu anlasilmistir. GM-CSF ayrica bagisiklik sisteminde etkin bir role sahiptir.
Bagisiklik sisteminin tepkilerinin olusturulmasi ve koordinasyonunda gorev almaktadir.
Bu gorevlerden baslicalar1 su sekildedir; makrofajlarin ve dendritik hiicrelerin
farklilasmasini, olgunlagsmasini ve ¢ogalmasini saglamaktadir. Bu hiicrelerin hayatta
kalmasini ve aktivasyonunu tesvik etmektedir. Viicuda giren yabanci cisimlere karsi ilk
savasi baglatan graniilositlerin alinmas1 ve aktivasyonu saglanmaktadir.

Granulosit vicudun savunma sisteminde yer alan en 6nemli hucrelerden biridir.
Literatirde GM-CSF islevi durdurulmus farelerde miyeloid hematopoezde (kan
hiicrelerinin olusturulmasi) herhangi bir bozukuluk gériilmezken, otoimmiin hastaliklarin
olugmasina neden olmustur. Literatiirdeki bir calismada makrofajlari uyaran sitokinlerden
biri olan interferon gama ile GM-CSF’nin eksikligi kronik enflamasyon, hematolojik ve
kati tiimdrlerin olusumu hizlandirdigint gostermislerdir [77]. Tedavi edici olarak GM-
CSF, kemik iligi nakillerinden sonra nétrofil iyilesmesini hizlandirmak icin periferik kan
progenitdr hucrelerini harekete gecirmek ve akut miyeloid I6semi icin indiksiyon
kemoterapisi alan hastalarda nétropeni siiresini kisaltmak igin kullanilmaktadir. In vivo
calismalarda GM-CSF’nin miyofibroblastlarin farklilasmasini indiikledigi ispatlanmaistir.
Boylece inflamatuar hiicrelerin bolgesel olarak toplanmasina, epidermal hiicre ve
keratinositlerin proliferasyonu aracilik ederek yaranin iyilesmesine yardimci oldugu
gosterilmistir. GM-CSF ile ilgili literatiirde hayvan calismasi ve klinik caligsmalar
gerceklestirilmistir. Yara iyilesmesini hizlandirdigini gosteren calismalar mevcuttur.
Ormegin GM-CSF ile tedavi edilen yaralarda GM-CSF’nin iyilesmeyi gelistirdigi
gosterilmis ve farkli etiyolojiye sahip insan kronik cilt iilserlerinin tedavisinde
kullanilmistir. GM-CSF yara boélgesinde makrofajlar1 stimiile etmesiyle yaranin
tyilesmesine katki saglamaktadir.Yara bolgesinde nétrofil sayisini arttirmak ve islevlerini
gelistirmek yara iyilesmesinin inflamatuar asamasinda olduk¢a Onemli oldugu

kanitlanmustir [9]. Ayrica yarali cilt epidermisinde GM-CSF artt1g1 gosterilmistir [78]. In
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vitro ¢alismalarda GM-CSF’nin keratinosit ¢ogalmasini arttirdigin1 ve boylece yeniden
epitelizasyonu asamasini hizlandirdig gosterilmistir. Elde edilen sonuglarla GM-CSF’nin
direkt keratinosit iizerinde c¢alistigr one striilmiistiir. Diger in vitro ¢alismalarda bu
blyltme faktoriiniin damarlanmada roli olan endotel hiicrelerin gogiinii ve ¢ogalmasini
arttirdigini gostermislerdir [79]. Bir diger 6rnek ¢alismada Rekombinant GM-CSF’nin
(rhGM-CSF) enfekte olmus yanik yaralarin iyilesmesini hizlandirdig1 ve ayrica bagisik
aktivitesini uyardigi i¢in enfeksiyonlar1 6nledigi kanitlanmistir [80]. Klinik ¢alismalar ile
rekombinat GM-CSF’nin kronik vendéz iilserlerinde, eritropati ile iliskili iilserlerde,
ndtrofil islev bozuklugu ile iliskili kronik iilserde pozitif bir etki oldugu ispatlanmigtir
[81].

Kisacasi bu biiyiime faktorii kemik iligi ve kanda makrofaj, eozinofil gibi kan hiicrelerinin
olusumunu ve ¢ogalmasini uyaran bir glikoproteindir. Fakat sadece kan hiicreleri i¢in
degil fibroblast, endotel hiicreler i¢in de uyaricidir. Bu sayede yara iyilesmesinin farkli
basamaklarinda da rol oynayarak in vivo ve in vitro ¢alismalarda denenmis ve {imit verici
sonuglar elde edilmistir [82].

Tez calisma kapsaminda calisilan GM-CSF’in kontrollii salimini saglamak amaciyla

tasarlanan sistemler ile ilgili calismalar ¢izelge-2.2°de 6zetlenmistir.

23



Cizelge 2-2 GM-CSF’in kontrollii salimini saglamak amaciyla tasarlanan sistemler
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Kronik yaralarin geligsimine katkidan bulunan kritik faktorlerden biri GF eksikligidir [89].
Viicut disindaki GF’lerin yara iyilesme tizerindeki etkisi, diisiik konsantrasyonlarda bile
onemli olmaktadir ve hiicre goci, hiicrelerin ¢ogalmasinda ve farklilagsmasinda hizli
artiglara neden olmaktadir [90]. Bu nedenle viicut disinda elde edilen GF’ler kronik yara
iyilesesini hizlandirmak ve skar olusumu azaltmak i¢in yara tedavisinde potansiyel olarak
kullanilmaktdir. Kronik yaralar, akut yaralar ile karsilastirildiginda bFGF,PDGF,VEGF
ve TGF-B seviyelerinin azalmasiyla GF eksikligi bildirilmistir [90] [91]. Bdylece yara
kronikliginin GF eksikliginden sorumlu oldugu 6ngdrilmiistiir.

Modern biyoteknoloji sayesinde diisitk maliyetlerle biiyiik miktarlarda kimyasal olarak
saf buytme faktorleri elde edilmeye baslanmis ve iyilesmesi zor yaralarin tedavilerinde
kullanilmas1 bir devrim yaratmistir.

GF’lerin yara bolgesinde kullanilmasindaki mantik iyilesme siirecini destekleyen énemli
derecede eksik ajanlarin degistirilmesi ilkesine dayanmaktadir. Eksik ajanlarin
degistirilmesi ile baz1 temel gereksinimlerin karsilanmasi gerekmektedir. ilk 6nce yara
tedavisinde kullanilan GF’ler viicudun kendi ekstraseliiler matriks hucrelerine etki
etmektedir. Bunedenle bu ECM hiicrelerin GF uyaranlarina yanit verme yetenegine sahip
olmalidir. Uyaranlara yanit veren hiicreler yaranin iyilesmesinde fayda saglayabilmelidir.
Ikinci olarak viicut dist GF’lere tedavi edici yanit, bunlarin yara icindeki zamansal
dagilimma baghdir. Viicut icerisine uygulanan GF’ler bdlgede hizlica yayilir ve yara
bolgesinde proteaz gibi enzimler tarafindan kolayla pargalanir etkisi hale getirilir.
Boylece GF’lerin yara bolgesinde terap6tik etkileri diisiik olmaktadir. Bu da viicut disi
GF’lerin topikal uygulanmasinda yara iyilestirme basarisini sinirlayan bir faktordiir [92].
GF’lerin topikal uygulanmasinda doku rejenerasyonunu desteklemek ve devam ettirmek
icin yuksek dozlar ve uzun siire uygulanan dozlar gerekmekte, bu da ciddi yan etkilere
neden olmakta ayn1 zamanda maliyeti arttirmaktadir. GF’lerin topikal uygulanmasi
kremler, jeller veya merhemler tarafindan saglanmaktadir [93]. PDGF, EGF ve bFGF gibi
baz1 biiyiime faktdrlerini iceren iiriinler insan kullanimi i¢in onaylanmistir. Ornegin,
birkag klinik ¢alisma, rekombinant PDGF iceren Becaplermin'in (marka adi Regranex®
Gel), diyabetik ayak tlserlerinde yara kapanmasii hizlandirma ve amputasyonlari
onemli Ol¢iide azaltma yetenegini gostermistir [94] [95]. Fakat GF’lerle topikal tedavi
uygularken debridman, enfeksiyon kontrolii gibi standart yara isleyis prosediirlerine
dikkat edilmelidir. Prosediirlere dikkat edilmeden yapilan tedavi ile yaranin iyilesmesi

olasi degildir. Dahas1 bu tedavilerle kanser riskini arttirdigini goriilmiistiir. 20 aylik takip
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calismasi ile iicten fazla Becaplermin tiipii ile tedavi edilen hastalar ile kontrol grubuyla
karsilastirildiginda kanser riskinin arttirdigini ortaya koyulmustur [96] [97].

Yara tedavilerinde kullanilan GF yiiklii topikal formiilasyonlar yaralari iyilestirmek igin
yeterli olmamaktadir. Ciinkii kremler ve jeller yara bolgesinde reolojik ozelliklerini
kaybedebilir veya ikincil pansuman tarafindan emilebilmektedir [98]. Topikal
uygulamalarin bu gibi dezavantajlarindan dolay1 biiylime faktorlerinin baska yontemler
ile yaralar1 iyilestirme yetenekleri arastirilmistir. Arastirmalar neticesinde biiylime
faktorlerinin lokal olarak tasinmasi igin yara Ortuleri tasarlanmistir. Bu yara ortileri
yaray1 kontaminasyondan korumak ve nem kontrolii saglamak amaciyla tasarlanmistir.
En yeni modern yara Ortiileri ise yara iyilesme hizinm arttirirken, yara izlerinin olugsmunu
azaltarak yeni islevlere sahip olmustur [99]. Bu yara ortileri etken maddeleri dogrudan
iyilesen dokuya iletmek igin tasiyict sistem olarak da kullanilabilmektedir. Bu sayede
yara bolgesinde GF’lerin kontrolii iletimini miimkiin kilarlar, hedef olmayan bolgelere
iletilmeleri engellenerek olast yan etkiler azaltilmaktadirlar. Bu baglamda farkli
teknolojiler kullanilarak biiyltime faktorleri yara Ortiilerine entegrasyonu ile halihazirda
yeni sistemler tasarlanmistir. Biiyiime faktorlerini yara ortaminda bozunmadan korurken,
yarali dokunun basarili bir sekilde iyilesmesini saglamak i¢in hidrojeller, elektrospun
nanolifli iskeleler, enjekte edilebilir jeller ve 3D baskili polimerik iskeleler
gelistirilmistir. Bu sistemlere tekli veya ¢oklu blytime faktorleri yliklenmektedir ve yara
iyilestirme yetenekleri arastirilmaktadir. Ornegin Lin ve arkadaslart tam kalinlikli
yaralarin iyilesmesi icin FGF-2 igeren poliiiretan hidrojel tasarlamislardir. In vivo
caligmalar ile yara iyilesesinin hizlandigr kanitlamislardir. Ayn1 zamanda ticari yara
ortiisti ile karsilastirdiklarinda tasarladiklart hidrojelin yara bolgesinden daha kolay
cikarildigini gostermislerdir ve bu da yara Ortiisiiniin degistirilmesi sirasinda yaranin daha
fazla etkilenmesini Onlemistir [100]. Bir baska 6rnek c¢alismada ise Nejaddehbashi,
Fereshte ve arkadaslar1 elektro-egirme yontemi ile giimiis siilfadiazin ve biiylime
faktorleri (EGF, bFGF) yiiklii nano lifli bir yara Ortiisii tasarlamiglardir. Tasarladiklari
yara Ortiisii ile tam kalinlikli yaralarda daha hizli epitelizasyon ve anjiyogenez
(damarlanma) oldugunu gostermiglerdir [101]. Bu gibi sistemlerin hazirlanmasinda
jelatin aljinati dekstran, polidretan, hyaluronik asit ve kitosan gibi biyouyumlu
malzemeler kullanilmaktadir. Bu malzemelerden tasarlanan yara Ortiilerinin eldesi i¢in
biiyiime faktdrlerini inaktive edebilen organik ¢oziiciiler, yiiksek elektrik voltaji veya
yiiksek mekanik stres kullanimi gibi yontemler icermektedir. Bu yontemler ile biiytime

faktorleri islevlerini kaybettikleri i¢in yara tedavilerin yiliksek bir basar1 elde
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edilememektedir. Bu amagla kapsillenmis biiyiime faktorleri yukli yara oOrtuleri
arastirilmaya baglanmaistir.

Mikro ve nano enkapsiilasyon yiiklii yara ortiileri, GF’lerin kronik yaralara gereken
sirede iletilmesi i¢in GF’leri korumak i¢in tasarlanmislardir. GF’lerin tekli ve/veya ¢oklu
olarak mikro ve nano boyutlu partikullere dahil edilmesi, yara tedavilerinde ¢ok yonl,
yenilik¢i yara Ortiilerininin gelisimini hizlandirmistir. Bu yenilikgi yara ortllerinde
GF’lerin iletimi mikro ve/veya nanokapstillenmis sistemlere yiliklenen GF’ler kullanilarak
kontrollii bir sekilde diizenlenmektedir. Cesitli in vitro ve in vivo testler gergeklestirilerek
GF’lerin kontrollii salimmi saglayabilen ¢esitli yenilik¢i polimerik yara ortileri
gelistirilmistir.  Omegin bir calismada Choi ve arkadaslar1 yara bolgesinde
damarlanmanin saglanmasi igin iki farkli biiyiime faktorii hapseden ¢ekirdek-kabuk
mikrokapsiiller tasarlamislardir. Calismada mikrokapsiillerin fiziksel ve kimyasal
Ozellikleri dikkatli bir sekilde manipiile edilerek yara bdlgesinde damarlanmay1
saglayacak sekilde biiyiime faktorlerinin salimlar1 degistirilmistir [102]. Bir baska benzer
calismada ise Losi ve arkadaslart VEGF ve bFGF ile yiikli PLGA Np’leri iceren
poli(eter)iretan-polidimetilsiloksan/fibrin bazli yap1 iskelesi gelistirmislerdir [103].
Calisma sonucunda tasarlanan GF yiikli PLGA Np’leri iceren iskeler tam kalinlikta
dorsal deri yaralarinda, GF icermeyen veya yiiklenmemis PLGA Np’leri iceren iskelelere
gore 15.giinde yara kapanmasimi hizlandirmistir. Ancak serbest VEGF ve bFGF igeren
iskelelere tedavi edilen gruplarda yara kapanma hizi benzerlik gdstermistir. Blyume
faktorlerinin yara bolgesinde iletimlerini kontrollii hale getirmek amaciyla yapilan bir
baska Ornek calisma ise Ribeiro ve arkadaslarmin tasarladigi GF iceren kitosan
mikropartikilleri yiklu dekstran tabanli hidrojeldir. Bu hidrojelin ratlara uygulanmasiyla
yaralarda hicbir lokal veya sistemik inflamatuar yanit belirtisi olmadan yara iyilesmesini
destekledigi kanitlanmistir [104]. Bir bagka 6rnek caligmada ise rhEGF yiiklii PLGA
nanopartikiilleri ¢ift emiilsiyon yontemi ile elde edilmistir. Nanopartikiiller %85.6’ 11k
kapstillenme verimliligi sergilemistir. Fakat partikiiller in vitro da 24 saat gibi kisa bir
stirede salim gostermistir. RhNEGF-PLGA nanopartikilleri,diyabetik farelerde bir kez
puskiitiilmiis ancak 3.giiniine kadar herhangi bir iyilesme tepkisine neden olmamuistir.
Calismanin 7-21 guniinde sonra EGF ykli polimerik partikuller ile tedavi edilen grup
tek basina EGF ve PLGA partikiilleri ile tedavi edilen grupla karsilastirildiginda en hizl
yara iyilesme oranmi gosterdigini sdylemislerdir [105, 106]. Literatir daha fazla
arasgtirildiginda biiylime faktorlerinin topikal veya enjeksiyon yoluyla tasginmasi icin lipit

bazli partikiil sistemlerinin de calisildig: goriilmiistiir. Ornegin bir ¢alismada rhEGF
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yiiklii kat1 lipit nanopartikiillerin veya nanoyapili nanopartikiillerin topikal olarak diisiik
dozda uygulanmasiyla diyabetik farelerde yeniden epitelizasyon basamaginin 8.glinde

daha belirgin oldugunu gostermislerdir [107].
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2.7 Biiyiime Faktorii Dagitim Sistemleri

Buyume faktorlerin stabilitelerini gelistirmek ve kontrollii salinimi saglamak amaciyla
bir¢ok ila¢/protein tasima sistemi gelistirilmistir. Bu sistemler partikiiler sistemler,
iskeleler, hidrojeller olarak smiflandirilmaktadir. Ilaglar ve proteinler gibi etken
malzemeler bu polimerik malzemeler ile kapsiillendiginde ve birlestirildiginde yara
bolgesinde bulunan proteazlar tarafindan bozunmaya karst korunabilmekte ve kontrollii
bir sekilde salinmasi saglanabilmektedir [108].

Bu sistemler biliylime faktorlerin kisa yari omiirleri, zayif in vivo stabiliteleri gibi
sinirlamalarinin listesinden gelmektedirler. Tez calismast kapsaminda partikiil sistemleri

ve hidrojel sistemi ¢aligilmigtir.

2.7.1 Partikdler Sistemler

Polimer bilimin nanoteknoloji ile birlesmesiyle ilag tasiyici sistemlerde yeni bir arastirma
alan1 getirmistir. Dogal ve sentetik polimerlerden veya diger biyomateryallerden yapilan
partikil sistemler, deneysel ve klinik ila¢ teknolojisinde biiyiik avantajlar sunmaktadir.
Topikal amacla uygun bir sistem igerisine kolayca fonksiyonlastirilmasi, kontrolli salim
saglayabilmeleri, etken maddelerin verimli ve daha az yan etkiyle uzun siire salim
boyutlarina gore mikro ve nanopartikil olarak ikiye ayrilmaktadir, nanometre
boyutundaki partikiillere nanopartikiil ad1 verilirken, mikrometre boyutundaki partikiiller
mikropartikiil adin1 almaktadir.

Belirli bir uygulama i¢in yiizey alani/hacim orani, sistemik ve lokal dagitim, biyolojik
bariyeri gegme yetenegi, biyolojik dagilim, etkinligi, ilag salma 6zellikleri gibi 6zellikler

partikiil boyutu se¢ciminde dnemli olmaktadir [109].

2.7.2 Mikropartikuller

Mikropartikiiller, 1 ile 1000 um arasinda degisen ve dogal veya sentetik polimerlerden
olusan partikiillerdir. Bu sistem 6zellikle uzun siireli kontrollii salinim saglamaktadir.
Asilar, niikleik asitler ve proteinler dahil olmak iizere bir¢ok makromolekiilii kapsamakta
ve birden fazla yoldan taginimi ile salinimlarini kontrol etmektedir.

Mikropartikiiler ilag dagitim sistemi aktif bileseni ¢evreleyen bir ¢cekirdek malzeme, aktif
malzemeyi dis ortamdan koruyan ve ihtiyaca gore salimini uzatan bir kaplama
malzemeden olusan iki kisimdan olusmaktadir. BOylece hedef bolgeye dahil edilecek

ilaca ve hastalik kosullarina bagli olarak daha iyi terapétik etki olusturmak icin farkli
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polimerler kullanilmaktadir [110]. Mikropartikiiler ila¢ dagitim sistemi genel olarak sekil
2.5 ‘de gosterildigi gibi mikrokapsiil ve mikrokiire olarak ikiye ayrilmaktadir.
Mikrokiireler daha kii¢iik boyutlu ve kiire seklinde mikropartikiillerdir. Ilaci homojen bir
sekilde matris i¢inde hapseder. Boylece salim birinci dereceden difiizyon seklinde
gerceklesmektedir. Mikrokiiler dogal, sentetik veya yart sentetik polimerlerden
sentezlenirler. Geleneksel ilaglarin biyoyararlanimi iyilestirmek ve olasi yan etkilerini en
aza indirmek icin O6nemlidir. Sentezlenen mikrokiirelerin bazi 6zellikleri tasimalari
gerekmektedir. Bunlardan baslicalari; yliksek konsantrasyonda ilact kapsiilleyebilmesi,
hedeflenen bolgeye gore boyut dagiliminin ayarlanabilmesi, ilact kontrolli bir sekilde
salimimini gergeklestirebilmesi, dayanikli olmasi ve biyolojik sisteme uyumlu olmasidir
[111].

Mikrokapsuller, 1-100 um boyutlarina sahip partikiilllerdir. Biyolojik veya kimyasal
olarak bir ¢ekirdege sahip ve onu gevreleyen kapsiil duvarindan olusmaktadir. Bu duvar
cogunlukla polimerlerden olusmaktadir [112]. Etken malzemeler bu sistemlerden
¢oziinme ve difiizyon yoluyla daha yavas salinmaktadir. Salimi sifir dereceli kinetigi

temsil etmektedir.

Palimer
matriks

Polime
~ kaplama
= llag

Sekil 2-5 Mikrokapsiil ve Mikrokiire Sematik Gosterimi
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2.7.3 Nanopartikiller

Nanoteknoloji alanindaki ilerlemeler, birgok avantaji ve yeniligi ortaya ¢ikarmaktadir.
Nanoteknoloji alaninda nano Olgekte ¢esitli tiirlerde malzemeler iiretilmektedir.
Nanopartikilllerde 1 nm-lum arasinda boyutlara sahip partikiiller olarak
tanimlanmaktadir.

Nanotip ve nanodiyagnoz alaninda, NP'ler daha ¢ok c¢esitli sistemik engellerin iistesinden
gelmek i¢in uygun olan 5~100 nm'lik pargaciklar olarak adlandirilmaktadir [113]. Np’ler,
benzersiz fizikokimyasal 6zellikleri nedeniyle biyomedikal uygulamalarda kapsamli
faydalar gostermistir. Biyomalzeme bazli Np’ler, daha etkili, daha az toksik ve terapotik
maddelerin istenilen bdlgeye tasinmasi, tibbi tedavide kullanilmasi nedeniyle 6zel ilgi
gormistiir [113]. Coziintirliliigh disiik ve biyoyararliga sahip ilaglarin viicutta istenilen
bir slirede salimini1 gergektirmek ve saglikli dokulara olan etkilerini azaltmak igin
nanopartikiiller ilag tasinimi ve dagitimi amaciyla kullanilmaktadir [114, 115]. Np’ler
hidrofobik ilaglar1 kapsiilleyebilir ve kovalent olarak birlestirilebilirler. Ayrica in vivo da
stabilitelerini arttirmak, kan da dolasim siiresini uzatmak icin hidrofilik ilaglar1 veya
proteinleri, peptitler nikleik asit gibi biyomakromolekdlleri kapstlleyebilirler [113].
Viicuttaki en kiiciik kilcal damarlarin ¢apt 5-6 pum’dir. Kan dolasgimmna dagilan
partikiillerin boyutlar1 damar tikanikli§ina neden olmamasi i¢in 5 pm’ den kiigiik
olmalidir. Bundan dolay1 intravendz uygulamalar i¢in nanopartikiiller mikropartikiillere
gore daha ¢ok avantajlhidir [116].

Nanopartikiller sentezlenirken biyolojik olarak parcalanabilen malzemelerin
kullanilmastyla istenilen bolgede giinler ve haftalar boyunca etken malzemelerin salimina
izin verilmektedir [116]. Np’lerin iretilmesinde dogal, sentetik ve yar1 sentetik yapili
polimerlerden yararlanilmaktadir. Polimerik Np’ler hazirlama yontemlerine gore
nanokapsiil ve nanokiire olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. Bu partikiillerde tedavi edici
ajan farkli salim 6zellikleri sergilemektedir [117].

Sekil 2.6°da etraft bir polimer membran ile g¢evrili ve tedavi edici ajani bir boslukta
hapseden vezikdler sistem nanokapsuli, tedavi edici ajan fiziksel olarak ve tek dagilim

seklinde dagilmis matriks sistemi de nanokdreler temsil etmektedir [117].
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Manokiire MNanokapsl

Folimerik kabuk+Yag i veya
=ulu ghvde

Folimerik matriks

Polimerik zincir

ilag molekili L

Sekil 2-6 Nanokiire ve Nanokapsiil Sematik Gosterimi [101] [114]

Uretildigi malzemenin tiiriine bagl olarak nanopartikiiller, lipit bazli Np’ler, polimerik
Np’ler,inorganik Np’ler, hibrit Np’ler ve biyolojiden ilham alan Np’ler olmak {izere bes
ana kategoride siniflandirilabilir [118].

2.7.3.1 Polimerik Partiktller

Polimerik nanopartikiiller boyutlar1 10-1000 nm arasinda degisen yapilardir. Hem biyotip
hem de biyomiihendislik alaninda ilgi ¢eken biyouyumlu sistemlerdir. Polimerik partikdil
elde edilmesinde glinumuizde aljnat, jelatin, kitosan gibi dogal polimerler, polikaprolaktan
(PCL), poli laktik-ko-glikolik asit gibi sentetik polimerler kullanilmaktadir. Dogal ve
sentetik polimerler ile farkli boyutlarda hazirlanan partikiillere etken maddeler
hapsedilebilmektedir. Kronik yaralarin iyilegsme siirecini hizlandirmak i¢in polimerik
partikiil sistemleri gelistirilmistir. Bu sistemler, yara tedavisinde etkili ilaglarin ve
bliylime faktorlerinin istenilen bolgeye tasinimi ve kontrollii salinimi gerceklestirerek
kronik yaralarin iyilesme siirecini hizlandirici etkiye sahiptir. Ornegin Zarubova ve
arkadaslar1 kronik yaralarin tedavisi i¢in kombine bir tagima sistemi gelistirmislerdir.
Gelistirdikleri sistem biyopolimer tabanli (alginat-heparin) VEGF/Gentamisin yukli
mikropartikiillerdir. Tasarlanmig bu partikiiller anjiyogenezi tesvik ederken bakteriyel
enfeksiyonla savasabilen ikili dagitim sistemini Onererek kronik yaralarin iyilesme
siirecini hizlandirmay1 amaglamiglardir [119]. Polimerik partikiiller ilgili bir diger
calismada Dong ve ark. Siganlarda seker hastaliginin neden oldugu ulserleri tedavi etmek
icin su i¢inde yag (W/O/W) ¢oziicii buharlastirma ile hazirlanan rhEGF yiikli PLGA
mikrokiirelerini kullanmistir [120]. Bir baska ornek ¢alismada ise Elgin et al. bir iyon
degistirme yontemi kullanilarak hazirlanan VEGF yiikli aljinat mikrokiireler

gelistirilmistir. In vitro analizler, mikrokiirelerin 3. giine kadar ¢ok diisiik bir baslangic
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VEGF salim profili ve 4 ila 7 gilin arasinda kontrolsiiz salim sergiledigini gostermistir
[121]. 1997°de gerceklestirilen bir calismada farkli oranlarda PLA/PLGA igeren
mikrokirelere GM-CSF kapsiillemislerdir ve in vitro - in vivo karakterizasyon testleri
gerceklestirmislerdir [122]. Bir baska 6rnek ¢alismada Shamloo ve arkadaslari tam
kalinliklart yaralarin iyilesmesini hizlandirmak i¢in PCL mikrokiireleri iceren
PVA/Kitosan/jelatin hidrojel sistemi tasarlamislardir. Bu sistem ile tam kalinli yara
bolgesinde bFGF’ nin siirekli salimini saglayarak tam kalinlikli yaranin hizli bir sekilde
iyilesmesini amaglamislardir. In vitro ve in vivo sonuglar ile biyouyumlu olan hidrojel ile
bFGF’nin tam kalinlikl1 yaralarin hizli bir sekilde iyilestigini kanitlamislardir [2].

Son zamanlarda, etken malzemelerin nanometre 6lgegindeki partikiillere kapsiillenmesi
calisilmaktadir. VEGF’in yarilanma omriinii uzatmak ve uzun siire salimimi gostermek
amactyla VEGF icine alan PCL nanopartikiiller tasarlanmistir. Sonuglara gére PCL
nanopartikiillerde VEGF’in diisiik kapsiillenme gosterdigi ve 35.gline kadar sadece
%10’unu saldig1 gosterilmistir [65]. Anjiyogenezi yani damarlanmayi tetikleyen bu
sayede kan dolagimini saglayan biiyiime faktorii tedavilerine bir baska 6rnek Chereddy
ve arkadaslariin yaptigt calisma verilebilir. Calismada PLGA nanopartikiilleri
tasarlanmistir. PLGA yapisindan bulunan laktatin da yara iyilesmesinde etkisi oldugunu
gosterilmistir. Ayni zamanda PLGA nanopartikiil icerisine VEGF kapsiilleyerek laktat ve
VEGF’in birlikte etki mekanizmasiyla diyabetik ve diyabetik olmayan yaralarin iyilegsme
hizinin arttigini kanitlamiglardir [123].

Literatirde GM-CSF’nin partikiil igerisine kapsiillendigi ve in vitro testlerin
gerceklestirildigi yeteri kadar c¢alismaya rastlanilmamustir. Ornegin Dehkordi ve
arkadaglarinin ¢alismasinda GM-CSF yukli kitosan nanopartikilleri iceren nanokristal
seliiloz ile giiclendirilmis yeni bir hiyaliironik asit bazli kompozit yara ortiisii gelistirilmis
ve yara iyilestirme hizi incelenmistir. Calismanin sonuglarina bakildiginda GM-CSF
yuklii yara ortiisii ile tedavi edilen yaralarda diisiik inflamatuar reaksiyon olustugunu ve
yeniden epitelizasyon asamasinin hizlandi§i, graniilasyon dokusunun olustugu
gosterilmistir [124]. PLGA ve PCL polimeri biiylime faktorlerinin taginiminda siklikla
kullanilan polimerlerden biridir. Ornegin Chereddy ve arkadaslarmin g¢alistigi bir
calisgmada antimikrobiyal ajanlar1 igine alan polimerik  nanopartikillerden
yararlanmiglardir [125]. PLGA nanopartikiillerden yararlanilan g¢alismada iyilesme
stirecini hizlandiran bir tastyici sistemini ispatlamislar. Chu ve arkadaslarinin yaptig1 bir
calismada thEGF yukli PLGA nanopartiklller elde edilmistir. Bu partikiiller gift

emiilsiyon buharlagtirma yontemi ile sentezlenmis ve %85,6’lik yiiksek bir kapsiillenme
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elde etmislerdir [105]. ThEGF nanopartikiillerin, tam kalinlikta yaralart olan diyabetik
sicanlarda fibroblast proliferasyonunu destekledigi ve iyilesme oranlarini arttirdigini
kanitlamiglardir [90].

Polimerik partikiillerde hidrofilikligi arttirmak ve bu sayede etken malzemelerin
kapsiillenmesini arttirmak igin lipitlerden yararlanilmaktadir. Ornegin Martinez ve
arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada sigir serum albumin’nin surfaktanlarin ve lipidin
karbonil kuyruklar1 arasinda hidrofobik etkilesimler olusturarak nanopartikiillere dahil
ederek kapsiillenme verimini arttirdigini géstermislerdir [126].

Tez ¢alismasinda da farkli oranlarda (100 mg, 200 mg, 500 mg ) lesitin kullanilarak
kapsullenme orani arttirilmaya calisilmistir.

Ilag tastyict sistemlerde siklikla kullanilan, sentetik polimer olan polikaprolaktan (PCL)
biyobozunurlugu ve biyouyumlulugu nedeniyle daha ¢ok tercih edilmektedir. En 6nemli
avantajlarindan biri etken maddelerin uzun siireli (21 giin) kontrollii salimlarini
gerceklestirilmesidir. PCL, polilaktitlere kiyasla daha kararli oldugu i¢in monomer basina
daha az ester bagina sahiptir ve bu nedenle PCL zincir fragmanlarinin viicutta enzimatik
olarak hidrolize olmasi i¢in daha uzun siirmektedir [127]. Bir diger avantaji
bozundugunda toksik olmayan bozunma {iriinleri ortaya ¢ikarmasi ve {riinlerin viicut

tarafindan tamamen ortadan kaldirilmasidir.

2.7.3.2 Polimer-Lipit Hibrit Nanopartikuller

Polimerik nanopartikiller (NP’ler), ilaglar, genler ve proteinler gibi terapotik
malzemelerin tasinimi i¢in kapsamli bir sekilde gelistirilmistir. Fakat polimerik
partikiillerin sentezlenme sirasinda toksik organik c¢oziiciilerin kullanimi, hidrofilik
ilaglarin diisiik kapstillenmesi gibi gesitli sinirlamalar1 vardir[128]. Polimerik partikiller
hidrofilik ilaglarin ve proteinlerin patlama salinima da yol agmaktadir. Literatiirde lipitler,
lipozomlar ve kati lipit nanopartikiiller (SLN), nanoyapili lipit tasiyicilar ve lipit-ilag
konjugati, cesitli ilag dagitim sistemlerinde yillarca kullanilmaktadir. Lipozom en az bir
cift lipit tabakasindan olusan bir ila¢ tasiyict sistemidir. Kesecik olarak da
adlandirilmaktadir. Lipozomlarin birgogu biyouyumludur, biyolojik olarak parcalanabilir
ve toksik degildir. Yapisinda bulunan lipit bilesenleri dogal kaynaklardan geliyorsa canli
viicudunda immiinojenik degildir. Ancak lipozomal ilag tasiyict sistemlerinde etken
malzemelerin diisiik stabilitesi, liretim 6l¢eginin biiyiitiilmesi ve tekrarlanabilmesinde
siirlamalar mevcuttur [129]. Protein tasiimi ve salimimi i¢in lipitlerin kullanildig:

sistemler mevcuttur. Kat1 lipit nanopartikiiller (SLN), nanoyapili lipit tasiyicilar (NLC)
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ve lipozomlar protein taginimi ve salinimi i¢in tercih edilen sistemlerden bazilaridir. Fakat
bu lipit temelli tastyict sistemlerin, deri yilizeyinde kisith ilag dagitimi, suda ¢oziiniir
proteinlerde diisiik kapsiilleme verimliligi ve kontrollii ilag salimi olmamasi gibi
dezavantajlar1 mevcuttur [130, 131]. Lipozomlardaki bu gibi dezavantajlar1 SLN’lerin
kullanilmasiyla en aza indirilmistir. Ornegin bir calismada Serpe ve arkadaslari tarafindan
arastirilan ¢aligmada doksorubisin yiiklii SLN, doksorubisin’nin PEG’lenmis lipozomal
ve tek basma doksorubisin hiicre i¢i birikimi ve sitoksik aktivitesi arastirilmistir.
Calismanin sonuglar1 doksorubisin yiiklii SLN’nin belirli hlcrelerde tek doksorubisinin
veya lipozomal doksorobisinin daha gii¢lii bir sekilde inhibe ettigini ve SLN i¢in IC50
degerinin de 6nemli 6l¢iide diisiik oldugunu gostermistir [132].

Polimerik partikiillerin ve lipit temelli tasiyict sistemlerin yukarida bahsedilen
kisitlamalar1 nedeniyle bu tasiyicilarin birlesmesi ile dezavantajlarinin {istesinden
gelmeye calisilmistir. Bu galigmalarla yeni bir tasiyict sistem gelistirilmistir. Bu sistem
lipitlerin biyomimetik 6zellikleri ve polimer ¢ekirdegin mimari avantaji ile yeni bir ilag
taginim sistemi olusturmak icin lipozomlarin ve polimerik partikiillerin birlestirilmesiyle
olusturulmustur. Sistem polimerik partikillerin hem de lipit temelli tasiyic1 sistemlerin
olumlu 6zelliklerini birlestiren lipit-polimer hibrit nanopartikiiller (LPN’ler)‘dir. LPN’ler
lipitler tarafindan sarilmis polimerik nanopartikiillerdir. Bu nanopartikiiller ti¢ bilesenden
olugsmaktadir. Bu bilesenler; (1) hidrofobik polimerik ¢ekirdek, (2) polimerik ¢ekirdek
icinde etken malzemelerin tutulmasini saglamak icin biyouyumlu lipit tabakasindan
olusan lipit tabakasi, (3) nanopartikiillerin stabilitesini arttirmak i¢in lipit tabakanin
disinda bir hidrofilik polimerdir [133]. Yapidaki polimer etken malzeme salimini kontrol
etmekte lipit ise etken malzemenin kapsiillenme verimliligini arttirmaktadir [134].
LPN’ler polimerik partikiiller ve lipozomlardan daha fazla in vivo hiicresel dagitim
yetegine sahiptir [134]. Lipit-polimer hibrit nanopartikiillerin en biiyiik avantaji suda
¢cozliniirliigli yiiksek olan etken malzemelerin (proteinler, genler, sitokinler, ilaglar)
kapstillenmesi ve salimlarinin kontrollii bir sekilde gergeklestirilmesidir. Biyolojik olarak
parcalanabilen  polimerlerde  genellikle  polilaktik-ko-glikolik  asit  (PLGA),
polikaprolakton (PCL), dekstran veya albimin tercih edilmektedir. Tercih edilmelerinin
nedeni biyouyumlu olmalari,biyolojik olarak parcalanabilmeleri, toksik olmamalaridir.
Lipitlerde genellikle zwitterionic, katyonik, anyonik lipitler kullanilmaktadir. Lesitin, 1,
2-dipalmitoil-sn-glisero-3-fosfokolin ~ (DPPC),1,2-dipalmitoyl-3-trimethylammonium-
propane (DPTAP), 1,2-dioleoil-3-trimetilamonyum-propan (DOTAP) ya da 1,2-dioleoil-

sn-glisero-3-fosfoetanolamin (DOPE) kullanilan lipitlerden bazilaridir.
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Lipit-polimer hibrit nanopartikiiller yapilarina gore siniflandirilmaktadir. Siniflandirma
polimer cekirdek lipit kabuk tipi, ¢ekirdek kabuk tipi i¢i bos lipit polimer lipit
nanopartikiil, eritrosit zar1 ile kamufle edilmis polimerik nanopartikiiller, monolitik lipit
polimer hibrit partikiiller ve polimer kafesli lipozomlar seklindedir. Polimer ¢ekirdek-
lipit kabuk tipi hibrit partikiiller lipit katmanlar1 ile kaplanmig polimer partikiillerden
olusan sistemlerdir. Literatlrde timor hicreleri igin hedeflendirilmis lipit kapl
nanopartikiilleri ~ gelistirmislerdir. Nanopartikiiller ile tiimoér nekroz faktori
igsellestirilmis ve timor hiicrelerine iletimi saglanmasi amaglanmistir [135]. Cekirdek-
kabuk tipi i¢i bos lipit-polimer-lipit nanopartikiiller de ayn1 merkezli lipit tabakas1 ile
kapl i¢i bos i¢ ¢ekirdek ortada polimerik tabaka en dista tekrar lipit-PEG ile lipit
tabakasindan olusan sistemlerdir. Literatiirdeki 6rnek c¢alismada siRNA’nin
kapsiillenmesi ve tasinmasi i¢in bu sistem gelistirilmistir. Shi ve arkadaslar1 6nceki lipit-
polimer hibrit partikiil sistemlerinden farkli olarak dort farkli bilesenden olusan sistemi
gelistirmislerdir.  Cekirdek  polimerik  tabaka olarak PLGA  polimerinden
yararlanmiglardir. En dig katmanda da lipit-PEG’lerden yararlanmiglardir [136]. Bir diger
hibrit yapili nanopartikiiller eritrosit zar1 ile kamufle edilmis polimerik nanopartikiillerdir.
Bu partikiiller 100 nm altinda boyutlara sahiptir ve eritrosit zarinin karmasik yiizeyini
taklit etmek icin RBC membrandan tiiretilen vezikiillerden olusmaktadir. Biyomimetik
nanopartikiller olarak da adlandirilmaktadir [137]. Monolitik polimer lipit hibrit
partikuller ise lipit molekullerinin polimerik bir matris i¢ine dagilmasiyla olusan
partikiillerdir. Polimer kafesli lipozomlardan olusan hibrit partikiiller lipozomlarin
stabilitelerini korumak i¢in gelistirilen sistemlerdir. Bu sistemler, polimerler lipozomlarin
yiizeyine sabitlenmis ve asilanmig olarak sentezlenmektedir. Literatlirde bu sistemle
meme kanseri tedavisi lizerine ¢calisilmistir. Lee ve arkadaslarinin gelistirdigi sistem pH’a
duyarli polimer kafesli nanobinlerdir. Polimer kafesli nanobinlere bir kanser ilaci olan
doksorubisin yuklenerek in vivo da tedavisi degerlendirilmistir. Calismada gelistirilen
ilag tasiyici sistemin kanser tedavisinde potansiyel faydasi oldugu kanitlanmistir [138].
Literatirde polimer-lipit hibrit partikiillerin optimizasyon ¢alismalar1 ve belirli
hastaliklarin tedavisinde kullanildig1 bircok calisma mevcuttur. Ornegin Devrim ve
arkadaslar1 lizozim yukli lipit-polimer hibrit nanopartikiillerin hazirlanmasi,
karakterizasyon ve stabilite calismalarin1 gergeklestirmislerdir. Polimerik c¢ekirdek
materyali olarak PCL ve lipit tabakas1 olarak tripalmitin:lechitin karisimi ile hazirlanan
LPNP'lerin, protein tasinimi i¢in umut verici yeni bir sistem olabilecegi sonucuna

varmislardir [14]. Ornegin giincel bir calismada fluoksetin hidrokloriir yiiklii lipit-polimer
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hibrit partikullerin, SARS-CoV-2 enfeksiyonuna karst olast etkinlik gosterdigini
kanitlamiglardir. Khater ve arkadaslarinin gerceklestirdigi calismada tek veya tek
katmanli lipitlerle c¢evrili polimerik c¢ekirdekten olusan hibrit partikiilleri 1iyi
biyouyumluluk ile hidrofilik, lipofilik ve amfifilik ilaglar1 kapsiilleyebilmesi ve farkli
hedefleme ligandlari ile kolayca gelistirebildikleri i¢in tercih etmislerdir [139].
LPNP’lerin yara tedavilerinde kullanildig1 ayrica ¢aligmalar literatiirde mevcuttur.
Thakur ve arkadaslar fusidik asit yiiklii lipit-polimer hibrit nanopartikillerin MRSA ile
enfekte olmus yanik yara modeli iizerine arastirma c¢alismasi gergeklestirmislerdir.
Dermatokinetik profili incelenmistir. Fusidik asit ytikli partikiilleri karbopol jel icerisine
koyarak yara bdlgesine topikal olarak uygulanmasini saglamislardir. Daha iyi
gercirgenlik ozellik tasidigini gdstermislerdir. In vitro ve in vivo calismalarla hibrit
partikiil yiiklii jel sisteminin nemli ortam olusturarak ve bakteriyel enfeksiyondan
korunma saglayarak MRSA ile enfekte olmus yanik yaralarinin tedavisi igin etkili bir
sistem oldugunu kanitlamiglardir [140]. Yara tedavisini igeren bir bagka 6rnek ¢alismada
Jangde ve arkadaslar1 biyoaktif ilaglarin topikal tasinimi ig¢in hesperidin yiiklii lipit
polimer hibrit nanopartikiiller ile calismislardir. Hesperidin yara iyilestirme 6zelligi
gosteren bir maddedir. Ancak hesperidin topikal olarak uygulandiginda biyoyararlanimi
sinirlidir ve bu nedenle terapotik etkinligi diisiiktiir. Tedavi edici 6zelligi gelistirmek i¢in
yeni bir tasiyict sisteme gerek duyulmustur. Calismadaki amag da hesperidin yiiklii lipit-
polimer hibrit nanopartikiiller (HLPHN) gelistirmek ve Hesperidin’in yara yatagindaki
endojen bolgedeki iletimini ve etkinligini artirmaktir. Sonuglara gore HLPHN lerin ilacin
yara bolgesinde siirekli salimini saglayabildigi ve in vitro da gii¢lii antioksidan aktivite
sergiledigini gostermislerdir [141]. Bu tez ¢alismasinda da LPNP’lerin tiim bu avantajlari
nedeniyle hibrit nanopartikiillerin hazirlanmasinda PCL ve 1:1 oraninda lesitin ve gliseril
monostearat kullanilmistir.

LPNP'lerin yapis1 karmasik olmasina ragmen, LPNP'lerin hazirlanma yontemleri oldukca
basittir ve hem lipitlerin hem de polimerlerin ¢cok yonliiliigli sayesinde gelecekte ¢ok
cesitli polimer-lipit hibrit sistemlerinin {iretimini arttirmada 6nemli rol oynamaktadir.

LPNP’lerin sentezlenme yontemleri asagida ayr1 baslik altinda incelenmistir.
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2.7.3.2.1 Polimer-Lipit Hibrit Partikullerin Sentezlenme Yontemleri

Lipit polimer hibrit partikuller genellikle tek asamali sentez ve iki asamali sentez olmak
tizere iki farkli yontem ile hazirlanmaktadir.

Iki Asamah Sentez Yontemi

Iki asamali sentez yontemi ¢ift katmanli veya ¢ok katmanli bir lipit kabuk ile hibrit
partikiilleri hazirlamak i¢in kullanilir. Bu yontemde, polimer ¢ekirdek emiilsiyon metodu
yiiksek basing homojenizatér metodu nanogokeltme metodu kullanilmaktadir [142-144].
Polimer ¢ekirdek emilsiyon metodunda polimer ¢ekirdek sentezinde istenilen boyutlarda
ve ilacin hidrofobiligini gelistirmek icin cesitli metodlar kullanilmaktadir. ilag, organik
bir ¢6ziicii iginde polimer ile karigabiliyorsa veya polimer zincire kovalent olarak konjuge
edilmisse, ilag yliklii polimer cekirdegini sentezlemek i¢in genellikle tek emdiilsiyon
yontemi (W/O) kullanilir [145, 146]. Tek emiilsiyon yontemi kisaca, ilaglar ve polimerler
suyla karigmayan bir organik ¢oziicii i¢inde ¢oziiliir ve yag fazi olusturulur. Olusan yag
faz1 uygun emiilgatdr iceren sulu ¢oOzeltiye eklenir ve ardindan yiiksek hizli
homojenizasyon ile tek emiilsiyon olusturulur.

Etken maddeler hidrofilikse ve suda karismayan organik ¢oziicii i¢inde ¢oziilemiyorsa,
polimer ¢ekirdegi hazirlamak i¢in yag icinde su icinde yag (w/o/w) ¢ift emiilsiyon
yontemi gereklidir [147, 148]. Yontem kisaca su sekilde agiklanabilir bir yag i¢inde su
(w/o) emdlsiyonu, polimer iceren organik cozlciye sulu ¢ozelti halinde olan etken
malzeme ilave edilerek olusturulur. Birinci emiilsiyon elde edilir. Elde edilen emiilsiyon
(w/0) daha sonra cift emiilsiyonu (w/o/w) olusturmak i¢in dis faz olan ikinci su fazina
eklenir. Olusturulan cift emiilsiyonda ¢o6ziicii uzaklastirilarak emiilsiyon sertlestirilir ve
partikiiller elde edilir. Bu islemler genellikle homojenizasyonlar ile gerceklestirilir. Islem
sonunda polidispersite indeksi yiksek blyuk partikiller elde edilir. Bu asamadan sonra
polimer-lipit hibrit partiktller elde etmek icin polimerik partikuller ile lipit filmler veya
lipozomlar karistirilir. Yontemi kisaca agiklamak gerekirse lipit bilesenler organik ¢oziicii
icinde ¢ozdiiriiliir. Lipit filmler olusturulur ve polimerik partikiiller ile karistirilir. Daha
sonra yiiksek basingli homojenizasyon, yliksek hizli vorteksleme gibi karigtirma ile lipit
filmler ve lipozomlar ¢ekirdek olan polimer partikiillerin yiizeyine birlesir ve boylelikle

polimer lipit hibrit parcaciklar elde edilir [149].

Tek Asamal Sentez Yontemi
Lipit-polimer hibrit partikiilleri hazirlarken kullanilan tek asamali sentez yontemi bir lipit

tek katmanli kabuk olusturmaktadir. Bu yontemde polimerler ve hidrofobik ilaglar suyla
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karisabilen organik ¢oziicii iginde ¢ozdiiriiliir ve sulu bir ¢ozelti icinde ¢cozdurulen lipitler
ve lipit PEG eslenikleri icerisine damla damla eklenir. Polimerik partikiiller olusmaya
baslar. Lipitler ve lipit PEG polimerik partikiillerin ylizeyine kendiliginden birlesir.
Lipitlerin hidrofobik kuyruklar1 polimer ¢ekirdege yapisacak ve lipitlerin hidrofilik bas
grubu dis sulu ortama dogru olacaktir. Lipit ve lipit PEG’lerin bu sekilde kendiliginden
birlesmesiyle polimer-lipit partikiiller olugsmaktadir. Bu nedenle tek adimli sentez
yontemi uygun maliyetli, 6lceklenebilir bir yontemdir. Literatiirde de daha cok tercih
edilen bir yontemdir. Ornegin bir ¢calismada Devrim ve arkadaslar1 lizozim yiiklii lipit-
polimer hibrit nanopartikiillerini ¢ift emiilsiye ¢0ziicli buharlastirma yontemi ile
sentezlemiglerdir. Calismadaki amag¢ model protein olarak lizozimin taginimi1 ve salinimi
saglamak i¢in lipit-polimer hibrit nanopartikiilleri gelistirmek ve karakterize etmektir
[14]. Bir baska ¢alismada Tahir ve arkadaslar1 meme kanseri tedavisi i¢in hidrofilik ve
lipofilik doksorubisinin kontrollii dagitimi i¢in lipit-polimer hibrit nanopartikilleri tek
asamali modifiye edilmis nano¢okeltme yontemiyle iiretmislerdir. Belirli optimizasyon
calismalari ile lipit-polimer hibrit nanopartikiillerin, meme kanseri hiicrelerinde DOX’un
hem hidrofilik hem de lipofilik formunun giivenli tasinimi ve kontrollii salim1 igin olasi
bir ilag salim sistemi tasarlamiglardir [150].

Her iki sentez yonteminin sematik gosterimi sekil 2.7°de gosterilmistir.
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(b)

Sekil 2-7 Lipit-Polimer hibrit partikiillerin sentezlerinin sematik gosterimi a) Iki asamali

Sentez Yontemi b) Tek asamali Sentez Y ontemi
2.8 Biiyiime Faktorii Tasinimi icin Sentetik Polimerler

Polimerler ilag taginimi alaninda olduk¢a 6nemli malzemelerdir. Polimer bilimindeki
gelismeler farkli yeni ilag dagitim sistemin gelistirilmesine neden olmustur. Polimerler
dogal ve sentetik polimer olmak {lizere ikiye ayrilmaktadir. Dogal polimerler protein
temelli ve polisakkarit temelli olarak alt dallara ayrilmaktadir. Protein temelli polimerlere
kollajen, albumin, jelatin 6rnek verilebilir. Polisakkarit temelleri olanlara ise aljinat,
siklodekstrin, kitosan, dekstran, hiyaltronik asit gibi polimerler 6rnek verilebilir. Sentetik
polimerler ise biyolojik olarak parcalanabilir ve parcalanamaz olarak ikiye ayrilirlar.
Polikaprolakton (PCL), poli laktik-ko-glikolid (PLGA) gibi polimerler biyolojik olarak
parcalanabilenlere 6rnek olarak verilebilir [151].

Proteinler cesitli tedavi edici Ozellikleri nedeniyle ilag pazarinda 6nemli bir yer
bulmuslardir. Ancak bu proteinlerin hedef bolgeye tasinmasinda bazi giigliikler ile karsi

karsiya kalinmaktadir. Tedavi edici proteinlerin gelistirilmesindeki bir bagka zorluk ise
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bu proteinleri uzun siire stabilitelerini koruyamamalaridir. Viicut sivilarina maruz
kaldiklarinda birka¢ saat icinde bozulabilmektedirler. Terap6tik proteinleri vicut
stvilarindan korumak i¢in tasiyict sistem olarak polimerler arastirilmistir [152].

2.8.1 Poli (laktit-ko-glikolid) (PLGA)

Poli (laktik-ko-glikolik asit) (PLGA), poli laktik asit (PLA) ve poli glikolik asidin (PGA)
bir alifatik polyester kopolimeridir. Biyouyumluluk ve biyobozunurluk 6zelligine sahip
FDA onayli polimerler ailesine aittir. PLGA, terap6tik malzeme tasiyici olarak siirekli
salim profilleri gibi potansiyel sergiledigi i¢in, proteinlerin ve peptitlerin taginimi ic¢in
yaygin olarak kullanilmaktadir. Ornegin Dong ve arkadaslar1 kronik diyabetik yaralarin
tedavisi i¢in su i¢inde yag icinde su ekstrasyon-buharlagsma yontemi ile thEGF yiiklii
PLGA mikrokiirelerini  sentezlemislerdir. Calismada saf rhEGF ile tedavi
karsilastirildiginda, mikrokiirelerin in vitro da fibroblast proliferasyonunu arttigini ve in
vivo da yara iyilesmesini hizlandirdigini ispatlamiglardir [120]. PLGA ayrica gesitli
ozelliklere sahip ¢ok yonli partikiill olusturmak i¢in diger polimerler ile

birlestirilebilmektedirler.

2.8.2 Poli-g-kaprolakton (PCL)

Polikaprolakton (PCL) 1930’larda Carothers ve arkadaslar1 tarafindan sentezlenmistir.
Polimer tabanli ilag tastyici sistemlerde siklikla kullanilan sentetik polimerlerden biridir.
Poli-g-kaprolakton, yar1 kristal, hidrofobik, biyolojik olarak parcalanabilen ve biyolojik
olarak uyumlu bir polyesterdir [153]. PLGA ‘dan daha yavas bozunma oranina sahiptir
bu nedenli uzun siireli salim profillerine ihtiya¢ duyuldugunda PCL tercih edilmektedir.
Ayrica PCL’nin bozunmasi proteinlerin yapisini ve 6zelliklerini bozabilecek asidik bir
ortam olusturmamaktadir [128].

PCL’nin bozunma hizi bazi degiskenlere baglidir. Bu degiskenler molekiil agirlig
kristalinite ve bozunma sartlaridir. PCL’in bozunma siiresi bozunma hizina bagl olarak
degiskenlik gosterebilir. Bir ayda da bozunabilirken bir yil1 agkin siirede de bozunmay1p

ilag salim1 gerceklestirebilmektedir.
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2.9 Hidrojeller

Hidrojeller su ve biyolojik sivilar1 absorbe 6zelligine sahip ve ¢oziinmeyip yapilarini
kaybetmeyen hidrofilik ti¢ boyutlu polimerik yapilardir [154]. Polimer zincirlerinin
ajanlar ile gapraz baglanmasi ile yapilar ti¢ boyutlu olmaktadir [155]. Cok su iceren
yapisindan dolay1r biyolojik dokulara benzemektedirler, bu sayede biyomimetik
uygulamalarda, yapay doku ve organlar i¢in iskele gelistirmek i¢in kullanilmaktadir.
Mekanik 6zellikleri, biyobozunurluk, biyouyumluluk, reolojik ozellikler, termal ve pH
stabiliteleri gibi ¢esitli fiziko-kimyasal Ozellikleri degistirebildigi i¢in biyomedikal
uygulamalarda 6nemli hale gelmislerdir. Ticari Urtin olarak ilk hidrojel kontakt lenslerdir.
Kontakt lens yapiminda en c¢ok hidroksi etil metakrilat (HEMA) hidrojelleri
kullanilmaktadir. Cesitli polimerler ile hidrojeller hazirlanmaktadir. Bu polimerler dogal,
sentetik ve monomer olabilmektedir.

Hidrojeller tip,eczacilik, kozmetik kimya gibi farkli alanlarda kullanilmaktadir [156].
Kontrollu ilag salim sistemlerinde oral, okiiler, epidermal ve deri alti uygulamalarinda
kullanilmaktadir. Etken malzeme yukli hidrojellerde etken malzemelerin salim hizlari
kontrol edilebilmekte boylece ilag uygulama ydntemlerinin eksiklikleri giderilmektedir.
Ayrica ilaglarin yan etkileri ve toksisitelerini azaltmaktadir [157].

Biyokimyasal ve mekanik Ozelliklerinden dolayr yara oOrtiisii alan1 hidrojellerin
kullanildig: alanlardan birisidir. Iyi hidrofilikleri, U¢ boyutlu gdzenekli yapilari nedeniyle
ideal yara Ortlisii adayr haline gelmis ve birgok arastirmacinin dikkatini ¢ekmistir.
Kitosan, jelatin, hyaluronik asit, aljinat ve dekstran gibi dogal polimerler ve poli(etilen
glikol) (PEG) ve poloksamer, poli(vinilalkol) gibi sentetik hidrofilik polimerler, olefin
iceren polimerize monomerler gibi birgok hidrofilik polimerler, poliakrilamid (PAM),
poli(akrilik asit) ve polipeptitler, ¢esitli kimyasal veya fiziksel ¢apraz baglama metodu ile
hidrojel olusturmak i¢in kullanilmaktadirlar [158]. Olusturulan hidrojeller
biyouyumluluklar1 ve yiiksek su tutma kapasitesinden dolay1r yara bolgesini nemli
tutmaktadirlar ve yara yataginin enfeksiyon riskini azaltmaktadirlar. Yara iyilesme
siirecini hizlandirmak i¢in veya su anda kullanilan yara ortiisii malzemelerin tedavi edici
ozelliklerini gelistirmek i¢in polimer bazli terapdtik malzemeler yiiklii hidrojeller
hakkinda bir¢ok calisma yapilmistir. Bu hidrojellere hiicreleri, sitokinleri ve ilaglari
yiikleyerek yavas ve kontrollii salimlariyla yara iyilesmesine katilabilir, inflamasyon,
anjiyogenezi ve graniilasyon dokusunun olusumunu diizenleyen ¢ok sayida hiicre-sinyal

iletim yolunu aktive edebilmektedir [159].
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Yara tedavilerinde farkli iglevlere sahip hidrojeller tasarlanmistir. Bunlar antibakteriyel
hidrojel, yapiskan hemostatik hidrojel, kendi kendine iyilestiren hidrojel, iletken hidrojel,
yaray1 izleme yetenegine sahip hidrojel ve kontrollii dagitim ve salim 6zelligine sahip
hidrojel yara ortiileri olarak adlandirilmaktadir. Tez kapsaminda kontrollii salim
ozelligine sahip hidrojel yara ortiisii calisilmistir. Bu 6zellige sahip hidrojeller gozenekli
yapisi ve ¢ok ¢esitli maddelerin yiiklenmesiyle ve istenilen bolgeye kontrollii bir sekilde
serbest birakmasi nedeniyle yaralar i¢in uygun hale gelmistir. Hidrojellere yiiklenen etken
maddeler arasinda ilk sirada ilaglar yer almistir. Yiiklenen ilaglarin ¢ogu antibakteriyel
Ozellikte olan antibiyotiklerdir. Yara iyilesmesi keratinosit, fibroblastlar, endotel
hlcreleri, notrofiller ve makrofajlar dahil olmak f{izere ¢esitli hiicre tipleri arasinda
hiicresel etkilesimleri gerektirmektedir bunun i¢inde biiyiime faktorlerin, sitokinlerin ve
kemokinlerin endojen salimlar1 diizenlenmelidir. Bu nedenle yara iyilesmesinde gerekli
olan sitokinlerin, biiyiime faktorlerin lokal olarak verilmesi yara iyilesmesini hizlandirma
bir avantaj sunmaktadir. Kok hiicre tiirleri arasinda adipozdan tiiretilen kok hiicreler
(ADSC’ler) de etkili bir hiicre tedavisi saglamaktadir. Bu tiir kok hiicreler doku
rejenerasyonunu tesvik etmek icin anjiyogenezi ve yeniden epitelizasyonu uyararak yara
onariminda gerekli faktorleri salgilayabilmektedirler. Bu nedenle, hiicre yiiklii hidrojel
yara ortiileri en yaygin kullanilan yara ortiileri haline gelmistir [158]. Ornegin Lin
Kaisang ve arkadaslar1 Pluronik F127 hidrojelde gomull adipoz tlrevli kdk hicrelerin
diyabetik yaranin iyilesmesini destekledigini gostermislerdir [160]. Fibroblastlar kollajen
I gibi hiicre dis1 matris molekiilleri lirettikleri ve temel biiyiime faktorleri salgiladiklar
icin yara tedavisinde 6nemli bir islevi vardir. Fibroblast kaynakli faktorler, endotel
hiicrelerinin gelismeye baslamasi, epitelin yaranin merkezine dogru gelismesiyle yara
tyilesmesini hizlandirmasi i¢in gereklidir. Bu amacla Amir Shamlo ve arkadaslari tam
kalinlikli yaralarin iyilesmesini hizlandirmak i¢in fibroblast biiyiime faktdriiniin siirekli
salimini saglayan hibrit hidrojel/mikrokiire sistemi tasarlamislardir. In vivo sonuglar
tasarladiklart hibrit hidrojel/mikrokiire sisteminin biyouyumlulugu ve bFGF’nin
kontrollu-siirekli saliminin tam kalinlikli yaralarin iyilesmesine 6nemli 6lgiide katkida
bulundugunu goéstermislerdir [161].

Biyomedikal alanda lokal ilag tasiyici olarak 1siya duyarli hidrojeller kullanilmaktadir.
Bu hidrojeller farkli sicakliklarda ¢ozelti-jel gegisi (sol-gel transiton) sunmakta ve etkin
maddeyi kontrollii bir sekilde salimin1 ve istenilen bolgede kalmasini saglamaktadir.
Literatiirde 1siya duyarl jeller i¢in poloksamerler kullanilmaktadir. Poloksamerler su

molekiilleri ile kararli hidrojen baglar1 olusturmaktadir. Bundan dolay1 diistiik
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sicakliklarda daha hizli ¢oziinmektedirler. Sicaklik arttik¢a hidrojen baglari zayiflamakta
ve kendiliginden birleserek kiiresel miselleri olusturmaktadirlar. Sicakligin daha fazla
yukselmesiyle miseller gitgide blylmekte ve birbirlerine dolanarak t¢ boyutlu bir jel
yapisini olusturmaktadir [161] [162] [163]. Bu degisimlerle poloksamer ailesinden farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan jeller +4°C ‘de akiskan halde dururken viicut sicakliina
yakin sicakliklarda viskoz hale gelerek jellesmektedirler. Sekil 2.8’de hidrojel

olusumunun sematik gosterimi gosterilmistir.
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Sekil 2-8 Hidrojel Olusumunun Sematik Gosterimi [160]

Bu jeller herhangi bir kimyasal reaksiyon olmadan basit bir sekilde hazirlanmaktadir. O
yiizden yapi in vivoda sitotoksik 6zellik gostermemektedir. Pluronik F127 (PF-127) 1siya
duyarli hidrojel tasarlanmasinda kullanilan en Onemli poloksamerlerden biridir.
Intamiiskiiler, intraperitoneal ve subkutan enjeksiyonlar gibi topikal ila¢ dagitimda
uygulanmaktadir [164]. Ornegin Nasir ve arkadaslari antiinflamatuar bir ilag olan
diklofenak sodyum igin bir sistem gelistirmiglerdir. Bu sistem 1siya duyarl jel ile ilag
tasinimi ve salimini icermektedir. Gelistirilen sistem ile diklofenak sodyum deri alti
enjeksiyon araciligla tavsanlara verilerek farmakokinetik etkileri arastirilmistir. In vitro
ve in vivo deneylerindeki sonuglarla %20 konsantrasyonda poloksamer 407°den olusan
1stya duyarli jel sisteminin ila¢ salimini uzatmak ve ilacin kandaki terapdtik etki siiresini
uzun siire korumak (144 saat) i¢in basarili bir formiilasyon oldugunu ortaya koymuslardir
[165]. Baska bir drnek ¢alismada Gao ve arkadaslar1 tiimor tedavisi i¢in kurkumin yiikli
enjekte edilebilir 1s1ya duyarli bir jel sistemi gelistirmislerdir. Bu sistem ile in vitroda
kurkuminin uzun stireli ilag salimi gerceklestirilmis ve c¢oziiniirligl arttirilmistir.
Kurkumin yiikli 1siya duyarh jelin farelerde kati tiimorlerinin biiytimesini etkili bir
sekilde engellendigini kanitlamislardir [166].

Sicakliga duyarli jellerin kullanildigi bir diger etken madde tasima sistemi deri alt1

(transdermal) tasima sistemidir. Literatiirde bir¢cok ¢aligma bulunmaktadir. Bu hidrojeller
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deri yoluyla etken maddelerin penetrasyonunu kolaylastirabilen ve istege bagl etken
madde dagitilabilen bir sistem olarak gelistirilmistir. Ornek bir ¢alismada atopik dermatit
tedavisinde nem saglanmasi i¢in poloksamer 407/karboksimetik seliiloz sodyum igeren
sicakliga duyarli bir hidrojel gelistirilmistir. Bu hidrojel igerisine analjezik,
antimikrobiyal ve antienflamatuar 6zelliklere sahip olan Cortex Moutan kapsiillenmistir.
Elde ettikleri sonuglara gére CMC’ler P407 hidrojelin fiziksel &zelliklerini ve
P407/CMC’ler ilacin deri penetrasyonunu kolaylastirmistir [167]. Ornek bir ¢alismada
Carmona-Moran ve arkadaslar1 diklofenak yiiklii termo ve pH’a duyarli nanojeller
gelistirmislerdir ve nanojelleri jellan zamk tabanli kati bir hidrojel film igine
kapsiillemislerdir [168]. Hamad ve arkadaslarinin yaptig1 bir diger ¢alismada flukonazol
yikli altin nanogubuklarint sicaklia duyarli poloksamer 407 hidrojel sistemi
gelistirmislerdir. Bu hibrit sistemle flukonazoliin transdermal taginimi gergeklestirilmis
ve insan dermal fibbroblastlar1t CCD-1064Sk hiicrelerine karsi diisiik sitotoksisite
sergiledigi kanitlamislardir [169] [170].

Akillt polimerlere dayali hidrojeller, etken malzemelerin cilde uygulanmasi i¢in ideal
yara Ortli materyali olabilmektedir. Jel olarak Pluronik F127 yaralara uygulandiginda
sicanlarda yara iyilesmesini arttirdigini gosteren calismalar mevcuttur. Ornegin bir
calismada Wistar sicanlarinda kutandz yara tedavisinde pluronik F127 ile hazirlanan jelin
etkileri aragtirilmistir. Normal tuzlu su ¢ozeltisi ve %25 (w/v) F127 jel 14 giin boyunca
acik eksizyon yaralarina topikal olarak uygulamislardir. Giinde bir kez topikal olarak
uygulanan F127 jel yaranin 11. ve 14. giinlerinde yara kapanmasimi onemli Olciide
arttirdigini ~ fotograflama ile yara kontraksiyon ylzdesinin  belirlenmesiyle
gostermislerdir. Histopatolojik testlerle ise jel ile tedavi edilen grupta daha fazla 16kosit
infiltrasyonu ve ardindan belirgin fibroblast proliferasyonu ile iyi olusturulmus
graniilasyon dokusu olustugunu kanitlamiglardir. Sonug olarak topikal olarak uygulanan
kontrol grubu ile F127 jelin karsilastirilmasi ile F127 jelin yara iyilesmesi hizlandirdigini
kanitlamiglardir [171]. Pluronic F127 ile ¢alisilan jel galismalarinin bir baska 6rneginde
PLGA mikrokurelerinde yara iyilestirici bir ajanin salimi arastirilmistir. Caligmada yara
tedavisinde kullanilabilecek bir antimikrobiyal peptit olan KLS-W’nin salimint hem
mikropartikiilden hem de jele yiliklenmis mikropartikiillerden incelemislerdir.
Mikropartikiiller igin tasiyici olan jelin 24,6°C veya altinda sivi oldugunu viicut
sicakligina gelindiginde seffaf film gibi jel oldugunu reolojik ¢alismalar ile
kanitlamiglardir. Salim deneylerinden sonra tasiyici sistem savasla ilgili yaralanmalarin

tedavisi i¢in hayvan yara modellerinde degerlendirme ve test edilmesini saglamak igin
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bakterisidal aktivite ac¢isindan test edilmis ve antimikrobiyal aktivite sagladigi
bulunmustur [172].

Sicakliya duyarli hidrojellerin ¢esitli avantajlar1 vardir. Bir ¢6zelti halinde kolayca
uygulanabilmekte, fizyolojik sicaklikta jel haline gelebilmektedir. Uygulanan bdlgenin
seklini almakta yapistirict 6zelliginden dolay1 yaraya uygulandiginda dikis kullanimi da
gerek yoktur. Etken malzemelere koruma saglamaktadir. En biiyiik avantaji hazirlanmasi
kolaydir. Ancak mekanik direngleri diistiktiir, yara sivilarinda hizli bir sekilde deforme
olabilmekte bundan olay1 etken madde salimlar1 hizlanmaktadir. Bu gibi dezavantajlari
en aza indirebilmek icin literatiirde ¢alismalar mevcuttur. Literatiirdeki ¢alismalarda
tedavi edici etken maddeyi istenilen bolgede kontrollii salimin1 gergeklestirebilmek igin
hibrit sistem olusturmuslardir. Ornek bir ¢alismada PLGA‘ya dayali polimerik
nanopartikillerden ve cilt yaralar tizerinde iyi bir etkisi olan sicakliga duyarli Pluronik
F127 hidrojel sisteminin 6zelliklerini birlestirmiglerdir. Gelistirdikleri sistem trombosit
lizati yUklu nanopartikilleri igeren Pluronik jel sistemidir. Yaralarda tedavi edici ajan
olarak trombosit lizati ile calismislardir. In vitro-in vivo da testler gergeklestirilip,
trombosit lizatli nanopartikiiller iceren hidrojelin, serbest formdaki lizata goére daha hizli
doku yenilenmesini destekledigini gostermislerdir. Elde edilen sonuglarla yaralarin
tedavisi i¢in iyi alternatif sistem olacagini kanitlamislardir [173].

Fakat literatiir daha fazla arastirildiginda GM-CSF ve VEGF 'nin birlikte partikiil icerisine
yiiklenip kronik yaralardaki etki mekanizmasini arastiran bir ¢alismaya rastlanmamastir.
Ikisinin birlikte kapsiillenmesiyle molekiil agirliklarma gore sirali bir salim saglanarak
tyilesmesi zor olan yaranin farkli basamaklarini etkileyerek hizli 1yilesmesi
Ongoriilmiistiir. Tez ¢alismamizla bu eksigin giderilmesi amaglanmistir.

Tez calisma kapsaminda diyabet hastaligindan dolay1 zor iyilesen kronik yaralarin

iyilesme hizlar1 arastirilmistir. Tezin bolim 2.10 ‘da diyabet hakkinda bilgi verilmistir.
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2.10 Diyabet

Diyabet hastaligi endokrin hastaliklarindan biridir, insiilin eksikliginden veya insilin
salgisinin problemlerinden kaynaklanan hiperglisemi ile karakterizedir.

Kronik hiperglisemi, gozler, bobrekler, sinirler ve kan damarlar1 olmak {izere birgok
organlar Uzerinde uzun siirede bozulmalara yol agmaktadir. Tip 1 ve tip 2 olmak Uzere iki
tir diyabet vardir. Tip 1 diyabet insiilin salgisinin yoklugundan/eksikliginden
kaynaklanmaktadir. Tip 2 diyabet ise insiilin direncinden ve/veya yetersiz insulin
salgilanmasindan kaynaklanmaktadir [174].

Diyabet, kronik yaralarin 6nde gelen nedenlerinden biridir. Diyabetik hastalardaki kiigik
yaralar genellikle enfeksiyona yatkin ve iyilesmesi zor olan kronik Ulserlere
dontisebilmektedir [175].

2.10.1 Tip 1 Diyabet

Insulin, Pankreas beta hucreleri tarafindan salgilanir. Bu hiicrelerin otoimmiin yikimi ya
da yetersiz insilin salgilamalar1 diyabete neden olmaktadir. Tip 1 diyabet genellikle
cocukluk déneminde, Tip 2 diyabet ise ergenlik dénemlerinde ortaya ¢ikmakta ve omiir
boyu siiren hastalik haline gelmektedir [174]. Hastalik kiigiik yasta ortaya ¢iktigi i¢in
juvenil diabetes mellitus olarak da tanimlanmaktadir. Tip 1 diyabet hastalarina insiilin
uygulanmast 0nemlidir eger hastalar insiilin almazsa, siddetli hiperglisemi gelisir ve
tedavi edilmediginde hizla komaya ve 6lime yol acabilmektedir [176].
Tip 1 diyabet giiclii bir genetik yatkinliga sahiptir. Bagisiklik sisteminde rol oynayan
duyarl genler ve ¢evresel faktorler ile de iliskilendirilebilir [176, 177].
Bilim adamlar1 halen tip 1 diyabet hastaliinin risk faktorlerini arastirmaktadirlar.
Bugiine kadar elde edilen bilgiler dogrultusunda risk faktorleri asagida 6zetlenmistir
[178].

1. Aile Oykiis
Ailede herhangi bir kiside tip 1 diyabet tanis1 varsa o kiside tip 1 diyabet gelisme riski
artmaktadir.

2. Genetik
Belirli genetik yapidaki kisilerde tip 1 diyabet gelisme riski yUuksektir.

3. Cografya
Ekvatordan Kuzeye dogru ¢ikildikga tip 1 diyabet hastas1 olma riski artmaktadir.

4. VirGsler

47



Virus nedenli enfeksiyonlart gegiren kisilerde de pankreas adaciklarinda otoimmun yikim
tetiklenebilir ya da virusun kendisi adacik hiicrelerinde dogrudan harabiyete
ugratabilmektedir.

5. D-vitamini eksikligi
Bilim adamlar1 D —vitaminin tip 1 diyabete kars1 koruyucu bir 6zelliginin olabilecegini
distinmektedirler.

6. Beslenme
Omega 3 yag asitlerinin tip 1 diyabete kars1 bir miktar koruyucu 6zelligi vardir. Bebek
mamasima erken donemde tahil iriinlerinin eklenmesiyle tip 1 diyabet riskini
etkileyebilecegi ileri stiriilmiistiir.

7. Diger risk faktorleri
Dogumdan hemen sonra sarilik veya solunum yolu sorunlar1 geciren ¢ocuklarda tip 1
diyabet riskinin artabileceginden kuskulanilmaktadir.
Tip 1 DM’li hiperglisemik hastalar, néropati, retinopati, vaskulopati ve nefropati gibi

komplikasyonlara olduk¢a duyarhdir.

2.10.2 Tip 2 Diyabet

Diyabetin bu formu diyabet hastaliginin %90-95’ini kapsamaktadir. En ¢ok yetiskinlerde
goriildigi icin erigkin tip diyabet adi verilmektedir. Tip 2 diyabet, insiline diren¢ ve
hedef dokulardaki dolasan insillin seviyesinin azalmasi veya immun tepKisi ile
karakterizedir. Hastalarin ilk baslarda insiilin tedavisine ihtiyaglar1 yoktur. Bu tip
diyabetin bir¢ok nedeni olabilmektedir ve ayrica oto-immiin yikima neden olmamaktadir
[174]. Diyabet 6ncesi donemde pankreas kandaki normal seker diizeyini surdirmek icin
artan miktarda insiilin salgilayabilir, ayrica insiilin direncinin tistesinden gelmek i¢in de
yag asitleri seviyesini arttirabilir. Ancak beta hiicreleri seviyeyi artirirken basarisiz
olmaya baslar ve tip 2 diyabete neden olan artan glikoz ve yag asidine neden olur [176].
Bu tip hastaliga sahip olan bir¢ok hasta obezdir ve obezite bir dereceye kadar insiiline
diren¢ gostermektedir. Tip 2 diyabetin risk faktorleri yas, obezite ve fiziksel aktivite ile

hatta tip 1 diyabetten daha ¢ok genetik yatkinlik ile iligkilendirilebilir [174].
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2.10.3 Diyabet ve Yara Iyilesmesi

Diyabet hastalig1 viicutta géz, kan damarlari, bobrekler ve sinir sistemi dahil bircok
organi etkileyen kronik komplikasyonlar1 olusturmaktadir. Damar sistemindeki
bozulmalar sonucu dokulara giden kan miktar1 azalmaktadir. Iskemi, korone, arter
hastaligina yol agarken uzuvlarimizin uglarinda yetersiz kan akimima bagl yaralar
olusmaktadir. Ozellikle hiicresel immuniterki bozulmalar da enfeksiyona yatkinliga yol
acmaktadir. Bozulan metabolizma, olusan yaralarin iyilesmesi iizerinde bir¢ok olumsuz
etkilere yol agmaktadir [179].

Bacak ve ayak iilserleri en sik diyabetik hastalarda goriilmektedir [180]. Yaralar herkesi
etkilese de diyabet ayak Ulseri diyabetli hastalarin risk faktorlerinden biridir [179].
Diyabetik hastalarda, glikozu metabolize etme yetenekleri azalmistir bu da hiperglisemik
durumlara yol agarak yara iyilesmesini bozmaktadir [180]. Sonugta iyilesmesi zor olan
kronik yaralar olusmaktadir.

Diyabetli kisilerde ayak {ilserlerinin olusmasini saglayan ve iyilesmenin gecikmesine Yol
acan bazi faktorler vardir. Bu faktorlerin baginda néropati, periferik damarsal hastaliklari
gelmektedir. Immun sistemde Ozellikle hiicresel immunitedeki yetersizlik yaranin
inflamasyon basamagindaki yetersizlige yol agmaktadir. Ardisik olarak ilerleyen iyilesme
stireci kesintiye ugramaktadir. Bu ¢alismada hiicresel immuniteyi tetikleyen GM-CSF bu
nedenle secilmistir. Angiopati sorunu i¢in angiogenezisi uyaran VEGF secilmistir.
Burada iskeminin tedavi edilip edilemeyecegi sorgulanmaigtir.

Noropati, ayak iilserlerinin %90 ‘ninda tespit edilen bir durumdur. Duyusal néropatide
hastalar herhangi bir yaralanmada agri, aci hissetmezler. Otonom noropati, diyabetli
hastalarda terlemenin azalmasina neden olmaktadir. Azalan terleme de dokuda kuruluk
ve catlaklara yol agmaktadir. Bu mikro c¢atlaklara bu bdlgede enfeksiyon potansiyelini
arttirmaktadir. Motor noropatiler ise, yirlyiis degisikligi, nasir gelisimi, Kkronik
travmalara ve uzun slreli basing artis1 ile basi yaralarina yol agmaktadir

Periferik damarsal hastaliklari, diyabetli olmayan hastalara kiyasla daha fazla
gortlmektedir. Bu hastalik tek bagina ayak iilserine neden olmamakta diger faktorler ile
birlikte oldugunda iilserlere yol agabilmektedir. Eristrositler ince dar kan damarlar
igerisinde dolasabilmektedir. Ancak diyabetik hastalarin eritrositleri deforme olup
vaskiiler komplikasyonlara yol agmaktadir. Diger taraftan kandaki glikoz seviyesinin

artmasiyla kanin vizkositesi de artmaktadir ve kanin kan damarlarinda durgunlagmasina
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neden olmaktadir. Bunun sonucu dokulardaki oksijen seviyesi azalmaktadir yara
iyilesmesi gecikmektedir.

Kicuk travmalar bile (dokulardaki travmatik hasarlar) yaralara neden olmaktadir. Kronik
yaralar sepsise yol acabildigi gibi ampiitasyonlara kadar gidebilen uzuv kayiplarina da
davetiye ¢cikarmaktadir. Fakirlige bagl olarak kotii beslenme, hareketsizlik gibi durumlar
ayak {ilserinin risk faktorleri arasinda yer alabilmektedir.

Diyabetin canli viicudunda neden oldugu bu etmenler nedeniyle diyabet hastalarda
meydana gelen yaralar geg¢ iyilesmektedir. Yaralarin geg¢ iyilesmesine 100’den fazla
bilinen fizyolojik faktor etki etmektedir. Bu faktorler su sekilde siralanabilir; azalmis
blyume faktort dretimi, yetersiz damarlanma ve immun yanittir [181]. Diyabetin neden
oldugu kronik yaralar iyilesmeye yol acan olaylarin normal senkronizasyonunu
kaybederek farkli asamalarda sikismaktadir. Ornegin viicuttaki seker miktarmin fazla
olmastyla beyaz kan hiicrelerini iglevlerini yerine getirememektedir. Beyaz kan hiicreleri
bagisiklik sisteminin merkezinde yer alan hiicrelerdir. Beyaz kan hcreleri dizgiin
caligmadiginda, viicut bakteri ve mikroplar ile savasamaz yara bolgesini temizleyemez.
Yara bolgesi temizlenmedigi i¢inde inflamasyon asamasinda takilip kalmaktadir. Yara
iyilesememektedir. Ote yandan seker hastalig1 dolasimi etkileyerek kanin daha yavas
hareket etmesine neden olarak viicudun yaralar iyilestirmesi i¢in gerekli olan besinleri
ulagtirmast zor olmaktadir. Yara bolgesi yeterli oksijen ve besin tasgimmadiginda
proliferasyon fazinda eksik damarlanma ve hiicre ¢ogalmasi gergeklesmektedir.
Boylelikle yaranin iyilesmesi igin gerekli olan adimlar diizgiin ger¢eklesmemektedir.
Yara bolgesinde inflamasyonu azaltacak ve ayni zamanda damarlanma arttiracak bir
tedavi yOntemi uygulandifinda diyabetik yaralarin daha hizli iyilesecegi
ongorilmektedir. Bu tez ¢alismasinda ise GM-CSF ile diyabetik yaralarda ilerlemeyen
inflamasyon fazini ilerleterek ardindan VEGF ile proliferasyon agamasinda damarlanma
saglayarak o bolgeye oksijen ve besin tasinimini gerceklestirerek yaralarin iyilesme

hizinin gelisecegi amaclanmistir.
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3 DENEYSEL CALISMALAR

3.1 Kimyasal Malzemeler

Tez caligmasinda tasiyict sistem olarak polimerik partikiiller, polimer/lesitin partikiiller
ve polimer-lipit hibrit partikiiller (LPN) tasarlanmistir. LPN’lerin lipit fazinda lesitin ve
geleol mono digliserit (Gattefose tarafindan hediye edilmistir), polimer fazinda ise
polikaprolakton (PCL, molekiiler agirligi 45 kDa) (Sigma Aldrich) kullanilmigtir. Istya
duyarli enjekte edilebilir hidrojel tasarlanmasinda Pluronik F127 (~12600 g/mol) (Sigma
Aldrich) kullanilmistir. Partikiillerin hazirlanmasinda organik ¢oziicii olarak etil asetat ve
diklorometan (DCM) kullanilmis ve Sigma Aldrich’ten temin edilmistir. Polimer tastyici
sistemin tasarlanmasinda stabiliteyi arttirmak igin Polivinil Alkol (PVA molekiil agirlig:
Mw 13000-23000 ) veya Pluronik F127 (~12600 g/mol) ile ¢alisilmistir. LPN’lerin
tasarlanmasi ile sistemin protein alim/salim deneyleri i¢in iki model protein olarak sigir
serum albumin (BSA) (molekiil agirlig1 66 kDa) ve lizozim (molekiik agirlig1 14 kDa) ile
caligilmistir. Bu proteinler Sigma-Aldrich’ten temin edilmistir. SDS-PAGE analizinde
kullanilmak {izere akrilamid ve N'N'-bis-metilen-akrilamid kullanilmistir. Tasiyict
sistemin i¢ine almastyla diyabetik yaralarin iyilesmesinde kullanilmak iizere kombine
tedavi amaciyla kullanilan etkin proteinler ise vaskiiler endotelyal biiytime faktorii
(VEGF, molekiiler agirligr 39 kDa), graniilosit makrofaj stimiile edici ajan (GM-CSF,
molekiiler agirhigi 14,5 kDa) kullanilmakta olup Sigma Aldrich’ten temin edilmistir.
Deneylerde Millipore Direct-Q3 UV iler aritilan ultra saf su (Millipore) (18.2 mQ.cm)
kullanilmigtir. Spraque Dawley tiirii siganlar1 diyabetik hale getirmek i¢in kullanilan ilag
Streptozotosin Cayman Chemical’ten temin edilmistir. Sodyum sitrat ve hidroklorik asit
Sigma Aldrich’ten temin edilmistir.Kimyasal malzemeler ek saflastirma isleminden
gecirilmemistir.

3.2 Protein Tasiyic1 Sistemlerin Hazirlanmasi

Literatiirde proteinlerin taginimi i¢in Np’lerin hazirlanmasinin bir¢ok yolu mevcuttur. Tez
calismasinda Np’ler hem su hem de yag fazlarinda kiiclik degisiklikler yapilarak cift

emdilsiyon-¢oziicii buharlagtirma yontemine gore hazirlanmustir.
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3.2.1 Polimerik Partikiillerin Hazirlanmasi

Gozenekli polimerik partikuller su/yag/su ¢ift emiilsiyon ¢oziicii buharlastirma yontemi
ile hazirlanmistir [153]. Polimerik partikiillerin hazirlanmasi i¢in kullanilan prosediir
sekil 3.1°de gosterilmistir. Ornek hazirlama siireci su sekildedir. Partikiillerin hazirlama
prosediirii i¢ su fazi, yag fazi1 ve dis su faz1 olmak iizere 3 fazdan olusmaktadir. ilk énce
ic su fazi olusturmak icin hidrofilik 6zellik gosteren model protein olan BSA belirli bir
miktar 0.5 ml ultra saf suda ¢ozdiriilmistiir. Yag fazin1 olusturmak i¢in polimer ve %5
(w/v) oraninda F127 DCM nin igerisinde agz1 kapali bir sekilde ¢cozdiiriilmiistiir. D1 su
faz %0,35 (w/v) PVA ¢o6zeltisinden olusmaktadir. Dis su fazi hazirlamak i¢in belirli bir
miktar PVA tartilip ultra saf su igerisine eklenmistir. PVA yiiksek sicakliklarda su
icerisinde c¢ozinmektedir [182]. O ylzden sicaklik 70 °C ayarlanarak PVA’nin
coziinmesi saglanmistir. Prosediiriin ilk agamasi olan yag iginde su birinci emiilsiyonu
olusturmak i¢in hazirlanan i¢ su fazi, yag fazina eklemistir ve sonikasyon probu (Bandelin
sonopuls uw 2070) kullanilarak (70W) karistirilmigtir. Prosediiriin ikinci agsamasi su
icinde yag olan ikinci emiilsiyonu olusturmak i¢in elde edilen birinci emiilsiyon yani
su/yag emiilsiyonu (%0,3 (w/v) PVA) iceren dis su fazin igerisine eklenmistir. Ikinci
emiilsiyon olusumunda da ayn1 kosullar kullanilmistir.

Emiilsiyonlar elde edildikten sonra yag fazini hazirlamada kullanilan c¢6ziiciiniin
buharlasmasini saglamak amaciyla ¢ozelti agz1 agik bir sekilde 3,5 saat ¢eker ocakta
karistirilmistir. Bu asamada ¢oziicii uzaklasirken partikiiller olugsmaya baslamaktadir. 3.5
saatin sonunda partikiilleri elde etmek ve yapiya dahil olmamis olan serbest protein
uzaklastirmak i¢in 18000 rpm’de 15 dk santrifiij yapilmistir. Partikiillerin yapisina dahil
olmamis ylizey aktif maddelerini uzaklagtirmak i¢in en son yikama yapilmistir. Yikama
islemi 3 kere tekrar edilmistir. Yikama isleminden sonra bir sonraki karakterizasyon
¢alismalari i¢in 6rnekler +4°C’de saklanmustir.

Polimerik partikiillerin boyut ve morfoloji analizlerini ger¢eklestirmek i¢in ayn1 zamanda

icerisinde model olarak segilen protein bulunmayan partikiiller hazirlanmistir.
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Sekil 3-1 Polimerik Partikiillerin Hazirlanma Prosediiriiniin Sematik Gosterimi

Ayn1 kosullarda ayn1 prosediir ile hazirlanmislardir. I¢ su fazini hazirlarken herhangi bir

protein eklenmemistir

3.2.2 PCL/Lesitin Monolit Partikiillerin Hazirlanmasi

Lesitin/PCL monolit partikiiller su/yag/su ¢ift emiilsiyon ¢dziicii buharlastirma yontemi
ile hazirlanmistir. Partikiil hazirlanmasi siirecinde farkli oranlarda lesitin ile ¢aligilmistir.
Partikiil morfolojisinin diizglin ve uygun boyutta olmasi i¢in optimizasyon caligsmalari
yapilmistir. Monolit partikiillerin hazirlanmasi i¢in kullanilan prosediir sekil 3.2’de
gosterilmistir. Partikiillerin hazirlama prosediirii i¢ su fazi, yag fazi ve dis su faz1 olmak
lizere 3 asamadan olusmaktadir. Ik 6nce yag fazi hazirlanmustir. Yag fazim olusturmak
i¢cin farkli oranlarda lesitin, polimer ile etilasetat-DCM igerisinde ¢ozdiiriilmiistiir. Daha
sonra i¢ su faz1 hazirlanmistir. I¢ su faz1 model protein olan BSA igermektedir. Belirli bir
miktar BSA 0.2 ml Up igerisinde ¢dzdiiriilmiistiir. Ik emiilsiyonu olusturmak igin i¢ su
faz1 yag fazina eklenmistir ve sonikasyon probu (Bandelin sonopuls uw 2070) ile 70W
giiciinde 30s sonikasyon ile karistirilmistir. Ugiincii faz1 olan dis su fazi i¢in 0.35 (w/v)
F127 sulu ¢ozelti hazirlanmistir. ilk emiilsiyon olusturulduktan sonra dis su fazina
eklenerek ¢ift emiilsiyonun son basamagi ayn1 kosullar altinda sonikasyon probu ile 70W
giiclinde 120s de olusturulmustur. Emiilsiyon sonunda siit beyazi renginde ¢ozelti elde

edilmistir. Emiilsiyon dogru bir sekilde olusmustur yag ile su fazlar1 karigabilmistir.
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Sekil 3-2 PCL/Lesitin Partikiillerin Hazirlanma Prosediiriiniin Sematik Gosterimi

Emiilsiyonlar elde edildikten sonra yag fazin1 hazirlamada kullanilan ¢oziiciilerin
buharlasmasini saglamak amaciyla ¢ozelti agz1 agik bir sekilde 3,5 saat ¢eker ocakta
karistirilmistir. Bu asamada ¢6ziicli uzaklasirken partikiiller olusmaya baslamaktadir.

3.5 saatin sonunda partikiilleri elde etmek ve yapiya dahil olmamis olan serbest protein
uzaklastirmak i¢in 14000 rpm’de 15 dk santrifiij yapilmistir. Partikiillerin yapisina dahil
olmamis emiilsiye edici ajani uzaklastirmak i¢in en son yikama islemi yapilmistir.
Yikama islemi 3 kere tekrar edilmistir. Yikama isleminden sonra bir sonraki
karakterizasyon ¢aligmalari i¢in partikiiller +4°C’de saklanmistir.

PCL/Lesitin monolit partikiillerin boyut ve morfoloji analizlerini gerg¢eklestirmek i¢in
aynt zamanda icerisinde model olarak segilen protein bulunmayan partikiller
hazirlanmistir. Aym kosullarda ayni prosediir ile hazirlanmislardir. I¢ su fazim
hazirlarken herhangi bir protein eklenmemistir. O sekilde birinci emiilsiyon
olusturulmustur.

hLipit-Polimer Hibrit Partikiillerin Hazirlanmasi

Lipit-polimer hibrit partikiiller su/yag/su ¢ift emiilsiyon ¢6ziicii buharlastirma yontemi ile
hazirlanmistir. Partikiil morfolojisinin diizgiin ve uygun boyutta olmasi i¢in optimizasyon

caligmalar1 yapilmistir. Bunun i¢in ilk 6nce protein igermeyen partikiiller sentezlenmistir.
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Sulyag/su ¢ift emiilsiyon ¢6ziicli buharlagtirma yontemini agiklamak gerekirse ilk once
PCL, Geleol mono digliserit ve surfaktan olarak lesitin organik ¢6ziicli olarak kullanilan
etil asetat ve diklorometan icerisinde ¢ozdiiriilerek yag fazi olusturulmustur. Birinci su
faz1 ve ikinci su fazi ise %0.35 (w/v) F127 saf su igerisinde ¢ozdiiriilerek hazirlanmastir.
Oda sicakliginda birinci su fazi yag fazi igerisine eklenmistir ve homojenizatorde
(Bandelin sonopuls uw 2070) 30 saniye 70 W da karistirilarak birinci emiilsiyon elde
edildi. Olusan emiilsiyon %0.35 (w/v) 6 ml F127 igerisine eklendi ve ayn1 kosullar altinda
120 saniye tekrar homojenizatdrde karistirilarak ikinci emiilsiyon elde edilmistir.
Karstiricida 800 rpm ‘de agzi agik sekilde 3.5 saat karigtirilarak organik ¢oziiciiler
ucuruldu ve hibrit partikiillerin olusmasi saglandi. Olusan partikiilleri toplamak amaciyla
santriflij cihazinda (Centrifuge MPW-251) 12000 rpm’de 15 dk santrifiij edildi. Coken
partikuller ayrildiktan sonra surfaktan kalintisindan ayirmak amaciyla saf su ile 3 kere
12000 rpm ‘de 5’er dk santrifiij edilerek yikanmistir. Elde edilen partikiiller 4°C ‘de

buzdolabinda analizler ic¢in saklanmistir. Sentezlenme prosediiri sekil 3.3°de

gosterilmistir.
~
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Sekil 3-3 Polimer/Lesitin/Geleol polimer-lipit hibrit partikiillerin hazirlanma

prosediiriiniin sematik gosterimi
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3.2.2.1 BSA Yuklu Lipit-Polimer Hibrit Partikiillerin Hazirlanmasi

VEGF proteinine model olarak sigir serum albumin (BSA) ile ¢alisilmistir. Protein yiiklii
olmayan bos partikiillerin recetesinden yola c¢ikarak BSA yiikli hibrit partikiiller
sentezlenmistir. Yontemi agiklamak gerekirse ilk 6nce yag fazini olusturmak amaciyla
130 mg PCL 20 mg lesitin ve 20 mg Geleol organik c¢ozucilerde (etil asetat ve
diklorometan) igerisinde ¢ozdiiriilmiistiir. Daha sonra birinci su fazini olusturmak igin
belirli miktar BSA 200 mikrolitre %0.35 (w/v) F127 ¢ozeltisi igerisinde ¢0zdurilmiistiir.
Birinci su faz1 yag fazina eklenmis homojenizatorde 30 s 70 W’da karistirilarak birinci
emdlsiyon elde edilmistir. Olusan birinci emiilsiyon dis fazi olusturan 6 ml’lik %0.35
(w/iv) F127 cozeltisine ilave edilmistir ve homojenizatorde 120 s 70 W’da karistirilarak
ikinci emilsiyon elde edilmistir. Partikiil olusturulmasi i¢in olusan emiilsiyon 800 rpm
hizla mekanik karistiricida 3,5 saat karistirilarak ¢oziiciilerin buharlasmasi saglanmistir.
Partikiiller 12000 rpm’de 15 dk santrifiij edilerek ¢oktiiriilmiis ve ayn1 kosullar altinda 3
kez saf su ile yikanmistir. Elde edilen partikuller karakterize edilmek icin +4°C de
saklanmigtir. BSA yiiklii partikiiller optimize edildikten sonra ayni parametreler igin
VEGEF yiiklii partikiiller elde edilmistir.

3.2.2.2 Lizozim Yuklu Lipit-Polimer Hibrit Partikiillerin Hazirlanmasi

GM-CSF proteinine model olarak lizozim proteini ile ¢alisilmigtir. Protein yiiklii olmayan
bos partikiillerin recgetesinden yola ¢ikarak lizozim yiikli hibrit partikiiller
sentezlenmistir. Yontemi aciklamak gerekirse ilk once yag fazini olusturmak amaciyla
130 mg PCL 20 mg lesitin ve 20 mg Geleol organik c¢Ozucilerde (etil asetat ve
diklorometan) igerisinde ¢6zdiiriilmiistiir. Daha sonra birinci su fazini olusturmak igin 10
mg lizozim 200 mikrolitre %0.35 (w/v) F127 ¢Ozeltisi igerisinde ¢Ozdurulmiistiir Birinci
su faz1 yag fazina eklendi homojenizatorde 30 s 70 W’da karistirilarak birinci emiilsiyon
elde edilmistir. Olusan birinci emiilsiyon dis fazi olusturan 6 ml’lik %0.35 (w/v) F127
cozeltisine ilave edilerek ve homojenizatorde 120 s 70 W’da karistirilarak ikinci
emilsiyon elde edilmistir. Partikiil olusturulmasi i¢in olusan emiilsiyon 800 rpm hizla
mekanik karistiricida 3,5 saat karistirilarak ¢oziiciiler buharlastirilmistir.

Partikiiller 12000 rpm’de 15 dk santrifiij edilerek ¢oktirildl ve ayni kosullar altinda 3
kez saf su ile yikanmistir. Elde edilen partikuller karakterize edilmek igin +4°C de
saklanmistir. Lizozim yiiklii partikiiller optimize edildikten sonra ayni parametrelerde

GM-CSF yiiklii partikiiller elde edilmistir.
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3.2.2.3 Lizozim/BSA Yuklu Lipit-Polimer Hibrit Partikiillerin Hazirlanmasi

Tezin bu asamasinda GM-CSF ve VEGF proteinine model olarak BSA ve lizozim
proteini ile ¢alisilmistir. Protein yiiklii olmayan bos partikiillerin regetesinden yola
cikarak BSA/Lizozim yiiklii hibrit partikiiller sentezlenmistir. Yontem lk 6nce yag fazini
olusturmak amaciyla 130 mg PCL 20 mg lesitin ve 20 mg Geleol organik ¢ozlictlerde
(etil asetat ve diklorometan) igerisinde ¢Ozdiriilmistiir. Daha sonra birinci su fazini
olusturmak i¢in BSA ve lizozim 200 mikrolitre %0.35 (w/v) F127 cozeltisi icerisinde
¢cOzdiiriilmiistiir. Birinci su fazi yag fazina eklendi homojenizatérde 30 s 70 W’da
karistirilarak birinci emiilsiyon elde edilmistir. Olusan birinci emiilsiyon dis fazi
olusturan 6 ml’lik %0.35 (w/v) F127 ¢ozeltisine ilave edilmistir ve homojenizatdrde 120
s 70 W’da karnstirilarak ikinci emiilsiyon elde edilmistir. Partikiil olusturulmasi icin
olusan emiilsiyon 800 rpm hizla mekanik karistiricida 3,5 saat karistirilarak ¢oziiciiler
buharlastirilmistir.

Partikiiller 12000 rpm’de 15 dk santrifiij edilerek ¢oktiiriildii ve ayn1 kosullar altinda 3
kez saf su ile yikanmistir. Elde edilen partikiiller karakterize edilmek icin +4°C de
saklanmistr. BSA/Lizozim yiikli partikiiller optimize edildikten sonra ayni
parametrelerde GM-CSF/VEGF yiiklii partikiiller elde edilmistir.

Partikiil hazirlamada kullanilan parametreler ¢izelge 3.1 6zetlenmistir
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Cizelge 3-1 Partikiil Hazirlama Kullanilan Parametreler

) _ o Emulsifiye | Stabile Edici
Partikuller Protein Lipit Cozucu o ]
Edici Ajan Ajan
Polimerik PVA
] BSA - DCM -
Partikuller
Polimerik o PVA
) Lizozim - DCM -
Partikller
Polimer/Lesitin . Etil Pluronik
) BSA Lesitin Pluronik F127
Partikuller Asetat/DCM F127
Polimer/Lesitin o - Etil Pluronik
) Lizozim Lesitin Pluronik F127
Partikuller Asetat/DCM F127
Polimer- Lipit il Pluronik
i
Hibrit BSA Lesitin/Geleol F127 Pluronik F127
) Asetat/DCM
Partikiller
Polimer- Lipit il Pluronik
i
Hibrit Lizozim Lesitin/Geleol F127 Pluronik F127
) Asetat/DCM
Partikiller
Polimer- Lipit il Pluronik
ti
Hibrit BSA/Lizozim | Lesitin/Geleol F127 Pluronik F127
. Asetat/DCM
Partikuller

3.3 Sicaklhiga Duyarh Enjekte Edilebilir Hidrojel Hazirlanmasi

Pluronik hidrojel soguk yontem ile hazirlanmistir[183, 184]. Hidrojel hazirlanma
prosediirii sekil 3.4 ‘de sematik olarak gosterilmistir. Belirli miktarda pluronik F127
tartilmigtir, +4 °C bekletilmis olan ultra saf su iginde pluronik tanecikleri tamamen
coOziilene ve berrak bir ¢ozelti elde edilene kadar oda sicakliginda karigtirllmistir. +4

°C’de bir gece boyunca bekletilmistir. 37 °C’de jellesmesi saglanmustir.
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Sekil 3-4 Pluronik Jelin Hazirlanma Prosediiriin gematik Gosterimi

Ik &nce icerisinde herhangi bir tasiyici sistem bulunmayan hidrojel hazirlanmistir. Daha
sonra salim deneyleri icin tasiyict sistem yiiklii jel hazirlanmistir. Hazirlama prosediirii
aynidir. Hidrojel hazirlandiktan sonra partikiillerin {izerine eklenerek 30 dk boyunca
karigtirilmastir.

3.4 Partikll Karakterizasyonu

Partikiillerin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini incelemek i¢in in vitro ilag salim davranisi
ve kapsiilleme etkinligi, boyut ve boyut dagilimi, morfoloji ve partikiillerin ylizey yiikii

gibi farkli karakterizasyon yontemleri farkli teknikler kullanilarak anlagilmaktadir.

3.4.1 Dinamik Isik Sacilim (DLS) Teknigi

Dinamik 151k sacilimi teknigi nanopartikiillerin boyutlarinin belirlenmesi i¢in kullanilan
en yaygin tekniklerinden biridir. DLS yontemi seyreltik ¢ozelti igindeki
nanopartikiillerden sacilan lazer 15181n siddetinin ve degisiminin Ol¢iilmesi prensibine
dayanmaktadir. Partikiillere gelen lazer 1511 farkl agilarla sagilmaktadir. Sagilan lazer
15181in siddeti partikiillerin hareketlerinden, boyutlarindan etkilenmektedir ve 151k
siddetinde bu degisimler dedektore tarafindan algilanarak partikiillerin boyutlar
hakkinda bilgi edilebilmektedir. DLS calisma prensibi sekil 3.5°de gdsterilmistir.

59



Sample

Laser sowrce

P = |

Incident 0.

ght Scattered

light .‘
Digital signal procassor
Correlator

Detectos
Sekil 3-5 Dinamik 151k sagilimi 6l¢iimlerinin blok semasi [185]

Akigkan bir sivi igerisinde bulunan partikiiller brownian hareketi yaparlar. Partikiiller
biyldlkce brownian hareketi yavaslar ve partikiiller {izerine yollanan tek renkli 151810,
partikiile carptiginda dalga boyu degismektedir. Bu degisim ile partikiiliin boyutu
hakkinda bilgi alinabilmektedir.

Sacilan 15181 siddeti Olciilerek difiizyon kat sayisi terimi edilir ve belirli esitliklerle
partikiillerin yarigaplar1 hesaplanabilmektedir. Stokes-Einstein esitligine gore difiizyon
kat sayisi ile partikiillerin yarigaplari hesaplanmaktadir. (Esitlik I)

Df = KBT/6 inRH Esitlik |
KB: Boltzmann Sabiti

T: Cozeltinin Sicakligi
n: Ortamin Viskozitesi
Tez g¢alismasinda DLS (ALV-CGS-3 Compact Gonyometer) ile analizler
gerceklestirilmistir. Analiz i¢in 6rnekler ultra saf su (UP) ile belli bir seyreltme orani ile

(1:100 v/v) seyreltilerek hazirlanmstir. Olgiimler 30, 90, 1200 ac1 ile gergeklestirilmistir.

3.4.2 Zeta Potansiyeli Olguimi

Zeta potansiyeli sulu ¢ozeltide partikiillerin ylizey yiikiiniin belirlenmesinde kullanilan
analitik bir tekniktir. Ayrica zeta potansiyel partikiillerin stabilitelerini belirleyen de bir
tekniktir. Tez ¢alismasinda zeta potansiyeli kuvars-teflon GT-2 hicreli, molibden anotlu
ve platin katotlu Zeta Meter System 3.0 (Zeta Meter Inc.) ile 6lguldii. Ornekler ultra saf
su (UP) kullanilarak belli bir seyreltme orani ile (1:30 v/v) seyreltilerek hazirlanmstir.

Tim olgtimler ii¢ kez tekrarlanmustir.
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3.4.3 Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM)

AFM, nano olcekte drneklerin goriintiillenmesini saglayan mikroskobik bir goriintiileme
teknigidir. Atomik kuvvet mikroskobu 6rnek yiizeyini taramak i¢in sivri uglu bir prob

(tip) kullanir

Laserlight

S

25 ¥ Lens
’)h“'l"‘ B Sl

detector

Scanner

Sekil 3-6 AFM’nin Calisma Prensibi Sematik Gosterimi

Bu prob numunenin yizeyi boyunca hareket ederek malzemelerin yizey topografisi
hakkinda bilgi vermektedir. Prob ile drnek yiizeyi arasindaki oynanan kuvvetler 6rnegin
ylizey topolojik haritasini olugturmaktadir. Yiizeye dogru ve yiizeyden uzaklasan probun
sapmalarini algilamak i¢in lazer 1s1n1 kullanilmaktadir. Probun tizerinden gelen lazer 1s1n1,
ylzey tlizerindeki tipin sapmasiyla gelen 1smin yoniinde kiigiik degisikliklere neden
olmaktadir. Bu degisiklikleri izlemek icin bir foto dedektdr kullanilmaktadir[186].
Boylece foto dedektor izlenen degisiklikler 6rnegin yiizey topografisi hakkinda bilgi
vermektedir. Cihazin ¢alisma prensibinin sematik gosterimi agsagidaki gibidir.

AFM iki modu mevcuttur. Probun 6rnek ylizeyine temas ettirildigi temas modu (kontakt
mod), probun 6rnegin hemen tizerinde durdugu temassiz mod (non-kontakt mod).

Tez calismasinda, Cr-Au konsollar1 (ACTA 10M) ile temassiz bir modun AFM (PSIA
Corporation, XE-100E) ve 0.37 Hz frekans1 kullanilmistir. AFM 6rnekleri belli miktarda
seyreltilmis (1:100 (v/v)) olup bir mikroskopik lam iizerine damlatilarak oda sicakliginda

kurutularak hazirlanmstir.
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3.4.4 Taramal Elektron Mikroskobu (SEM)

SEM, yogunlastirilmis bir elektron demetinin 6rnek ylizeyi boyunca tarayarak goriintii
elde edilebilen bir mikroskop turGdar.

Istenilen Ornegin yiizeyin taranmasi ve &rnekten sagilan elektronlarin dedektdrler
tarafindan algilanmasi ile goriintii elde edilmektedir. SEM’de goriintli olusturmak igin
ornek atomlarinin yaydigi ikincil elektronlardan faydalanilmaktadir. Bu ikincil
elektronlardaki degisimler 6rnek yiizeyinin topografi ve kompozisyonu hakkinda bilgi
veren farkli sinyaller iiretmektedir.

Tez c¢alismasinda partikiilleri boyutlari1 ve topografisini detayli bir sekilde
incelenebilmesi igin SEM o6lgumleri Bruker marka Zeiss Evo 50 elektron mikroskobu ile
gerceklestirilmistir. Sulu oOrnekler bakir grid iizerine damlatildiktan sonra oda
sicakliginda kurutulmaya birakilmistir analize hazir hale getirilmistir. Hazirlanan kuru
orneklerin ylizey iletkenligi saglamak amaciyla vakum altinda ince film seklinde altin

kaplandiktan sonra SEM analizi gergeklestirilmistir.

3.4.5 Diferansiyel Taramah Kalorimetre (DSC)

Diferansyel taramali kalorimetri, biyomakromolekiillerin ve makromolekiil sistemlerin
stabilitesinin arastirilmasinda katkida bulunan deneysel bir 6l¢iim teknigidir [187]. DSC,
ornekler 1sitilirken ya da sogutulurken sogurulan ve saliveren enerji miktarini
Olcmektedir. Referans ile numuneden gelen veya uzaklasan 1s1 farkl sicakliga ve zamana
bagh olarak degismektedir. Olglimlerde protein, polintikleotid ve lipid gibi molekiller
icin termodinamik stabilite hakkinda bilgi saglamakla kalmayip ayni zamanda
biyopolimerlerin eritilmesinde meydana gelen 6zelliklerin analiz edilmesini mimkun
kilmaktadir [187].

Tez c¢alismast kapsaminda hazirlanan PCL/Lesitin/Geleol polimer-lipit hibrit
partikiillerin DSC o6l¢iimleri kimya miihendisligi boliimii merkez laboratuvarinda
gerceklestirilmistir. Belirli miktarda kuru 6rnek hazirlandiktan sonra aliiminyum tepsi
icinde tartilarak alinmistir. 10 °C/ dk 1sitma hizinda ve 20-350 °C sicaklik aralifinda
calisilmistir [173].
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3.4.6 Fourier Doniisiimii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR)

FTIR analizi, organik, inorganik ve polimerik malzeme G6rneklerinin tanimlanmasinda
kizil6tesi 151k ile taranmasini saglayan spektroskopik bir yontemdir. FTIR, bilinmeyen
malzemeleri tanimlamada ve karakterize etmede, bir malzemedeki Kirleticileri tespit
etmede ve katki maddelerini bulmada faydali olabilmektedir. Absorpsiyon bantlarinin
karakteristik degisiklikler 6rnek malzemede degisikligi agikca gostermektedir. Yaklasik
10.000-100 cm™ “lik kiz1lbtesi 151k bir kismi absorbe edilerek bir kismi da iginde gegerek
Oornege gonderilmektedir. FTIR analizi 6rnek tarafindan 1518in  sogurulmasina
dayanmaktadir. Sogurulan 151k, Ornek tarafindan titresim ve donme enerjisine
dontistiiriillmektedir ve bir sinyal olusturulmaktadir. Olusan sinyal drneklerin molekiler
parmak izini temsil eden 4000 ile 400 cm™ arasinda bir spektrumdur [188].

Tez c¢alismasi kapsaminda hazirlanan farkli miktarda lesitin i¢eren (100,200 ve 500 mg)
PCL/Lesitin partikiillerin FTIR o6l¢iimleri kimya miihendisligi bolimii merkez

laboratuvarinda gergeklestirilmistir.
3.5 Nanopartikillerin Kapstlleme Verimliligi (EE)

Kapsiillenme verimliligi, partikiillerin terapdtik ajani basarili bir sekilde icine alma
kabiliyetini ifade etmektedir. Enkapsiile edilen terapdtik ajan miktarinin partikiiller
hazirlanirken kullanilan toplam terapdtik ajan miktaria oranidir.

Hazirlanan partikiillerin santrifiij ile eppendorf tiipte toplanmasindan sonra, partikiillerin
siiparnatanindan Ornek alinarak 280 nm dalga boyunda UV-vis spektrofotometresi
(Thermo ScientificTM, GENESYS 10S) kullanilarak analiz edilmistir ve slipernatant
icinde kapsiillenmemis BSA ve lizozim miktari belirlenmistir.

Proteinlerin tayini i¢in biliret ve bradfort tayin yontemleri ¢calisilmistir.Bitiret yontemi ile
calisabilmek icin ilk 6nce laboratuvarimizda biiiret ¢ozeltisi hazirlanmistir. Hazirlanma
prosediirii su sekildedir. Cozeltiyi hazirlamak i¢in ilk 6nce 20 ml 0.2M NaOH c¢ozeltisi
hazirlanmgtir. Igerisinde 0,12 g bakir siilfat (CuSO4) ve 0,36 g sodyum potasyum tartrat
(KNaC4H406-4H20) ¢6ziilmiis ve bu karisimda malzemeler iyice ¢oziildiikten sonra
karisima 0,2 g potasyum iyodiir (KI) eklenmistir. Ardindan 20 ml daha 0,2M NaOH

¢ozeltisi eklenmistir. Malzeme iyice karistiktan sonra en son acik mavi renkte bir ¢ozelti
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elde edilmistir. Cozelti +4 °C de saklanmigtir [189]. Yontemi ise su sekildedir. Partikiil
siipernatindan Ornek alinarak biiiret reaktifi ile 25-30 dk etkilestirilmis olusan mor-
menekse renginin Uv-vis spektrofotometresi kullanilarak 540 nm dalga boyunda
absorbansi elde edilmistir.
Bir baska ¢alisma prensibi de protein tayini i¢in bradfort reaktifi ile partikiillerde
kapsiillenmemis protein miktarini belirlemektir [190]. Yontemi aciklamak gerekirse
santrifiij ile eppendorf tiipte toplanmasindan sonra partikiillerin siipernatanindan 6rnek
alinarak bradfort reaktifi ile 10 dakika etkilestirerek 595 nm dalga boyunda UV-vis
spektrofotometresi (Thermo ScientificTM GENESY'S 10S) kullanilarak analiz edilmistir.
Calisma karanlik ortamda gergeklestirilmistir. Partikiil igcerisine dahil edilen proteinlerin
miktar1 asagidaki esitlik Il kullanilarak hesaplanmistir.
(%EE) = [Toplam protein miktari-kapsiillememis protein miktari] / [Toplam protein
miktari] *100

Esitlik IT

Olgiilen drneklerin absorbansi ile kapsiillememis protein konsantrasyonunu belirlemek

icin onceden hazirlanmis proteinlerin (Bsa ve lizozim) kalibrasyon egrisi kullanilmistir.

(Ek-1)
3.6 BSA ve/veya Lizozim in Vitro Salim Davramsi

Partikillerin in vitro salim davranislari incelemek i¢in diyaliz membran yontemi
kullanilmistir. Bu yontemde, BSA ve Lizozim ytiklii partikiiller diyaliz membranda 3 ml
fosfat tamponlu (PBS; pH = 7.4) salim ortami ile homojen bir sekilde dagitilmistir.
Diyaliz membran 9 ml salim ortam1 (PBS pH 7.4) ve (%0,1 (h/h) Tween® %0,1 sodyum
azid) igeren bir siseye aktarilmistir. Sise, viicudun fizyolojik durumunu mimik etmek i¢in
150 rpm’de 37°C'de inkiibe edilmistir. Belirli zaman araliklarinda ornekler alinip
absorbanslar1 280 nm ve 595 nm ‘de 1 ml kuvars kivetli UV-vis spektrofotometresi
(Thermo Scientific™, GENESYS 10S) ile 6l¢iilmiistiir. Calismanin sematik gosterimi

sekil 3.7°de gosterilmistir Biitiin deneyler 3 kez tekrarlanmistir.
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3.7 Sodyum Dodesil Sulfat Poliakrilamid Jelde Elektroforezi (SDS-PAGE)

Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi proteinleri yalnizca molekiil
agirliklarindaki farkliliklarina dayali olarak ayirmada kullanilan en yaygin kullanilan
yontemdir. PCL/Lesitin/Geleol hibrit partikiillerden tutunmayan ve salimman BSA ve
lizozim’in yapisal stabilitesi ve miktar1 SDS-PAGE yoOntemi ile aragtirilmistir.
Laboratuvarimizda SDS-PAGE analizini yapma imkani1 olmadig1 i¢in analiz baska bir
laboratuvarda gergeklestirilmistir. Analizi gergeklestirmek i¢in ilk Once asagidaki
prosediire gore %30 akrilamid jel hazirlanmistir. 14.6 g akrilamid ve 0,4 g N'N'-bis-
metilen-akrilamid tartilarak 50 ml ultra saf su igerisinde ¢ozdiirilmistiir. Jel olusumu,
akrilamid ve akrilamid tirevi N-N-metilen bisakrilamidin polimerizasyonu sonucu
olusmaktadir ve ornekler bu jelde yiiriitiilmektedir. Polimerizasyon sirasinda jelin {ist
kismina tarak yerlestirilerek jelde kuyucuklar olusturulmustur. Polimerizasyon sonunda
tarak ¢ikartilmistir. Jele yiiklenilecek 6rnekler SDS ile muamele edilerek negatif yiiklii
hale getirilmis ve jel kuyucuklarina yiiklenebilecek hale getirilmistir. Negatif ytiklii olan
ornekler coomassie mavisi ile boyanarak jelde goriiniir hale getirilmistir. Negatif yiikli
boyanmis drnekler kuyucuklara yiiklenerek belirli alan igerisinde hareketleri izlenmistir.

Asagida SDS-PAGE yonteminin sematik gosterimi sekil 3.8 *de gosterilmistir.
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Sekil 3-8 SDS-PAGE yo6nteminin sematik gosterimi

3.8 Sicakhiga Duyarh Hidrojel Karakterizasyonu

Sicakliga duyarli hidrojelin fiziksel 6zelliklerini ve salim davraniglarini incelemek igin

karakterizasyon c¢alismalar1 gerceklestirilmistir.

3.8.1 Sicakh@a Duyarh Hidrojelin Jellesme Sicakhi@inin Belirlenmesi

Belirli konsantrasyondaki hidrojelin farkli sicakliklarda jellesme durumu incelenmistir.
Jellesme sicakliginin belirlenmesinde yOntem olarak tiip ters cevirme yontemi
kullanilmigtir [191] [192]. Yontem su sekildedir. 4 °C ‘de tutulmus belirli bir miktar
hidrojel 25 ml ‘lik bir cam sise igerisinde soguk su banyosuna yerlestirilmistir. Diisiik
sicakliktaki 25 ml’lik cam siseye termometre probu daldirilmistir. Sicaklik, siirekli
karistirma sirasinda yavas yavas (2 °C/dakika) arttirtlmistir. Sicaklik arttirildik¢a cam sise
ters cevrilmistir ve c¢ozeltinin akisinin durdugu sicaklik oOlclilmiistiir. Kaydedilen
sicaklikta ¢ozelti jel haline doniismiistiir. Sicaklik jellesme sicakligi (Tg) olarak rapor

edilmistir.

3.8.2 Sicakhiga Duyarh Hidrojelin Reolojik Degerlendirmesi

Hidrojelin farkli sicaklik ve kesme hizlarinda reolojik davraniglart arastirilmistir.

Reolojik davranisi incelemek i¢in reometre cihazi kullanilmistir.
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3.8.3 Sicakhiga Duyarh Hidrojelin Tiikenme Hizinin Belirlenmesi

Sicakliga duyarli jelin tiikenme hizi membransiz metot ile takip edilmistir [184]. Belirli
hacimde bos ya da partikiil yiiklii jeller hazirlanmistir. 37 °C’e ayarlanan 1sitict lizerine
yerlestirilerek jellesmesi saglanmistir. Cam sise igerisinde bulunan jel ters-diz edilerek
jellesmesi kontrol edilmistir. Kontrol edildikten sonra cam sise icerisinde jelin agirlig
olgiilerek kaydedilmistir. Daha sonra jel {izerine ayni hacimde ayni sicaklikta pH 7.4’te
PBS yavas yavas eklenmistir. Belirli zaman araliklarinda tizerindeki PBS alinarak cam
sise igerisinde kalan jelin agirhig: dlciilmiistiir. Olgiilen deger ile cam sisenin agirliginin

farki alinarak jelin agirlig1 kaydedilmistir.

3.8.4 Sicakhiga Duyarh Hidrojelin In vitro Salm Davramsi

Hidrojelin in vitro salim davranis1 iki farkli yontem ile calisilmistir. Lizozim’nin jel
icerisinde ve %25 (w/v) pluronik F127 jel icinde polimer-lipit hibrit partikdllerden in
vitro salimi Franz diflizyon hiicresi kullanilarak arastirilmistir. Franz difiizyon hiicresi
kremlerden, merhemlerden ve jellerden in vitro ilag salimini G6lgmek igin basit,
tekrarlanabilir bir testtir. Franz hiicresi, bir zar ya da membran ile ayrilmis iki ana
bélmeden olugmaktadir. Malzeme dondr bolmesi ile membrana yiliklenmektedir. Alt
bolme reseptdr bolme salim analizi i¢in diizenli araliklarla numunelerin alindi§1 salim
ortam1 icermektedir. Bu yontem belirli zaman araliklarinda zardan ya da membrandan
gecebilen aktif ilag miktarini belirlemektedir.

1,5 ml malzeme yiiklii jel donor bolmeye yiiklenmistir ve donor bolme ile reseptor bolme
diyaliz membran ile ayrilmistir. Reseptor bolmeye ise salim ortami olarak pH 7.4’te 12
ml PBS eklenmistir. Reseptor bolmesi i¢inde bulunan salim ortami sabit sicaklikta
37°C’de tutulmustur ve siirekli karigtirilmistir.

Franz diflizyon hiicresi ile in vitro salim ¢aligmasinin sematik gosterimi sekil 3.9°da

gosterilmistir.
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Sekil 3-9 Lizozim’in jel igerisinde ve %25 (w/v) pluronik F127 jel iginde polimer-lipit

hibrit partikiillerden salmin franz difiizyon hiicre yonteminin sematik gosterimi

Franz difiizyon hiicresi viicudun fizyolojik durumunu mimik etmek icin 150 rpm’de
37°C'de inkiibe edilmistir. Belirli zaman araliklarinda 6rnekler alinip Lizozim’nin
absorbanslar1 280 nm’de 1 ml kuvars klvetli UV-vis spektrofotometresi (Thermo
Scientific™, GENESYS 10S) ile ol¢iilmiistiir.

S1gir serum albumin’nin jel igerisinde ve %25 (w/v) pluronik F127 jel i¢inde polimer-
lipit hibrit partikiillerden in vitro salimi  membransiz metot kullanilarak
arastirilmistir.[167] Yontem su sekildedir. Cam sise icerisine 3 ml %25 (w/v) pluronik
F127 jel ¢ozeltisi hazirlanmistir. Igerisine 3 ml sigir serum albumin yiiklii polimer-lipit
hibrit partikiiller eklenmistir. Elde edilen partikiil yiiklii jel ¢ozeltisi 30 dk boyunca soguk
su banyosunda karistirilarak jelin icerisine partikiillerin yiiklenmesi saglanmistir. Jel
¢ozeltisi 37°C’de 1s1tic1 lizerine yerlestirilerek jellesmesi saglanmistir. Sise ters c¢evrilip
jellesmesi kontrol edildikten sonra iizerine ayn1 hacimde pH 7.4 ‘de PBS eklenmistir.
Eklenen PBS’in ayn1 sicaklikta olmasinda dikkat edilmistir ve yavas yavas eklenmistir.
Salim baglatilmistir. Belirli zaman araliklarinda salim ortamindan PBS’in tamami
alinarak santrifiij tiiplerine aktarilmistir ve santrifiij edilmistir. Elde edilen siipernatant
bradfort reaktifi ile etkilestirerek salinan sigir serum albumin’nin absorbansi 595 nm’de
1 ml kuvars kuvetli UV-vis spektrofotometresi (Thermo Scientific™, GENESYS 10S) ile
analiz edilmistir. Jel lizerine ayn1 hacimde taze ayni1 sicaklikta pH 7.4’de PBS eklenmistir.
Jel tiikenene kadar salim devam ettirilmistir. Sigir serum albumin’nin jel igerisinde ve
polimer-lipit partikiil yiiklii jel icerisindeki in vitro salim yontemi sekil 3.10 ‘da sematik

olarak gosterilmistir.
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Sekil 3-10 BSA’nin jel igerisinde ve %25 (w/v) pluronik F127 jel i¢inde polimer-lipit
hibrit partikiillerden salimin membransiz yontemin sematik gosterimi

Biitiin deneyler 2 kez tekrarlanmaistir.
3.9 1in Vivo Calismalar

Bu calisma Hacettepe Universitesi dene hayvanlari laboratuvar’inda deney hayvanlari
uygulama ve arastirma merkezi (HUDHAM) tarafindan gergeklestirilmistir. Calismada
KOBAY D.H.L.A.S ‘den elden edilen, agirliklar1 250-350 g arasi degisen 10 adet Spraque
Dawley rat turd Uzerinden gergeklestirilmistir. Literatiirdeki ratlarda yara modelleri
olusturulan ¢alisamalarda genellikle erkek tiirii secildigi i¢in tez calismasinda da cinsiyet
olarak erkek tercih edilmistir.

Gerekli etik kurul izni 23.02.2021 tarihinde, 2021/02-08 karar numarasi ile Hacettepe
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan alinmistir. Siganlar calismanin
devamlilig1 nedeniyle ayr1 ayr1 kafeslere yerlestirildi ve 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik

diizeninde tutularak ¢esme suyu ve standart pellet sican yemi ile beslenmistir.

3.9.1 Sicanlarin Diyabetik Hale Getirilmesi ve Yara Olusturma

Deneyde kullanilan ratlarda, Streptozotosin ile diyabet hasta modeli olusturulmustur
[193]. Ratlar1 diyabetik hale getirmek i¢in ilk 6nce pH 4.5 0,1 M Sodyum Sitrat tamponu
hazirlanmistir[194]. Sodyum sitrat tamponu 0,332 g sodyum sitrarin 250 ml distile su
iginde ¢ozdiriilerek elde edilmistir. pH’1 7.4 olan ¢Ozeltiye 1 M HCI damla damla
eklenerek pH’1 4.5 getirilmistir. Tampon ¢6zelti (0,1 M pH 4.5 ) hazirlandiktan sonra -
20 °C’ de muhafaza edilmis Streptozotosin igerisinde ¢ozdirilmistiir. Taze cozelti,
diyabetik hale getirmeyi hedefledigimiz 10 adet rata, intra peritonal olarak 65 mg/kg

dozunda tek doz olacak sekilde enjekte edilmistir. Enjeksiyondan sonra yem ve su
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verilerek 12 saat 12 saat gece diizeninde, sabit sicaklik (21-24 °C ortaminda) ve nem
altinda laboratuvar sartlarinda barindirilmigtir. 0.glin, 3.giin, 7.gun, 14.gun ve 21.gunde
aclik kan sekerleri takibi yapilmistir. Kuyruktan alinan kandan 6l¢iilen aglik kan sekeri
400 mg/dl tizerine ulasan ratlarin diyabetik oldugu kabul edilmistir [195]. Aclik kan

sekerini 6lgmek i¢in bir damla kan ile 6l¢clim yapabilen cihaz kullanilmistir.

3.9.2 Diyabetik Hale Getirilen Siganlara Yara Modeli Olusturma

Hayvanlarda yaralarin olusturulmasindan hemen once 90/10 mg/kg oraninda
ksilazin/ketamin intra peritonal olarak enjekte edilerek hayvanlara anestezi
uygulanmistir. Sirt bolgesi temizlenerek tiras edilmistir. Sicanlarin Sirt temizliginden
sonra cerrahi bigak ve forseps kullanilarak sirtin sag ve sol tarafinda paslanmaz celik ile
2 cm c¢apli 4 adet tam kat (panniculus carnosus igerecek sekilde) dairesel defektler
olusturulmustur. Yara olusturma prosediirii uygulamasi i¢in ratlar barindirildiklar
odalardan c¢aligma laboratuvarina getirilmistir. Yara olusturulmadan Once, tiim ratlara
genel anestezi uygulanmistir. Anestezi islemi i¢in her bir rata ketamin ve ksilazin
intraperitonal olarak verilmistir. (Sekil 3.11) Anestezi altindaki ratlar yuzisti pozisyonda
yatirilmistir. Bunu takiben tiim ratlarin sirt bolgesi trast yapilmistir ve bolge batikon ile
temizlenmistir. Tiras sirasinda sirt bolgesinin deri biitiinliigli korunmustur. Sekil 3.12°de

gosterilmistir.

Y

Sekil 3-11 Anestezi altindaki sican
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Sekil 3-12 Anestezi altindaki ratin sirt kisminin trag edilmesi

Tiim uygulamalardan sonra hayvanlarin agri ve aci duymamasi igin yara bolgelerine
antibiyotik krem siirlilmistiir. Deneyler sirasinda hayvanlarin agirliklar, beslenme
durumlan takip edilmistir. Hayvanlar ayr1 ayr1 kafeslerde tutularak 12 saat aydinlik-12
saat karanlik dongiide standart laboratuvar yemi ve %10 sekerli su ile beslenerek
barindirilmistir. Siganlarin ¢aligma boyunca diyabet durumlar1 hakkinda bilgi almak igin
yaralarin 4.giintinde ve 10.giiniinde kan sekeri 6l¢timii yapilmustir.

3.9.3 Yara Bolgesinin Makroskopik Olarak Degerlendirilmesi

Yaralar olusturulmasindan sonra her bir sigana asagidaki sematik gosterime gore jel

igerisindeki tasiyici sistem sirasiyla yara bolgesine enjekte edilmistir.(Sekil 3.13)
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Sekil 3-13 Yara bolgesine Tastyict Sistemin Verilmesinin Sematik Gosterimi

Sekil 3.13’¢ gore B harfi ile gosterilen yaraya protein yikli olmayan bos
PCL/Lesitin/Geleol polimer lipit hibrit partikiillerin yiiklii jel enjekte edilmistir.

E harfi ile gosterilen yaraya VEGF ve GM-CSF’nin tek bagina bulundugu jel enjekte
edilmistir.

F harfi ile gosterilen yaraya VEGF/GM-CSF yukli PCL/Lesitin/Geleol polimer lipit
hibrit partikiillerin yiiklii oldugu jel enjekte edilmistir.

K harfi ile gosterilen yara ise herhangi tedavi yontemi uygulanmayan yara olmustur.

Bu yaralarin tizeri bolgeden ¢ikartilan derilerin dikilmesi ile kapatilmis biyolojik 6rti
materyali/otogrefti olarak kullanmilmigtir. Uygulamadan sonraki 10 gin boyunca her
hayvanin dijital olarak fotografi ¢ekilmistir. Fotograflar bilgisayar ortamina aktarilarak
yara alan1 ImageJ programi kullanilarak yara alanlart hesaplanmistir. Elde edilen yara
alanlarindaki canli/saglikli deri grefti ile nekroza giden deri alanlar1 takibe alinmistir.
Yara alanlar1 hareketle asagida verilen formiil kullanilarak % olarak yara alanlari
hesaplanmustir.

% Yara Alan1 = (At/ A0) x 100 [ Esitlik III]

A0 : 0. giinde dlgiilen yara alan1 (cm?)
At : t. giinde 6l¢iilen yara alani (cm?)
Yara onariminin tamamlanmasi, yara olusumunun ilk giiniindeki (sifirinc1 zamanindaki)

alana esit bir yara alan1 olarak kabul edilmistir.
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3.9.4 Histomorfometri

10.gtinde denekler usultine uygun olarak CO2 odalarinda sakrifiye edildi. Deney alanlari
pannikulus dahil edilecek sekilde eksize edilerek inceleme i¢in formol kaplarina alindu.
Makroskopik bulgular elde edildi. Histolojik ¢alismalar, sirt bolgelerinden alinan tam
kalinliktaki yaralar ve bolim 3.9.3 ‘de anlatildigi gibi (10.giinde alinan doku
orneklerinden) histolojik incelemeler gerceklestirilmistir. Deney gruplarinda graniilasyon
dokusu ve epidermisin morfolojik yapisi, graniilasyon dokusundaki kollajen liflerinin
doygunlugunu ve biitiinligilinii arastirilmistir. Ayni zamanda birim alandaki damar sayimi
(vaskilarizasyon) degerlendirilmistir.

Yara Ornekleri saglam cevre dokusu ile beraber alinarak %10 fosfat tamponlanmis
formalin ¢ozeltisine alinnmistir. Ornekler tampon ¢ozeltisi ile yikandiktan sonra sabit
vakumlu doku takip cihazinda (Leica, Almanya) dereceli alkollerden ve ksilolden
gecirilerek rutin yontemle parafin bloklara gdmiilmiistiir. Bloklardan 3-5 pum kalinliginda
parafin kesitler kizakli mikrotomda (Leica, Almanya) alindiktan sonra elde edilen kesitler
deparafinize edilmistir. GM-CSF/VEGF yukli hibrit mikropartikiil igeren jel, tek basina
GM-CSF/VEGEF igeren jel ve bos hibrit partikiil iceren jelin uygulandigi 6rneklere ait
yara kesitleri Hematoksilen eozin ve Masson trikrom ile boyandiktan sonra 11k
mikroskopu (Leica DMB6 B, Wetzlar, Almanya) ve dijital kamera (Leica DFC7000 T,
Wetzlar, Almanya) araciligiyla bilgisayar ortamima aktarilmistir. Yara alaninda
semikantitatif olarak inflamatuvar hiicre infiltrasyonu (graniilasyon dokusu olusumu),
neovaskularizasyon ve fibrozis degerlendirilmistir. Histolojik kesitlerin inflamasyon,
neovaskiilarizasyon ve fibrozis acisindan skor dereceleri ve kriterleri 6zetlenmistir

(cizelge 3.2) [196].
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Cizelge 3-2 Histolojik kesitlerin inflamasyon, neovaskiilarizasyon ve fibrozis agisindan

skor dereceleri ve kriterleri

Skor inflamasyon Neovaskiilarizasyon Fibrozis

1-3 %?25’ten az alanda graniilasyon dokusu | %25’ten az alanda damarlanma | %25’ten az alanda fibroblastlar
ve inflamatuvar hiicre infiltrasyonu ve kollajen birikimi

4-6 %25-50 alanda graniilasyon dokusu ve | %25-50 alanda damarlanma %25-50 alanda fibroblastlar ve
inflamatuvar hiicre infiltrasyonu kollajen birikimi

7-9 %50-75 alanda graniilasyon dokusu ve | %350-75 alanda damarlanma %50-75 alanda fibroblastlar ve
inflamatuvar hiicre infiltrasyonu kollajen birikimi

10-12 %75-100 alanda graniilasyon dokusu | %75-100 alanda damarlanma %75-100 alanda fibroblastlar
ve inflamatuvar hiicre infiltrasyonu ve kollajen birikimi

13-15 %100 alanda (tiim yara alaninda) kalin | %100 alanda (tim yara | %100 alanda (tim yara
matiir  graniilasyon dokusu ve | alaminda) damarlanma alaninda) alanda fibroblastlar
inflamatuvar hiicre infiltrasyonu ve kollajen birikimi

Istatistiksel Analiz

Kontrol grubu ile GM-CSF/VEGEF yiiklii hibrit mikropartikiil igeren jel, tek basina GM-

CSF/VEGF igeren jel ve bos hibrit partikiil i¢eren jel uygulanan gruplar bagimsiz

degiskenleri, histomorfometri verileri bagimli degiskeni temsil etmektedir. Verilerin

normal dagilimi, Shapiro-Wilk testi ile degerlendirilmistir. Parametrik histomorfometrik

veriler, ¢oklu karsilagtirmalar icin tek yonli varyans analizi (ANOVA),

ikili

karsilastirmalar i¢in post-hoc Duncan testi ile degerlendirilmistir. p-degeri 0.05’ten kiigiik

olan veri gruplari istatistiksel anlamli kabul edilmistir. Istatistiksel analizler SPSS

programinda gergeklestirilmistir (v25, IBM Statistics).
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4 SONUCLAR ve TARTISMA

Gergeklestirilen yiiksek lisans tez c¢alismasindaki amacimiz kronik yaralarin yara
tyilesme hizinin arttirilmasi i¢in birden fazla biiyiime faktorlerin salinimina olanak veren
cok bilesenli kontrollli salim1 saglayabilecek bir tasiyici sistem tasarlanmistir. Bu sistem
uygulama sekli disiiniilerek poloksamer tabanli hidrojel ve igerisine Secilen
makromolekiiller yiiklenmis partikiilleri tasiyan bir yapi1 olarak tasarlanmais in vitro ve 6n
in vivo ¢aligsmalari ile incelenmistir. Bu tez ¢alisma kapsaminda kronik yaralarin iyilesme
hizin1 arttirmaya yardime1 olan etken maddelerin (GM-CSF/VEGF) taginimi ve kontrollii
salimini saglamak i¢in ti¢ farkli yapida partikiil tasiyici sistemin optimizasyon ¢alismalari
gerceklestirilmistir. Ilk partikiil sistemi uygun boyut ve yiizey &zelliklerine sahip,
biyouyumlu ve biyobozunur PCL tabanl partikiillerdir. Ikinci partikiil sistemi farkli
oranlarda lesitin iceren PCL/Lesitin monolit partikillerdir. Uglincii partikiil sistemi ise
uygun boyut ve yiizey Ozelliklerine sahip farkli molekiil agirligindaki etken maddeleri
tasinimi ve kontrollii salimini saglayabilen biyouyumlu ve biyobozunur polimer-lipit
yapilt hibrit partikiillerdir. Literatiirde yer alan calismalar incelendiginde, kronik yara
tedavileri ve yara iyilesme hizini etkileyen faktorlerin incelenmesi detayl1 bir aragtirma
konusudur. Literatiirde yara iyilesmesinin bir¢ok evresinde etkin rol oynayan iki etken
maddeyi ayr1 ayri tasiyan tasiyici sistem ile ilgili ¢alismalar mevcuttur [2, 103]. .Fakat
literatiir daha fazla arastirlldiginda GM-CSF ve VEGF’nin birlikte partikiil igerisine
yiiklenip kronik yaralardaki etki mekanizmasini arastiran bir ¢alismaya rastlanmamastir.
Ikisinin birlikte kapsiillenmesiyle molekiil agirliklarina gére sirali bir salim saglanarak
iyilesmesi zor olan yaranin farkli basamaklarini etkileyerek hizli iyilesmesi
Oongoriilmiistiir. Ayrica polimer-lipit hibrit partikiiller ile ilgili caligmalar incelendiginde
GM-CSF ve/veya VEGF tasiyan tasiyici sistemlere rastlanmamistir. Hatta tasarladigimiz
PCL-lipit sirastyla g¢ekirdek-kabuk sistemin yaralar iizerinde calismalart bilgimiz
dahilinde mevcut degildir. Partikiil sistemlerin yara bolgesine topikal olarak verilmesi
icin ¢esitli hidrojel sistemleri tasarlanmistir [2] [172]. Fakat GM-CSF ve/veya VEGF nin
oldugu partikiillerin sicakliga duyarl jel sistemine gomiilii ve partikiillerden salimin
inceleyen, iyilesmesi zor olan yaralarda iyilesme mekanizmasinin arastiran herhangi bir
caligmaya rastlanmamaistir.

Bu bilgiler dogrultusunda kronik yaralarin tedavisi i¢in uygun boyut ve ylizey

Ozelliklerine sahip polimerik ve polimer-lipit hibrit partikillerin, etken malzemelerinin
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kapsiillenmesi ve tedavi edici yonde salinmasi amaciyla hazirlanmasi amacglanmistir.
Hazirlanmasi siiresince temel ve yardimc1 malzemeler tizerinde degisiklikler yapilmustir.
Partikiillerin optimizasyonu ve karakterizasyonu i¢in model proteinler ile ¢aligilmistir.
Izoelektrik noktasi (P1) yaklasik olarak 5 olan BSA ’nin sudaki ¢oziiniirliigii cok yiiksektir.
pH 5’in altinda diistiigii kosullarda net yiikii pozitif olmaktadir [197]. pH 5 Uzerine
cikildiginda net yiikii negatif olmaktadir [198]. Molekiil agirligi 60 kDa’dir. Molekiil
agirligi 44 kDa olan VEGF proteinine model olarak secilmistir. VEGF ‘de proteinler gibi
sudaki c¢ozunarligi yiiksektir[199]. pI degeri 8.5 olan VEGF ise negatif yuklidr.
VEGF’in bu gibi 6zellikleriyle BSA ile benzer bulunmus ve modeli olarak se¢ilmistir.

Yiiksek izoelektrik noktasia ( pI 11),14.3 kDa molekiil agirligina sahip bir bazik protein
olan lizozim, GM-CSF proteinin modeli olarak segilmistir. Benzer molekiil agirligina
sahip (14.5 kDa) GM-CSF izoelektrik noktanin (pI 4.95) altinda ve istiinde suda ¢ok
coziuinmektedir. Lizozim de suda yuksek ¢ozunirlik 6zellik gostermektedir [200]. Ayrica
iki proteininde analizleme yontemi aragtirilmistir. Arastirmalar sonunda bradfort metodu
ile analizlendikleri bulunmustur [124] [201]. Lizozim ve GM-CSF ile ilgili kriterler g6z
onunde bulundurularak GM-CSF’nin modeli olarak lizozim tercih edilmistir. Tez ¢alisma

kapsaminda in vitro deneyler model proteinler tizerinden ilerlemistir.
4.1 PCL Partikiillerin Hazirlanmasi

Tez calismasinda PCL, viskoelastik ve fizikokimyasal 6zelliklerinden dolay1 polimerik
bazl biiylime faktorii yiiklii malzememizin ¢ekirdegi olarak se¢ilmistir. Proteinler gibi
suda ¢oziniir etken maddelerle yiiklii polimerik partikiiller hazirlanmasi i¢in uygun bir
yontem olan ¢ift emdlsiyon (W/O/W) yontemi ile biytime faktorlerin kapsullenmesi igin
PCL partikuller sentezlenmistir. Bu yontemin avantajlari su sekilde siralanabilir sentez
basamaklar1 basit parametrelerden olugmakta ve islem sirasindan ¢ok fazla toksik
kimyasal madde icermemekte ve pahali cihazlarin kullanimini gerektirmeden partikiiller
uretebilmektedir. Bu yontemle hazirlanan yapilar suda ¢oziiniirliigii yiiksek olan,
proteinleri ve peptitleri yiksek oranda iclerine alabilmektedir [202].

Tez ¢alismasinda, PCL’nin ¢6ziilmesi i¢in organik ¢Ozicl olarak etil asetat kullanimi
secilmistir. Ciinkii etil asetat etken malzemelerin biyoaktivitesi ilizerinde diisiik bozucu
etkiye sahip oldugu literatiirde kanitlanmistir [203]. Emiilsiye edici ajan olarak Pluronik
F127 kullanilmigtir. F127°nin suda ve yagda ¢dziinmesi kolay bir ylizey aktif madde
oldugu ve toksik bir 6zelligi tasimadigi i¢in tercih edilmistir. Ayrica FDA onaylidir.

76



Tastyici sistem olan partikiiller iki asamada hazirlanmustir. ilk asama birinci emiilsiyonun
oldugu asamadir. Birinci emiilsiyon yag i¢inde su (W/O)’yun karistirildigi emiilsiyondur.
Emdlsiyonda etken malzemeleri (BSA velveya Lizozim) iceren sulu c¢ozelti, etil
asetat/DCM i¢inde PCL ve/veya lesitin/galeol ¢oziinmesinden olusan organik faza
dagilir.

Ikinci asama, ikinci emiilsiyonun oldugu asamadir. Bu asama birinci emiilsiyonun F127
sulu ¢ozeltisine (%0.35 w/v) veya PVA sulu ¢ozeltisine eklenmesi ve su iginde yag i¢inde
su (W/O/W) elde edilmesidir. Sonra organik cozlcilerin belirli  strede

buharlastirilmasiyla partikiiller elde edilmistir.
4.2 PCL Partikulleri Karakterizasyonu

Partikiillerin boyutlar1 ve morfolojileri, atomik kuvvet mikroskobu, taramali elektron
mikroskobu ve dinamik 151k sacilim1 (DLS) teknikleri kullanilarak karakterize edilmistir.
AFM ve SEM goriintiileri partikiillerin topografini hakkinda bilgi vermektedir. DSL,
partikiillerin hidrodinamik yari¢apini ve boyut dagilimi profilleri hakkinda bilgi edinmek

i¢in kullanilmustir.

4.2.1 Polimerik Partikullerin Karakterizasyonu

Tez caligmasinda kapsaminda polimerik partikiillerin hazirlanmasi sirasinda model
protein olarak BSA ve Lizozim,polimerik malzeme olarak PCL kullanilmigtir. Daha 6nce
grubumuzda calisilan ¢ift emiilsiyon yontemi ile sentezlenen insiilin ytkli PCL
nanopartikiiller baz alinmistir [153].

Elde edilen PCL partikiillerin AFM goriintiileri sekil 4.1°de gosterilmistir. Sekil 4.1
incelendiginde partikiillerin piiriizsiiz bir ylizeye sahip oldugu ve kiiresel bir yapida
oldugu goriilmiistiir. Boyutlarinin yaklasik olarak 239 £35 nm ortalama bir ¢apa sahip
olduklar1 elde edilmistir. DLS 6l¢iimiinde polidispers bir boyut dagilimi ( PDI: 0.288
+0.031) ile birlikte 190 +57 nm ortalama bir ¢apa sahip oldugu sekil 4.2°de dinamik 151k

dagilim1 goriintiisii ile gosterilmistir.
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Sekil 4-2 PCL partikiillerin dinamik 1s1k sac¢ilimi1 goriintiisii

Hazirlanan PCL partikiillerinin sem goriintiilerinden (Sekil 4.3), BSA yukli PCL
partikiillerin piiriizsiiz yiizeye sahip kiiresel bir sekle sahip oldugu goriilmiistiir. Bu
plirlizsiiz ve kiiresel yapt PCL polimerinin hidrofobik yapisindan kaynaklandigi
diistiniilmektedir. SEM 0Ol¢imunde (Sekil 4.3), partikiillerin boyutlarin yaklasik 947 £29
nm’lik bir ortalama ¢apa sahip oldugu gorilmistir. DLS oOlgtimiinde (Sekil 4.4),
partikiillerin bir polidispers boyut dagilimi (PDI: 0.431 +£0.02) ile yaklasik 980 +36

nm’lik bir ortalama boyuta sahip oldugu goriilmistiir. DLS sonuglarinda partikiillerin
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biiylik olmasinin nedeni DLS i¢in 6rnek hazirlarken 6rnegin su igerisinde olmasi ve

hidrodinamik yarigaplari 6l¢iilmesidir.
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Sekil 4-3 BSA yuklu PCL partikullerin SEM goruntisu
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Sekil 4-4 BSA yiiklii PCL partikiillerin dinamik 151k sa¢ilim1 goriintiisii

SEM ve DLS’de alinan sonuglar literatlrle ile benzerdir [204]. Boyutlar incelendiginde
yaklasik olarak 1 mikron oldugu gériilmiistiir. Ayni prosediir ile sentezlenen insiilin yiiklii
PCL nanopartikiiller ile boyutlar karsilastirildiginda 6nemli derece fark oldugu

gbzlemlenmistir. Nedeninin ise yiiklenen proteinlerin farkli molekiil agirligina sahip
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olmasindan kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Insiilin’nin molekiil agirhig: yaklasik 6 kda,
BSA’nin molekiil agirlig1 yaklasik olarak 60 kDa’dir.

BSA yiikli PCL partikiillerin boyut karakterizasyonu elde edildikten sonra ayni
partikiillere lizozim yiiklenerek lizozim yiiklii PCL partikiillerin boyutlar1 DLS ve
AFM’de karakterize edilmistir. DLS oOl¢imuinde (Sekil 4.6), lizozim yukli PCL
partikiillerin bir polidispers boyut dagilimi1 (PDI: 0.4183+0.09) ile yaklagik 935,76+47
nm’lik bir ortalama g¢apa sahip oldugu goriilmiistir. AFM d&lciminde elde edilen

sonuglarla yaklasik boyutlarinin 909.8 £22 nm oldugu sekil 4.5°de belirtilmistir.
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Sekil 4-6 Lizozim yiiklii PCL partikiillerin dinamik 151k sac¢ilimi goriintiisii
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4.2.2 PCL/Lesitin Monolit Partikiillerin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

PCL, biyouyumluluk ve biyobozunurluk 6zelliklerin dolay1 nanopartikiil hazirlanmasinda
en ¢ok kullanilan polimerlerden biridir [128, 205]. Suda c¢oziinmeyen hidrofobik
Ozelliginde oldugu i¢in hidrofilik ilaglarin verimli bir sekilde kapstillenmesi engel teskil
etmektedir. PCL nin bu engelini ortadan kaldirmak i¢in hidrofilik ilaglarin- proteinleri,
peptitleri verimli bir sekilde icerisine alabilmesi i¢in ¢ift emiilsiyon olusturma metoduna
ek olarak partikiil olusturma sirasinda bazi surfaktanlar ve lipitlerin eklendigi literatiirde
goriilmistiir [14] [128] [205]. Lipitler sayesinde daha hidrofilik bir ortam olusmakta ve
protein ortamdan uzaklagmamaktadir. Protein lipidin karbonil kuyruklari arasinda
hidrofobik etkilesim olusturmaktadir [126]. Literatiirde bir baska Ornekte kati lipit
nanopartikiillerin BSA’y1 i¢ine aldigini gostermislerdir [206].

Bu tez calismasinda model protein olan BSA’nin PCL partikiillerce daha fazla
kapsullenebilmesi  i¢in partikiillerin  hazirlanmasi  sirasinda prosediirde  bazi
modifikasyonlar yapilmistir. Polimerik ¢ekirdek malzemesi olarak PCL kullanilmistir.
Lipit ve lipofilik yuzey aktif madde olarak olarak lesitin (100 mg, 200 mg, 500 mg)
secilmigtir. Cift emiilsiyon yonteminin bir fazi olan yag fazini hazirlarken polimer ve lipit
olan lesitin bir arada ¢6ziicii igerisinde ¢oziinmesi saglanmistir. Hidrofobik olan ortami
biraz daha hidrofilik hale getirmek ve BSA’nin ortamdan kagmasini engellemek i¢in dis
su faz1 olarak emiilsiye edici ajan olarak F127 sec¢ilmistir. Literatiirde BSA nin dogasi
geregi hidrofobik ortamdan kagma yaklasimini 6nlemek yerine genel emulsiye edici ajan
olarak kullanilan PVA yerine Pluronik F127 kullanim1 6nerilmektedir [126].

Bu partikiillerin hazirlanmasinda kullanilan lesitin, bir diger adiyla fosfatidilkolin
glikolipitler,trigliseridler ve fosfolipitlerden olusan bir karisimdir. Soya fasulyesi ve
yumurta sarisinda bulunmaktadir. Lesitin hem gida hem de gida dis1 birgok iiriiniin 6nemli
bir bilesenidir. Yaglh tohum endiistrisinin en ¢ok kullanilan yan iriinlerinden biridir.
Lesitinin gidalarda emiilgator ajan1 olarak, viskoziteyi azaltmak icin 1slatic1 ajan olarak
kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda salim ajan1 ve kristalizasyon kontrolii saglayici ajan gibi
gorevleri de mevcuttur [207]. Tlag tasima sistemlerinde lipit temelli tastyici sistemlerinde
ana bilesen olarak kullanildigi ¢alismalar mevcuttur [208]. Ayrica lesitinin lipofilik
ozelliginden dolay1 polimerik partikiillerde surfaktan olarak kullanildig1r calismalar
mevcuttur bdylece polimerik partikullerin suda iyi ¢6ziunen etken malzemelerin

kapsiillenmesi yetenegini gelistirmislerdir [14] [128].
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Farkli oranlarda lesitin ile ¢alisildigi i¢in farkli boyutlarda partikiiller elde edilmistir. DLS
ve AFM goriintiileri asagidaki gibidir.

100 mg Lesitin i¢eren PCL partikiillerin AFM goériintiistinden (Sekil 4.7), PCL/Lesitin
partikiillerin kiiresel bir sekle sahip oldugu goriilmiistiir. AFM 6l¢iimiinde (Sekil 4.7),
partikiillerin boyutlarin yaklasik 213+40 nm’lik bir ortalama capa sahip oldugu
anlasilmigtir. DLS Olguminde (Sekil 4.8), partikullerin bir polidispers boyut dagilimi
(PDI: 0.295 £0.02) ile yaklasik ¢aplarinin 361 +36 nm oldugu belirtilmistir.
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Sekil 4-7 100 mg Lesitin iceren PCL partikullerin AFM goéruntisi
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Sekil 4-8 100 mg Lesitin i¢eren PCL partikiillerin DLS ile elde edilen boyut dagilimlar1

200 mg Lesitin i¢eren PCL partikiillerin AFM goriintiisiinden (Sekil 4.9), PCL/Lesitin
partikiillerin kiiresel bir sekle sahip, boyutlarin ise partikiillerin boyutlarin yaklasik
828+29 nm’lik bir ortalama ¢apa sahip oldugu tespit edilmistir. DLS 6lgliminde (Sekil
4.10), partikdllerin bir polidispers boyut dagilimi (PDI: 0.384 £0.01) ile yaklasik 889 +48

nm’lik bir ortalama capa sahip oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4-10 200 mg Lesitin igeren PCL partikiillerin DLS ile elde edilen boyut dagilimlari

500 mg Lesitin igeren PCL partikiillerin AFM gériintiisiinden (Sekil 4.11), PCL/Lesitin
partikiillerin kiiresel bir sekle sahip oldugu gosterilmistir. AFM Olgtimunde (Sekil 4.11),
partikiillerin boyutlarin yaklasik 307+70 nm’lik bir ortalama capa sahip oldugu
goriilmiistiir. DLS Olciimunde (Sekil 4.12), ile yaklagik 596 £26 nm’lik (PDI: 0.4447 +
0.01) bir ortalama g¢apa sahip oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4-12 500 mg Lesitin igeren PCL partikiillerin DLS ile elde edilen boyut dagilimlar

BSA yiiklii PCL/Lesitin partikiillerin boyutlar1 incelendiginde polimerik partikullerin
boyut dagilimmin genis oldugu anlasilmistir. En kiictk partikilin 213 nm en buyik
partikiiliin yaklasik olarak 800 nm oldugu gosterilmistir. Polidispers indeks sonuglaria
gore de bu kanitlanmaktadir. Literatiirde polimerik partikiillerin polidispers indeksinin
0.15’in altinda oldugunda boyutlarinin monodispers oldugu gésterilmistir [209]. Tez
calisma kapsaminda elde ettigimiz PCL/Lesitin partikiillerin PDI degerleri hi¢ 0.15

84



altinda olmamustir. Her bir partikiiliin DLS goriintiilerinden de farkli boyutlar1 gdsteren
pikler elde edilmistir. Partikiillerin boyutlarmin farkli olmasmin nedeninin sentez
yonteminden ve BSA‘y1r farkli miktarlarda kapsiillenmesinden kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Boyutlar literatiir ile karsilastirildiginda BSA yiiklii tasiyici sistemler

benzer sonuglar elde edilmistir [126].

4.2.3 PCL/Lesitin/Geleol Hibrit Partikiillerin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

Sunulan tez ¢aligmanin bu kisminda PCL/Lesitin prosediiriine ek lipit olarak Glyceryl
Monostearate kullanilmistir. Glyceryl Monostearate (GMS) FDA onayli bir mono ve
digliserittir. Palmitik (C16) ve stearik (C18) asitlerin mono-di- ve trialterlerinden
olugmaktadir. 55-60 °C erime noktasina sahip lipidik ara¢ ve modifiye edilmis salim ajani
amaci ile kullanilan bir gliserittir. Kapsiil i¢in salim matris olusturucu,emiilsiyon ajan1 ve
gidalarda tat maskeleme i¢in kaplama maddesi gibi baslica gorevleri vardir [210].
Literatiirde emiilsiyon stabilize etme potansiyelini gdsteren ¢alismalar1 mevcuttur. Ornek
bir ¢alisgmada emiilsiyon stabilitesini birka¢ dakikadan 12 saate kadar fazla bir siirede
stabil tuttugunu gostermiglerdir [211]. Glyceryl monostearate lipit tasiyicilarda lipit
matris olarak da kullanilmistir [212] [213]. Polimer- lipit hibrit partikiillerde lipit ajani
olarak kullanilmistir. Kullanildig1 ¢alismada PLGA hibrit partikiillerde kullanilmis ve
tastyict sistemin proteinleri igine almadaki etkileri arastirilmistir [213].

Bu bilgilerden yola ¢ikarak tez ¢alismasinin bu kisminda PCL/lesitin partikiillerin model
proteinleri daha ylksek oranda igine alabilmesi i¢in sentezin yag fazina lesitin ile birlikte
GMS eklenerek yeni bir sistem polimer-lipit hibrit partikiiller elde edilmistir. Tasiyict
sistemin elde edilmesinde model protein olarak BSA, Lizozim ve polimerik cekirdek
malzemesi olarak PCL kullanilmistir. Lipit ve lipofilik yiizey aktif madde olarak sirasiyla
GMS ve lesitin secilmistir. Lipit ve lesitin orani 1:1 olarak secilmistir. Literatiirde lesitin
ve GMS bu sekilde birlikte kullanildig: herhangi bir calismaya rastlanmamastir.

Tez caligmasinin bu kisminda boyut ve morfoloji karakterizasyon sonuglar1 dort baslik
altinda incelenecektir.Basliklar su sekildedir: 1) PCL/Lesitin/Geleol Hibrit Partikiiller, 2)
BSA yikli PCL/Lesitin/Geleol Hibrit Partikiller, 3) Lizozim yukli PCL/Lesitin/Geleol
Hibrit Partikiiller, 4) BSA ve Lizozim yukli PCL/Lesitin/Geleol Hibrit Partikiiller
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4.2.3.1 PCL/Lesitin/Geleol Hibrit Partiktller

Su/yag/su ¢ift emiilsiyon ¢0ziicii buharlastirma yontemi ile hazirlanan partikiillerin AFM,
DLS ve SEM goriintiileri asagidaki gibidir. DLS goriintiilerinden boyutlar1 incelenmistir.
AFM ve SEM gorintilerinden partikillerin boyut ve morfolojileri incelenmistir.

Sekil 4.13 de sunulan sem goruntulerinden, PCL/Lesitin/Geleol hibrit partikillerin
kiiresel bir sekle sahip oldugu goriilmiistir. SEM Olgumiinde (Sekil 4.13), partiktllerin
boyutlarin yaklasik 375 £ 40 nm’lik ortalama bir ¢apa sahip oldugu goériilmiistiir. AFM
olciminde (Sekil 4.14), boyutlarin yaklasik 368+74 nm’lik ortalama boyuta sahip oldugu
goriilmistiir. DLS 6lglimiinde (Sekil 4.15), partikiillerin bir polidispers boyut dagilimi
(PDI: 0.2233 +0.07) ile yaklasik 385,08 £62 nm’lik bir ortalama g¢apa sahip oldugu

anlagilmistir.

SEM HV: 4.0 kV GAIA3 TESCAN|

SEM HV: 4.0 kV Det: SE GAIA3 TESCAN
iew field: 8.30 ym BI: 4.00
[SEM MAG: 25.0 kx Scan speed: 7 HUNITEK

View field: 8.30 ym
SEM MAG: 25.0 kx HUNITEK

Sekil 4-13 PCL/Lesitin/Geleol Hibrit partikillerin SEM goriintusi
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Sekil 4-14 PCL/Lesitin/ Geleol Hibrit partikillerin AFM goruntusi

Channel : 34 with X = 2.06E+002 Data[1] = 1.00E+000
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Sekil 4-15 PCL/Lesitin/Geleol Hibrit Partikiillerin DLS ile elde edilen boyut dagilimlari

LPN’lerin ylizey yiikii -23,5 + 0,274 Mv’dir. PCL tabanlh partikiillerde negatif yiizey
yukii, PCL polimerlerinin kimyasal yapisinda bulunan serbest karboksilik asit grubunun

varhigindan kaynaklanmaktadir [214].
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4.2.3.2 BSA yuklu PCL/Lesitin/Geleol Hibrit Partikuller

Su/yag/su c¢ift emiilsiyon ¢oziicii buharlagtirma yontemi ile hazirlanan BSA yiikli
PCL/Lesitin/Geleol hibrit partikiillerin AFM, DLS ve SEM goriintiileri asagidaki gibidir.
DLS gorintiilerinden boyutlar1 elde edilmistir. AFM ve SEM goriintiilerinde boyutlar1 ve
morfolojileri incelenmistir. Ek olarak BSA yikli PCL/Lesitin/Geleol hibrit partikillerin
zeta potansiyel degerleri partikiillerin sahip oldugu yiikler belirlenmistir.

Sem gorintiilerinden (Sekil 4.16), BSA yikli PCL/Lesitin/Geleol hibrit partikdllerin
kiiresel bir sekle sahip oldugu goriilmiistiir. Yiizeyleri polimerik partikiiller gibi piiriizsiiz
degildir.Yapidaki bilesenler nedeni ile ¢ekirdek kabuk seklinde bir yap1 olusturmasi
beklenmektedir.SEM Ol¢iiminde (Sekil 4.16), partikiillerin boyutlarin yaklagik 870+34
nm’lik bir ortalama ¢apa sahip oldugu goriilmiistir. AFM o6lgiimiinde (Sekil 4.17 ),
boyutlarin yaklasik 850 +27 nm’lik bir ortalama ¢apa sahip oldugu goriilmiistiir. DLS
Olglimiinde (Sekil 4.18), partikiillerin bir polidispers boyut dagilimi1 (PDI:0.3237 £ 0.04)
ile yaklagik 864 +194 nm’lik boyuta sahip oldugu hesaplanmistir. Ayrica LPNB’ler zeta
potansiye degeri -22,5 + 0,3 mV’dir.

. = 5 A -
2 - Ny
SEM HV: 4.0 kV Det: SE Ll | | | GAIA3 TESCAN
View field: 41.5 ym BI: 4.00 10 pm
SEM MAG: 5.00 kx Scan speed: 7 HUNITEK

SEM HV: 8.0 kV Det: In-Beam SE GAIA3 TESCAN|

View field: 8.30 pm BI: 9.00 2pm
SEM MAG: 25.0 kx Scan speed: 7 HUNITEK

Sekil 4-16 BSA yuklu PCL/Lesitin/ Geleol Hibrit partikillerin SEM goérintusu
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Sekil 4-17 BSA yiikli PCL/Lesitin/ Geleol Hibrit partiktllerin AFM gorintisu
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Sekil 4-18 BSA yiikli PCL/Lesitin/Geleol Hibrit Partikillerin DLS ile elde edilen boyut
dagilimlar
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4.2.3.3 Lizozim yukli PCL/Lesitin/Geleol Hibrit Partikuller

Su/yag/su cift emiilsiyon ¢oziicli buharlagtirma yontemi ile hazirlanan belirli bir miktar
lizozim yukli PCL/Lesitin/Geleol hibrit partikillerin AFM, DLS ve SEM goruntileri
asagidaki gibidir. DLS goriintiilerinden boyutlar1 elde edilmistir. AFM ve SEM
goruntulerinde boyutlar1 ve morfolojileri incelenmistir.

Sem goriintiilerinden (Sekil 4.19), lizozim yikli PCL/Lesitin/Geleol hibrit partikdllerin
kiiresel bir sekle sahip oldugu goriilmiistiir. Yiizeyleri polimerik partikiiller gibi piiriizsiiz
degildir. SEM o6lguiminde (Sekil 4.19), partikiillerin boyutlarin yaklagik 726+23 nm’lik
bir ortalama g¢apa sahip oldugu hesaplanmistir. AFM 6lglimunde (Sekil 4.20), boyutlarin
yaklagik 429 £35 nm’lik boyuta sahip oldugu goriilmiistiir. DLS dl¢timiinde (Sekil 4.21),
partikiillerin bir polidispers boyut dagilimi1 (PDI:0.2469+0.028) ile yaklasik 679,9+168
nm’lik bir ortalama ¢apa sahip oldugu goriilmiistiir. LPNL’lerin yiizey yiikii +2,93+0,2

olarak hesaplanmigstir.

SEM HV: 8.0 kV Det: In-Beam SE | | '
View fiold: 8.29 ym BI: 9.00 2 pm
SEM MAG: 25.0 kx Scan speed: 7

Sekil 4-19 Lizozim yukli PCL/Lesitin/ Geleol Hibrit partikillerin SEM gorintisi
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Sekil 4-20 Lizozim yikli PCL/Lesitin/ Geleol Hibrit partikillerin AFM goriintusu
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Sekil 4-21 Lizozim yuklu PCL/Lesitin/ Geleol Hibrit partikillerin DLS ile elde edilen
boyut dagilimlari

PCL/Lesitin/Geleol hibrit partikiillerin her birinin boyutlar1 incelendiginde hibrit
partikiillerin boyut dagiliminin genis oldugu goriilmektedir. Boyutlar 385 nm ve 850 nm
arasinda degismektedir.  Model protein bulunmayan PCL/Lesitin/Geleol hibrit
partikiillerin boyutlar1 yaklasik olarak 385 nm’dir. Lizozim yiiklii PCL/Lesitin/Geleol
hibrit partikiillerin boyutlar1 yaklasik olarak 670 nm’dir. BSA yiiklii PCL/Lesitin/Geleol
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hibrit partikiillerin boyutlart yaklasik olarak 850 nm’dir. Model protein yiiklenmeyen
hibrit partiktllerin en kicik boyutta olmasi beklenilen bir sonugtur. Ciinkii icerisinde
protein bulunmamaktadir. Model protein yiklii partikiil boyutlarinin farkli olmasinin
nedeni ise farkli molekiil agirliklarina model proteinlerden kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Lizozimin molekiil agirlig1 14 kDa iken BSA’nin molekiil agirligi 60
kDa’dir. Literatiirde bu model proteinlerle ayr1 ayr1 gergeklestirilen caligmalar mevcuttur.
Ornek verilen ¢alismada lizozim yiiklii polimer-lipit partikiillerin boyutlar1 90 nm ve 470
nm arasinda degismektedir. Farkli boyutlarda partikiller elde edilmesinin nedeni ise
farkli oranlarda surfaktan/lipit calismis olmalaridir [128]. Fakat tez ¢alismamizda
literatiirdeki calismadan farkli surfaktan ve lipitlerle calisilmigtir. Bu nedenle tez
kapsaminda ¢alisilan lizozim ytiklii hibrit partikiillerin boyutlar1 farkli olmaktadir. BSA
yiklii partikiiller ile ilgili 6rnek c¢alismalarda polimer-lipit hibrit partikillere
rastlanilmamistir. BSA yiiklii PLGA partikiillerin boyutlar1 arastirildiginda boyutlarin
farkli oranlar farkli emiilsiye edici ajanlar kullanilarak degistigi gosterilmistir. Boyutlar
331 nm ve 1307 nm arasinda degismektedir [126]. Literatlirdeki boyutlar
karsilastirildiginda  tasarladigimiz  nanometre  boyutundaki  polimer-lipit  hibrit

partikiillerin model proteinleri i¢ine aldig1 ve literatiir ile uygun oldugu goriilmiistiir.
4.3 Partikiillerin Albm-Salim Calismalari

Tez ¢aligmasinda farkli yapilarda PCL partikiillerde model protein olarak kullanilan BSA
ve Lizozim’in kapsiillenme verimi ve salim davraniglar1 incelenmistir. Alim ¢aligmalari,
partiktllerin elde edilmesi icin santrifilendikten sonra gergeklestirilmistir. Partiktllerin
elde edilmesi i¢in ¢oziicli buharlastiktan sonra ornekler eppondorf tiiplerine aktarilarak
santrifijlenmisitir. Santrifiij sonunda tiipiin dibine malzeme ¢okerek partikiiller, tist kisim
slipernanatta ise partikiil i¢ginde tutunmayan proteinler elde edilmistir. Belirli derisimlerde
hazirlanan BSA ve Lizozim ¢ozeltileri kullanilarak 280 nm dalga boyunda o6lgiilen
absorbans degerleri ile elde edilen kalibrasyon dogrusundan elde edilen kalibrayon
dogrular kullanilarak kapsiillenme verimlilikleri hem de salim ortamindan belirli zaman
araliklarda alinan 6rneklerin absorbans degerlerinden ortamda var olan BSA ve lizozim
konsantrasyon degerleri hesaplanmistir. 280 nm dalga boyunda BSA i¢in kalibrasyon
denkligi y=1,019x, lizozim i¢in kalibrasyon denkligi y=2,569x’tir. Absorbans-

konsantrasyon gosteren kalibrasyon dogrulart EK-1’de gosterilmistir.
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Tez ¢alisma kapsaminda sirasiyla polimerik partiktllerin, PCL/Lesitin partikillerin ve
PCL/Lesitin/Geleol hibrit partikiillerin model proteinlerini kapsiilleme ve salim
yetenekleri aragtirilmistir. Salim c¢alismalar1 diyaliz bag igerisinde 37°C ‘de pH 7.4 de
gerceklestirilmistir. Salim ortami olarak insan viicut sivisini taklit etmek amaci ile fosfat

tampon ¢ozeltisi (pH 7.4) kullanilmistir.

4.3.1 PCL partikiillerin Alim-Salim Calismalari

PCL partikiillerin alim salim ¢alismalar1 model protein olan BSA ile ¢alisilmistir. BSA
molekiil agirhigit 60 kDa olan sudaki ¢oziintirliigii yiiksek olan bir proteindir. Tez
calismasi kapsaminda calisilan 44 kDa molekiiler agirligina sahip ve sudaki ¢oziintirliigii
yiiksek olan VEGF ‘e model olarak se¢ilmistir. PCL partikiillerin biiylik molekiil agirlikli
proteinin alim-salim ¢alismasi BSA proteini ile karakterize edilmistir. Clinku ¢ozeltideki
protein Ozelliklerini analiz etmek ve protein safligini 6lgmek i¢in en yaygin yontem UV
dalga boylarindaki 1s181n absorbsiyonuna bakmaktir. Aminoasitlerden olusan proteinler
UV spektrumdaki 15181 280 nanometre (nm) dalga boyunda 15181 absorbe etmektedir. En
tepe absorbansi bu dalga boyunda vermektedir [215]. Boylelikle santrifiij sonunda elde
edilen siipernatant belirli hacimde kuvars spektrofotometrik kiivete eklenerek 280 nm’de
BSA absorbansi gozlemlenmistir. Elde edilen absorbans daha once hazirlanan
kalibrasyon dogrusunda (y= 1,019x) yerine koyularak protein konsantrasyonu elde
edilmistir. (EK-1.c.) Elde edilen bu konsantrasyon partikillerin icerisine girmeyen yani
tutunmayan BSA konsantrasyonu olarak kaydedilmistir. Tutunmayan protein
konsantrasyonu kaydedildikten sonra esitlik II ile % kapsiillenme verimi hesaplanilmistir.
Fakat dogru sonuglar elde edilmemistir. Siipernatanttan elde edilen BSA konsantrasyonu
ile partikiillerin hazirlanmasi sirasinda konulan BSA konsantrasyonu birbirine yakin
degerler hesaplanmistir. Boylelikle BSA nin partikiiller igerisine girmedigi anlagilmistir
BSA partikiil igerisine girmedigi i¢in salim ¢alismalari baslatilamamistir. PCL’in
hidrofobik dogasindan dolay1 BSA’nin PCL partikiillerin icerisine girmek girmeyecegi
ya da diisiik miktarda icerisine girebilecegi literatiirde goriilmiistiir [126]. Istenilmeyen
sonuclar elde edilince partikiillerin hazirlanma regetesinde degisiklikler yapilarak

calismalara devam edilmistir

4.3.2 PCL/Lesitin Partikiillerin Alm-Salim Cahismalari

PCL/lesitin partikiillerde BSA’y1 kapsiilleme ve salim yetenegi arastirilmustir. ilk 6nce
100 mg lesitin iceren PCL/lesitin partikiilleri hazirlanmistir. Partikullerin boyut ve
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morfolojileri analiz edildikten sonra alim-salim ¢alismalar1 gerceklestirilmistir. ilk once
kapsiilleme verimini hesaplamak ig¢in partikiillerin hazirlanmasindan elde edilen
siipernatantta yapinin igerisine girmeyen protein konsantrasyonu elde edilmistir. Bunun
icin UV-spektrometre de proteinler icin spesifik olan dalga boyunda (280 nm) analizler
gerceklestirilmistir. 280 nm de BSA konsantrasyonu 0grenebilmek i¢in daha dnceden
hazirlanan kalibrasyon dogrusundan yardim alinmistir. (y=1,019x) EK-1. Fakat 100 mg
iceren PCL partikiillerin siipernatantinda yapinin igerisine girmeyen sadece BSA
konsantrasyonu elde edilememistir. Siipernantta 280 nm da kalibrasyon dogrusuna
(y=1,019x) gore elde edilen konsantrasyon partikillerin icerisine konulan BSA
konsantrasyonun yiiksek hesaplanmigtir. O yiizden 280 nm dalga boyunda bakilan
bolgede yapiya dahil olmayan lipitlerin veya surfaktanin etkisi olabilecegi
diistiniilmiistiir. Clinkii dis su fazinda emiilgator olarak kullanilan F127 o bdlgelerden
absorbans tepe noktasi vermektedir [216]. F127 ¢Ozeltisinin 280 nm yakin bdlgelerde elde
edilen dalga boyu -absorbans spektrumu sekil 4.22 ‘de gosterilmistir.
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Sekil 4-22 Pluronik F127 280 nm dalga boyundaki absorbans piki

F127’nin 280 nm yakin bolgelerde absorbans tepe noktasini gordiikten sonra tutunmayan
BSA konsantrasyonunu etkiledigi kanitlanmistir. Proteinler i¢in 6zel analiz yontemleri
aragtirtlmistir. Toplam protein tayinini igin birgcok yontem mevcuttur. Bu yontemler,
biliret yontemi, lowry yontemi, BCA ydntemi,bradfort yontemidir. Bu yontemi optimize
etmek i¢in sigir veya insan serum albumini kullanimin iyi oldugu bilinmektedir [217].
Bilret yontemi proteinler ve peptitlere 6zel kolorimetrik bir tekniktir. Yéntemin temeli

alkali ¢ozeltideki bakir tuzlari, iki veya daha fazla peptit bagi iceren maddelerle mor-
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menekse rengi olugturmaktadir. Elde edilen absorbans reaksiyona giren peptit baglarinin
sayistyla ve dolayisiyla reaksiyonda bulunana protein molekiillerinin sayisiyla orantilidir.
Bu yontemle toplam protein miktarinin spektrofotometre ile belirlenmesinde 540-560 nm
dalga boyunda elde edilen absorbans kaydedilmektedir [218]. Fakat bu yontem cok
duyarl degildir. 0,1-0,15 g/L-1 protein konsantrasyonlarinda ¢aligiimalidir.

100 mg lesitin igeren PCL partikiillerin BSA tutma kapasitesini ve salim yetenegi
arastirmak i¢in ilk biiiret yontemi denenmistir. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan BSA
cozeltilerine Biiiret ¢ozeltisi, belirli esit hacimde eklenerek bilinen konsantrasyonlardaki
BSA miktarin1 belirlemek igin kalibrasyonu dogrusu elde edilmistir. Uv-vis
spektrofotometrede analizi yapmak icin BSA iceren drnekler Bilret ¢ozeltisiyle 30-40 dk
etkilestirildikten sonra Olclimler gergeklestirilmistir. Farkli yogunlukta mor-menekse
renkli ¢ozeltiler elde edilmistir. 540 nm dalga boyunda elde edilen absorbans degerleri
kaydedilmigtir. Hazirlanan kalibrasyon dogrusu EK-1.a. ‘da gosterilmistir. Kalibrasyon
dogrusu hazirlandiktan sonra polimer/lesitin partikiillerin BSA’y1 kapsiilleme yetenegi
arastirilmistir. Bunun i¢in sentez sonunda partikiiller 14000 rpm de 15 dk santrifiijle
coktiirtildiikten sonra elde edilen siipernatant biiiret ¢ozeltisi ile etkilestirirek 540 nm
dalga boyundaki absorbans degeri kaydedilmistir. Kaydedilen absorbans degeri
kalibrasyon dogrusunda (y=0.0127x) yerine yazilarak partikiil i¢erisine girmeyen BSA
miktar1 belirlenmeye ¢alisilmistir. Fakat elde edilen sonuglarla partikiilde tutulamayan
BSA miktar1 belirlenememistir. Ciinkii elde edilen silipernatantta berrak bir ¢ozelti elde
edilememistir.

100 mg lesitin igeren PCL partikiillerin kapsiillenen BSA’nin varligini ispatlamak ve
miktarin1 6grenmek amaciyla partikiillerin Calismada sigir serum albumin’in, protein
bulunmayan 100 mg lesitin iceren PCL partikillerin ve BSA yUkli PCL/lesitin
partikullerin FTIR analizleri ger¢eklestirilmistir. Elde edilen FTIR spektrumlar asagida
gosterilmistir. Literatiire gore C=0 gerilmesine bagli olarak BSA amid I bandi 1600-1700
cmt, C=N gerilmesine bagl amid II bandi ise 1540 cm™ civarindadir. Saf BSA’ni Amid
I ve II bantlari sirastyla 1643 cm™ ve 1532 cm™’de spektrumlarda belirtilmektedir [219].
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Sekil 4-23 Saf BSA FTIR spektrumu

Sekil 4.23‘de goriildiigii gibi BSA ait olan 1500 ve 1700 cm™ civarinda amid I -amid 11
bantlar1 goriilmektedir. Asagidaki spektrumda ise BSA ve lesitin icermeyen PCL
partikiillerin FTIR spektrumu yer almaktadir.
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Sekil 4-24 BSA ve Lesitin icermeyen PCL partikullerin FTIR spektrumu

Sekil 4.24°de goriildiigii tizere BSA amid II bandinda herhangi bir sinyal goriilmemistir
Saf BSA ve PCL partikiillerin FTIR sonuglar1 incelendikten sonra BSA yiikli 100 mg
lesitin iceren PCL partikillerin FTIR analizleri yapilmistir. Sekil 4.25 ‘de gosterilmistir.
Spektrum incelendiginde BSA spektrumlari amid I igin 1724 cm  ve amid 1l i¢in 1651

cm 1 ‘de partikiillerde BSA’nin varligini gdsteren bir sinyal tepe noktas1 gdstermistir.
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Sekil 4-25 BSA yikli 100 mg lesitin iceren PCL partikiillerin FTIR spektrumu

Lesitin varliginda partikiillerin BSA’y1 i¢ine aldiklar1 goériilmiistiir. Goriilen sinyal ¢ok
kiigiik oldugu i¢in partikiillerin hazirlanmasi sirasinda kullanilan belirli miktar BSA’nin
¢ok az bir kismini i¢lerine aldigini diistintilmiistiir.

Sonuglar boyle olunca ortamdaki lesitin miktari arttirildiginda daha yuksek oranda
hidrofilik bir c¢evre olusturuldugu icin BSA’yr daha fazla icine alabilecegi
diistintildiiglinden lesitin miktar1 arttirillarak yeni partikiiller hazirlanmis ve BSA’y1 alim
yetenekleri ayni yontemler ile incelenmistir. Bu amagla 200 mg lesitin yiikli PCL
partikiiller hazirlanmustir. Ilk yontem olarak partikiilllerin siipernatantindan tutunmayan
BSA miktar1 elde edilmeye calisgilmistir. Siipernatant’in UV-vis spektrofotometre
cihazinda 280 nm dalga boyunda absorbansina bakilmistir. Kalibrasyon dogrusu
(y=1,019x) EK-1 ile tutunmayan BSA konsantrasyonu hesaplanmistir. Fakat ylksek
absorbans elde edildiginden tutunmayan BSA konsantrasyonu dogru hesaplanamamustir.
200 mg lesitin i¢eren PCL partikiillerde BSA sinyalini gorebilmek amaciyla partikiillerin
FTIR analizleri yapilmistir. FTIR spektrumu asagida sekil 4.26°da gosterilmistir.
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Sekil 4-26 BSA yukli 200 mg lesitin iceren PCL partikiillerin FTIR spektrumu

FTIR spektrumu incelendiginde ve sekil 24 ile BSA ve lesitin icermeyen PCL
partikiillerin FTIR spektrumu ile karsilagtirildiginda BSA amid II bdlgesinde sinyal
goriilmiistiir. Sinyal goriildigii i¢in partikiil icerisinde BSA varlig1 ispat edilmistir. Fakat
sinyal ¢ok diisiik oldugu i¢in kapsiilleme yiizdesinin diisiik oldugu diisiiniilmiistiir. FTIR
spektrumu iizerinden kapsiilleme verimliligi hesaplanamamustir.

BSA’nin PCL partikiillerde kapsiilleme miktarinin arttirilmast i¢in lesitin miktar1 500
mg’a ¢ikarilmistir. 500 mg lesitin kullanilarak partikiiller yeniden hazirlanmistir. BSA’y1
i¢ine alma yetenegi ayni yontemler ile arastirilmistir. Ik énce partikiiller hazirlandiktan
sonra elde edilen silipernatantta tutunmayan BSA miktar1 belirlenmeye calisiimistir.
Partikiiller 14000 rpm’de 20 dk santrifiijlendikten sonra elde edilen slipernatant ¢cok
yogun sar1 renkli bir ¢ozelti haline gelmistir. O yiizden slpernatant tekrardan 18000
rpm’de 30 dk santrifiijlenmistir. Fakat santrifiij sonunda UV spektrofotometre de 280 nm
dalga boyunda analiz edilebilecek berrak bir ¢ozelti elde edilememistir. Uv’de analiz
edilince de ¢ok yiiksek absorbans elde edilmekteydi. Elde edilen absorbans degeri,
kalibrasyon dogrusu (y=1,019x) denkleminde yerine konuldugunda tutunmayan BSA
konsantrasyonu ¢ok yiiksek ¢ikmaktaydi. Partikiillerin BSA i¢ine almadigi
diistinulmiistir. Fakat bu sonug beklenilmeyen bir sonugtu o ylzden 500 mg lesitin iceren
PCL partikiillerin icerisinde BSA varliginin ispati i¢in bu partikiillerinde FTIR analizleri
yapildi. Sekil 4.27°de BSA yiiklii 500 mg lesitin iceren PCL partikillerin FTIR spektrumu

gosterilmistir.
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Sekil 4-27 BSA yukli 500 mg lesitin iceren PCL partikiillerin FTIR spektrumu

500 mg lesitin igeren PCL partikiillerde BSA varliginin ispat1 i¢gin FTIR spektrumu
incelendiginde BSA amid I ve amid II bandinda sinyaller goriilmiistiir. Fakat elde edilen
sinyal ¢ok dugiiktiir. Partikiillerin BSA’nin ¢ok az bir miktarni igine aldigi
diistintilmiistiir. Kesin bir sonug elde edilememistir.

100-200 ve 500 mg lesitin iceren partiktllerin FTIR analizlerinde partikdllerin icerisinde
BSA varlig1 ispat edilmistir. Fakat partikiiller igerisinde eklenen BSA’nin ne kadarimi
kapstilledigi hesaplanamamustir.

Polimer/Lesitin partikiillerde model protein olarak sadece sigir serum albiimin ile
calisilmistir. Calismalar sonunda tutunmayan BSA konsantrasyonun belirlenmesinden
yasanan problemler nedeni ile kullanilacak makromolekiillerin terapdtik dozlarida
diisiintilerek calismanin diger bir agamasi olan hibrit partikiiller ile ¢alismaya devam

edilmistir.

4.3.3 PCL/Lesitin/Geleol Hibrit Partikiillerin Alim-Salim Calismalar:

Tez calismasinin ilk kismi olan PCL partikiiller ve PCL/Lesitin iceren partikiillerde
istenilen kapsiillenme verimi edilememistir. PCL ve PLGA partikiillerin hidrofobik
dogasi geregi suda ¢oziiniirliigii yiiksek olan sigir serum albumin ve lizozim partikiillerin
icerisinde kalmak istememis ve partikiil i¢ine yliksek oranda kapsiillenmemisglerdir. O
yuzden kapsiillenme veriminin arttiritlmasi ve protein salimlarinin kontrollii olabilmesi
icin partikiillerin hazirlanmas1 agsamasinda polimer-lipit hibrit partikiiller hazirlanmistir.
PCL/Lesitin/Geleol polimer- lipit hibrit partikillerin boyut ve morfololojileri karakterize
edildikten sonra bu hibrit partikiillerin VEGF’e model protein olan 66 kDa molekiil
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agirhi@ina sahip BSA’y1 kapsiilleme ve salim yetenegi arastirilmistir. Kapsullenme
verimliligi bir diger anlamiyla toplam BSA’y1 igine alma ylizdesi yaklasik olarak
%65+5’idi. Boylelikle elde edilen polimer-lipit hibrit partikiillerin BSA’y1 ve Lizozim’i
icine daha fazla alinmasi saglanmstir. Bu hibrit partikillerde BSA, polimer-lipit hibrit
partikiillerin hazirlanmasi sirasinda kullanilan surfaktanin ve lipitin karbonil kuyruklar
arasinda hidrofobik etkilesim olusturarak sulu faz ile yag fazi arasindaki ara yiizeye
yerlestigi ve igerisinde kalmak istedigini literatiirde gosterilmektedir [126]. Partikillerin
hazirlanmasi sirasinda gerceklestirilen bir baska degisken ise dis su fazi olarak PVA
yerine bir poloxamer ¢esidi olan F127 kullanmaktir. Ciinkii poloxamerler PVA’nin
olusturdugu hidrofobik ortami daha hidrofilik hale getirmektedir. Bu sayede BSA’nin
partikiil i¢inde daha ¢ok tutulmasi saglanarak yiiksek bir kapsiilleme yiizdesi elde
edilmektedir. Literatlirdeki caligmalarda bu sonuglar1 destekleyici niteliktedir. Martinez
ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada ikinci emiilsiyonda PVA kullanilmasiyla BSA
kapsiilleme verimin yaklasik olarak %49,1 £ 7.6 oldugunu, PVA yerine pluronic F68
kullanarak kapsiilleme verimini %76,0 + 1.7°a kadar ¢ikardigini gostermislerdir.
Nedenini Pluronik F68’nin amfifilik nedeniyle, hidrofobik PPO (polipropilenoksit)
zincirleri hidrofobik ¢evre ile etkilesime girerken hidrofilik PEO (polietilen oksit)
zincirleri sulu dis faz ile etkilesime girmektedir. D1s su fazda su ile etkilesime girdigi i¢in
ikinci emiilsiyon daha kararli olmaktadir ve BSA’nin kapsiillenmesi artmaktadir.

Tez calisma kapsaminda BSA’nin PCL/Lesitin/Geleol hibrit partikiillerde kapsiilleme
verimi arttirlldigi i¢in ayni formiilasyon ile elde edilen hibrit partikiillere lizozim
yluklenerek kapsiilleme verimi arastirilmistir. 14 kDa olan lizozim ayni1 molekiil agirhi§ina
sahip GM-CSF’ye model olarak segilen proteindir. Calisma sirasinda belirli bir lizozim,
PCL/Lesitin/Geleol polimer-lipit hibrit partikiillerin hazirlanmasi sirasinda ayni sekilde
sulu ¢ozelti halinde ilk emiilsiyon sirasinda eklenmistir. Ve kapsiillenme verimliligi
yaklasik olarak 77+10’idi. Literatiir ile karsilastirildiginda PCL mikropartikiillerin
lizozimin yaklasik olarak %65’ini kapsiilledigi bulunmustur [220]. Literatiirde kapsaml
arastirma yapildiginda lizozimin c¢alisildigt polimer-lipit hibrit partikuller ile ilgili
calismalarin mevcut oldugu bulunmustir.. S6z konusu calismada PCL ve PC:gliseril
tripalmitat ile hazirlanan lipit-polimer hibrit partikiillerde lizozimi kapstlleme verimliligi
%11.6940.05dir. Sodyum dodesil siilfat ile iyon cifti komplekslesmesini saglayarak
lizozimin daha fazla kapsiillenmesini saglamiglardir. Sonuglara goére en son
formiilasyondaki hibrit partikiiller lizozimi %42,85 + 0.08 kapsiillemislerdir. Aym

grubun bir baska calismasinda lipit-polimer hibrit partikiillerin hazirlanmasi sirasinda
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lipidi degistirerek lizomin kapsiillenmesi arastirllmigtir. Calismada en yiiksek
%Xkapsiilleme verimi yaklasik olarak %60 oldugunu gostermislerdir[14]. Literattrdeki
benzer c¢alismalar ile tez ¢alismamizdaki sonuglar karsilastirildiginda lizozimin
kapstillenmesini arttirdigimiz goriilmektedir. Boylece partikiillerde BSA ve Lizozim’in
kapsiillenme verimliligi arttirildiktan sonra salim ¢alismalarina baglanmigtir. Normal bir
yara iyilesme siireci 21 glinde tamamlandig1 i¢in partikiillerin 21.glin boyunca salim
yetenegi arastirilmistir. PCL/Lesitin/Geleol lipit-polimer hibrit partikillerin PBS (pH 7.4)
icinde 37°C de sirasiyla 21 giin boyunca BSA ve Lizozim saliminin in vitro davranisi

Sekil 4.28 ve Sekil 4.29°de gosterilmistir.
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Sekil 4-28 PCL/Lesitin/Geleol lipit-polimer hibrit partikiilden Sigir Serum Albumin

saliminin zamana bagl degisimi

Elde edilen zamana karsi %ilag salimlarina bakildiginda lipit-polimer hibrit
partikillerinden BSA miktarinin neredeyse %?21°lik kismini ilk 4 saatte saldigi ve

21.giiniin sonunda yaklasik olarak %59’u ile eksik bir salim goriilmiistiir.
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Sekil 4-29 PCL/Lesitin/Geleol lipit-polimer hibrit partikiilden Lizozim saliminin zamana

bagl degisimi

Elde edilen zamana karsi %ilag salimlarina bakildiginda lipit-polimer hibrit
partikiillerinden lizozim miktarinin neredeyse %30’lik kismini ilk 4 saatte saldig1 ve
21.glinlin sonunda yaklasik olarak %65’lik bir salim gergeklestirildigi goriilmiustiir.

Ek olarak her iki proteininde salimlari karsilastirildiginda lizozim salimimin BSA
saliminindan daha hizli oldugu gériilmiistiir. Iki proteinin birlikte verildigi zamana karsi

%ilag salim grafigi sekil 4.30°da belirtilmistir.
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Sekil 4-30 PCL/Lesitin/Geleol lipit-polimer hibrit partikiilden BSA ‘nin ve Lizozim

saliminin zamana bagli degisimi
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Tez calisma kapsaminda kronik yara tedavisi i¢in farkli molekiil agirliklarinda
proteinlerle calisildigi i¢in proteinlerin partikiillerden karsilastirmali salim davranislari
onem arz etmektedir. Grafikten elde edilen sonuglara gore yara iyilesme basamaklarinda
ilk 6nce orijinal proteinlerden hangisinin etkili olacag1 6ngoriilmektedir. Sonuclara gore
ilk 6nce %30°lik bir patlama salimi ile lizozim etkili olmaktadir. Bu durumda partikiiller
lizozimi daha hizli salmaktadir. Hizli olmasinin nedeni lizozimin partikiiliin yilizeyinde
tutunmus olabilecegi diistintilebilir. Ayrica mikrokiirelerden molekiil agirligi daha kiigik
proteinin salimimin hizl gerceklestigini gdsteren ¢alismalar mevcuttur [221]. Ornegin bir
calismada farkli molekiil agirlikli polimerlerin ve farkli molekiil agirlikli ilaglarin PLGA-
MPEG mikrokiilerinden salim kinetigi iizerindeki etkileri arastirilmistir. Sigir serum
albumin (BSA, 66 kDa), lizozim (LZ, 13.4 kDa) ve vankomsin (VM, 1.45 kDa) gibi
model ilaglar kullanilmig ve farkli molekiil agirliktaki PLGA-mPEG mikrokurelerinde
kapsiillenmis. Sonucglara gore en kiicik molekiil agirliklt vankomisin, sigir serum
albiimini ve lizozimden daha ¢ok hizli oldugu gostermislerdir. Molekiil agirlig: kiiciik
olan ilaclarin partikiillerin i¢ kanallarindan daha hizli gegebildigi i¢in salimlar1 daha hizl
gerceklesmektedir. Tez calismasinda calisilan model proteinlerden BSA’ nin molekiil
agirligr biiyiik oldugu igin polimer-lipit partikiillerden diisiik bir patlama salimi daha
sonrasinda daha yavas bir salim olmaktadir. Bir baska destekleyici calismada ise kati lipit
nanopartikiillerde farkli molekiil agirlikta proteinlerle ¢alisarak kapsiillenme ve salim
kinetiklerini arastirmislardir. SLN’lerde proteinlerin kapsiillenmesini arttirmak igin
lipofilik polimerik emilgator olarak poli (laktik-ko-glikolik asit) kullanmislardir.
Lizozim yiiklii ve BSA yiiklii SLN ‘lerin in vitro salim sonuglari, ilk bir patlama saliminin
ardindan stirekli ve yavas bir salim oldugunu gosterilmistir. Salim davranislarini
incelendiginde emiilgator olarak PLGA miktarini arttirildiginda BSA’nin saliminin daha
yavas oldugu goriilmiistir [206]. Ayrica uzun siireli ve yavas salimlar, partikiil

¢ekirdegine dahil edilen proteinden dolay1 gergeklestigi gostermislerdir [222].

4.3.4 PCL/Lesitin/Geleol Hibrit Partikillerin DSC Analizi

PCL/Lesitin/Geleol hibrit partikiillerin model proteinleri yiiksek oranda kapstilledigini ve
kontrollii bir sekilde salim davranisi sergiledigi deneylerle ispatlandigi i¢in bu
partikiillerin  farkli sicakliklardaki termal davranisi merak edilmistir. CUnki
PCL/Lesitin/Geleol hibrit partikiillerinin proteienleri bir yara iginde karsilacagi dis
etkenlerden 6rnegin pH,sicaklik ve proteaz gibi enzimlerden korumasi gerekmektedir.

Hibrit partikiillerin koruma yeteneginin dogrulanmasinin bir yolu termal davraniginin
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degerlendirilmesidir [173, 223]. Bu amagla PCL/Lesitin/Geleol hibrit partikullerin model
proteinler varligindaki termal davranisi diferansiyel taramali kalorimetre ile analiz
edilmistir. DSC analizi ile elde edilen sonuglar asagidaki gibidir. Sekil 4.31 “de lipit olan
geleol, PCL, BSA yuKIu hibrit partikillerin ve lizozim yukld hibrit partikallerin termal

davraniglar1 gosterilmistir.
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Sekil 4-31 Lipit,PCL ve partikiillerin ile elde edilen Termogramlari.

Termogram incelendiginde saf PCL igin tek bir pik elde edilmistir. Bu pikin PCL’nin
amorf fazindan dolay1 Tg’yi takip eden erime sicakligini gosteren bir endotermik olay1
(62,79 °C) ifade etmektedir. [14] [224]. Bununla birlikte geleol DCS egrisi, lipidin erime
sicakligina karsilik gelen 60,91 °C’de sinyal gostermistir. Bu sonuclart literatiir ile
karsilagtirildiginda uygun oldugu goriilmiistiir[225]. Literatiir arastirildiginda ayni
kosullar altinda DSC analizinde lizozim 202,42 °C ‘lik bir cams1 geg¢is sicakligi (tg) ile
termal Ozellik gosterdigi bildirilmistir [14]. BSA’nin ise yaklasik olarak 60-77°C’de
endotermik bir sinyal gosterdigi bildirilmistir. [226].Tez kapsaminda DSC analizi
gerceklestirilen BSA ve lizozim yikli hibrit partikullerin sinyallerinde proteinlere ait
sinyallere rastlanmamistir. Ayni sonug, protein yukli PLGA nanapartikillerine protein
dahil edildiginde de rapor edilmistir [227]. Polimer-lipit hibrit partikillerde de lizozimin
dahil edildiginde benzer sonuglar elde edilmistir. Lizozim yikli polimer-lipit hibrit

partikiillerin DSC analizinde lipitlere ve lizozime ait bir sinyale rastlanilmadig1 rapor
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edilmistir [14]. Boylelikle tez caligma kapsaminda tasarlanan PCL/Lesitin/Geleol hibrit
partikiillerin model proteinlerin igerisine dahil edildiginde termal 6zelliklerini korudugu
ispatlanmustir.

Tez ¢aligsma bir sonraki kisminda yara bdlgesine uygun boyutta ve model proteinlerde en
yiiksek kapsiilleme yetenegine sahip, kontrollii salim 6zelliginde olan partikiillerin yara
bolgesine taginmasi i¢in ve yara bolgesinde nemli bir ortam olusturarak yara iyilesmesine
yardimc1 olabilecek bir jel sistemi tasarlanmistir ve karakterizasyon caligmalari
gerceklestirilmistir. Asagida yer alan bashkta sicakliga duyarli hidrojel sisteminin

hazirlanmasi ve karakterizasyon ¢alismalarinin sonuglar1 yer almaktadir.
4.4  Sicakhiga Duyarh Hidrojel Sisteminin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

Akillt polimerlere dayali hidrojel sistemler etken malzemelerin cilde uygulanmasi ve
tutulmasi icin ideal ilag tagima sistemi olabilmektedir. Tez kapsaminda tasarladigimiz
yara iyilestirme ajanlarin yikli oldugu polimer-lipit hibrit partikillerin yaraya
uygulanmasi ve tutulmasi i¢in pluronik F127 tabanli sicakligi duyarli hidrojel tercih
edilmistir. Calistigimiz sicakliga duyarli hidrojelin ¢esitli avantajlart bulunmaktadir [93,
228]. Avantajlar su sekilde siralanabilir. 1) Cozelti halindeyken kolayca
uygulanabilmekte ve fizyolojik sicakliklarda istenilen bolgede jel haline gelmektedir, 2)
Yara yakin temasa gecerek o bolgeyi orterek ve dis etkilerden koruyarak yaranin tam
seklini alabilmektedir, 3) Kullanimlar1 kolaydir yapistiric1 ve dikis malzemesi kullanimi
gerekli degildir, 4) yaranin iyilesmesi i¢in gerekli nem kosullarini saglayabilmektedir, 5)
etken malzemelerin kontrollii salinimina katkida bulunabilmekte ve etken malzemeyi
korumaktadir [173]. Bu sayilan avantajlarin yani sira yara sivilari ile seyreltme ile diisiik
mekanik direng ve etken malzemelerin hizli salinmasi gibi dezavantajlari da mevcuttur.
Sicakliga duyarli hidrojellerin avantajlart ve dezavantajlar1 dogrultusunda tez
caligmasinda PCL/ Lesitin/Geleol dayali polimer-lipit hibrit partikullerin 6zellikleri ve
sicakliga duyarli pluronik F127 hidrojelin 6zellikleri birlestirilerek yeni bir tagiyici sistem
hazirlanmis ve karakterizasyonu gerceklestirilmistir.

Literatiirdeki ¢alismalarda farkli konsantrayonlarda pluronik F127 hidrojel ile
calisilmistir. Fakat %25 (w/v) konsantrasyonunda pluronik F127 hidrojel fizyolojik
kosullarda 1.5 mL c¢ozeltisi 5 dk gibi kisa siirede hizli jellesmesi, uygun viskoelastik
ozellikleri ve hizli geri kazanimi gibi 6zellikleri nedeniyle jel ¢aligsmalar i¢in uygun bir

formiilasyon olarak sec¢ilmistir [180]. Literatiirde elde edilen bilgilerle tez galismasi

105



kapsaminda %25 (w/v) konsantrasyonunda Pluronik F127 hidrojel tercih edilmistir.
Konsantrasyonu belirlenen pluronik F127 hidrojel soguk metot ile hazirlanmistir. Belirli
miktar F127 ile ultra saf su karigtirilarak 1 gece boyunca +4 °C ‘de dolapta bekletilerek
berrak bir ¢ozelti elde edilmistir. Elde edilen ¢6zelti Sekil 4.32 ‘de gosterilmistir.

Karakterizasyon calismalarini gergeklestirmek icin +4 °C’de 1-2 giin saklanmistir.

Sekil 4-32 %25 (w/v) Pluronik F127 Cozeltisi

Hidrojelin jellesme sicakligi ve jellesmenin meydana geldigi an, sicaklik arttikga degisen
viskozitesi dahil olmak iizere karakterizasyon caligsmalari farkl: tekniklerle belirlenmistir.
Ik 6nce tiip ters ¢evirme yontemi ile ¢ozeltinin jellesme sicakligi belirlenmistir. TUp
¢evirme yontemi jellesme sicakliginin belirlenmesinde daha dnce birkag grup tarafindan
caligilmistir [229, 230]. Literatiir dogrultusunda jellesme sicakliginin belirlenmesinde bu
yontem tercih edilmistir. Calisma sirasinda ¢ozelti +4 °C’de cam sise igerisinde ters
cevrilince akigkan halindedir. Sicakligi arttirdik¢a c¢ozeltinin viskozitesi artarak
akiskanligi zorlasmistir. Sicaklik yaklasik 27 °C ulastifinda ¢ozelti cam sise igerisinde
hareket etmemis akiskanligi durmustur. Ve o sicaklik jellesme sicakligi olarak
kaydedilmistir. Jellesme siireci 5 dk gibi kisa bir siirede gergeklesmistir. Sekil 4.33de
%25 (w/v) F127 ¢ozeltisinin farkli sicakliklarda cam sise igerisindeki jellesme durumu

gosterilmistir
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Sekil 4-33 %25 (w/v) pluronik F127 ¢6zeltisinin Jellesme Durumu

Elden edilen jellesme sicakligi literatiir ile karsilastirildiginda benzer sonug gostermistir.

Ornek ¢alismada %15 (w/v) konsantrasyonda F127 jel sicaklik artmasmna ragmen

jellesmeyip, %25 (w/v) konsantrasyonda F127 jel yaklasik 20 °C’de jellesmistir

[230].Tiip ters ¢evirme yontemi ile jellesme sicakhigi elde edilen jel bos jeldir. igerisinde

herhangi farkli malzeme bulunmamaktadir. Tiip ters ¢evirme yoOntemi ile jellesme

sicaklig1 belirlendikten sonra ayni konsantrasyondaki %25 (w/v) pluronik F127 jelin

reometre cihazinda dinamik viskozite 6l¢iimii yapilmistir. Analiz tiniversitemizde ileri

teknolojiler uygulama ve arastirma merkezi’nde (hiinitek) gerceklestirilmistir. Jelin

viskozitesi kesme hizi sabit tutularak farkli sicaklik araliklarinda (4 °C/dk) ol¢iilmiistiir.

Elde edilen sonuclara gore sicaklifa karsi viskozite grafigi cizilmistir. Grafik sekil

4.34°de gosterilmistir.
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Sekil 4-34 Bos Pluronik F127 Jelin sicakliga kars1 viskozite degisimi
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Jel viskozitenin sicakliga karsi davranisi i1sitma sirasinda analiz edilmistir. Sonuglar
incelendiginde baslangigta yani 5 © C’de jelin viskozitesi tipik siv1 ¢ozeltilerindeki gibi
diisiik deger elde edilmistir. Sicaklik 25 °C yiikseltildiginde viskozitesinde artig belirgin
bir sekilde goriilmiistiir. i1k sicaklikta viskozite degeri 0,046 Pa.s iken 25 °C ‘de viskozite
degeri 38,56 Pa.s olmustur. Sicaklik 37 °C’de c¢ikartildiginda jelin viskozitesi de 48,75
Pa.s degerine ulagsmaktadir. Her iki yontemle de elde edilen sonuglarla %25 (w/v)
pluronik F127 ¢ozeltisinin sicakliga duyarl bir hidrojel oldugu gdosterilmistir. Literatiir
ile karsilastirildiginda benzer degerler elde edilmistir [172, 231].

Bos jelin sicakliga karsi viskozitesi Ol¢imiine ek olarak jele uygulanan farkli kesme
hizindaki viskozitedeki degisimi incelenmistir. Kesme hizi g¢esitli malzemelerin
viskozitesini etkiledigi dolayisiyla malzemelerin islenebilirligini, uygulanabilirligini
Onemli dl¢iide etkiledigi icin 6nemli bir parametredir. Farmasétik kremlerde, merhemler
gibi malzemelerin tasarlanmasinda farkli kesme hizlarinda viskozitedeki degisim
onemlidir[232]. Yiiksek viskosite uygulandiginda merhemin istenilen bolgesinde
kalmasinda yardime1 olabilirken, daha kiigiik viskozite merhemin daha kolay yayilmasina
yardimci olabilmektedir. Bundan dolayi tez kapsaminda tasarladigimiz sicakliga duyarh
hidrojelimizin farkli kesme hizlarinda viskozitedeki degisimi karakterize edilmistir.
Olgiim hem ¢ozelti fazinda yani diisiik sicaklikta hem de jel fazindaki sicaklikta yani 37
°C’de gerceklestirilmistir. Asagidaki sekil 4.35°de jelin farkli kesme hizindaki viskozite

degisimini gosteren grafik gosterilmigtir.
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Sekil 4-35 Pluronik F127 jelin farkli kesme hizindaki viskozite degisimi (5°C — 37 °C)

Grafikte sonuglar incelendiginde diisiik sicaklikta ¢ozelti haline olan pluronik F127
hidrojel kayma gerilmesi arttirildik¢a diisiik olan viskozitesinde herhangi bir degisiklik

olmamaktadir. Kayma gerilmesi arttifinda viskozitesi diismektedir. Bu sonuglar

108



tasarladiimiz sicakliga duyarli jelimizin yara bdlgesinde siiriilebilir oldugunu
gostermektedir. Ciinkii kesme hizinin artmasiyla viskozitenin azalmasi merhemlerde
kullanic1 tarafindan daha kolay yayilmasini saglamaktadir [232]. Sonuglara gore
tasarladigimiz jel sistemi Newton olmayan akiskan oOzelligi goOstermistir. Newton
olmayan akiskanlarda kesme hizi arttik¢a viskozite azalmaktadir [233].

Bos jelimizin karakterizasyon g¢alismalarini gergeklestirdikten sonra yara bolgesine
tagimak istedigimiz tastyici sistemimizi sicaklia duyarli jel igerisine yiikleyerek dolu
olan jellerinde karakterizasyon ¢alismalarii gergeklestirilmistir. Ilk dnce yara bolgesinde
tedavi amaciyla en uygun tasiyici sistemi belirlenmistir. Tasiyict sistemi belirlerken
model proteinlerimizi en yiiksek kapsiillenme verimliligine sahip olan ve in vitro
kosullarda kontrollii salimi1 gerceklestirebilen 6zelliklerine dikkat edilmistir. Bu 6zellikler
karsilastirildiginda en uygun tasiyict sistemin PCL/Lesitin/Geleol polimer-lipit hibrit
partikiiller olduguna karar verilmistir. Boylece PCL/Lesitin/Geleol polimer-lipit hibrit
partikiller jele yiiklenerek karakterizasyon ve jelden salim ¢alismalari
gerceklestirilmistir. Calisma kapsaminda hibrit partikiller elde edildikten sonra jele
yiiklenmistir. BSA yiiklii hibrit partikiiller ve Lizozim yiiklii hibrit partikiiller elde edilip
santrifiij tliplerine alindiktan sonra {izerine +4 °C ‘de saklanan %25 (w/v) Pluronik F127
jel eklenmistir ve 30 dk boyunca soguk su banyosunda karistirarak partikiillerin jelin
icerisine yiiklenmesi saglanmistir [234].

Tasiyict sistem yiiklii jellerin karakterizasyonunda sicakliga kars1 ve kesme hizlaria
kars1 viskozite Slciimleri gerceklestirilmistir. Olgiimler iiniversitemizde yer alan ileri
teknolojiler uygulama ve arastirma merkezi tarafindan yapilmistir. Cizelge 4.1 ve Sekil
4.36’da BSA yuklu hibrit partikiller ve Lizozim yUkIu hibrit partikuller yuklu jellerin

jellesme sicakliklari ve viskozite degerleri gdsterilmistir.
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Cizelge 4-1 %25 (w/v) Pluronik F127 hidrojelin, BSA yukli hibrit partikul yukli jelin ve
Lizozim yiiklii hibrit partikiil yiiklii jelin Jellesme sicakligi (Tg) ve Viskozitesi

Viskozite (Pa.s)

Ornek Jellesme Sicaklign
(Tg): °C
9°C 13°C  21°C 25°C  37°C 40°C
Bos Hidrojel 25,01 0,038 0,032 0,155 38,6 48,8 48,8
LPNBH 25,02 0,046 0,034 0,155 37,1 50,2 50,9
LPNLH 25,01 0,066 0,054 0,223 38,7 51,0 49,6

LPNBH- BSA yiiklii PCL/Lesitin/GeleoL polimer-lipit hibrit partikiil igeren jel
LPNLH- Lizozim yiiklii PCL/Lesitin/GeleoL polimer-lipit hibrit partikiil iceren jel

Sicaklik-Viskozite
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Sekil 4-36 %25 (w/v) Pluronik F127 hidrojelin, BSA yikli hibrit partikil yukli jelin ve
Lizozim yiiklii hibrit partikiil yiikli jelin sicakliga kars1 viskozite degerleri

Cizelge 4.1 ve Sekil 4.36°da ii¢ profilden de goriilebilecegi gibi, sicaklik yiikseldikce
viskozite artmugtir en yiiksek viskozite degeri 37°C’nin iizerindedir. Ug farkli
formulasyon da yaklasik olarak aym sicaklikta jellesmektedir. Ug profil
karsilastirildiginda tasiyici sistemin jele yiiklenmesinin jelin reolojik karakterine herhangi

bir etkisi olmadig1 anlasilmistir.

Tastyici sistem yiiklii jellerin jellesme sicakligi ve sicakliga kars1 viskozite degerleri elde
edildikten sonra farkli kesme hizlarina bagli olarak viskozite degerleri elde edilmistir.
Elde edilen viskozite degerleri bos jel yani igerisinde tasiyici sistem bulunmayan jelin
viskozite degerleri ile karsilagtirarak tek bir grafik tizerinde incelenmistir. Sekil 4.37°de

kesme hiz1 ve viskozite grafigi gosterilmistir.
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Sekil 4-37 %25 (w/v) Pluronik F127 hidrojelin, BSA yuklu hibrit partikdl yukli jelin ve
Lizozim yiiklii hibrit partikiil yiiklii jelin kesme hizina kars1 viskozite degerleri (5°C — 37
OC)

Grafik incelendiginde sonuglarin oldukga benzer oldugu goriilmektedir. Tez c¢aligmast
kapsaminda kullanilmas1 planlanan sicakliga duyarli pluronik F127 jel igerisinde tastyici
sistem bulundurmasina ragmen kesme hiz1 arttikga viskozitesi diismektedir.

Icerisinde  bulunan polimer-lipit hibrit partikiiller jelin viskozite degerleri
etkilememektedir. Jel icerisine tasiyici sistem yiiklense bile istenilen bolgeye yara
bolgesine siirtilebilir 6zelliginin degismedigi goriilmiistiir.

%25 (w/v) konsantrasyonunda pluronik F127 hidrojelin ve model proteinleri tasiyan
polimer-lipit hibrit partikil yuklu pluronik F127 jelin belirli karakterizasyon testleri ile 5
dk gibi kisa stirede 25-27 °C’de jellestigi ve viicut sicakligi olan 37°C’de jel durumunun
devam  ettigi  kanmtlanmistir.  Karakterizasyon ¢aligmalarindan  sonra  aym
konsantrasyondaki jelin zamana bagli tiikkenme hizinin belirlenmis ve salim c¢aligsmalari
yapilmistir.

Jeli hazirlarken kullandigimiz poloksamer suda ¢oziinen bir surfaktan oldugu igin
zamanla ¢Oziinmektedir ve cam sise igerisinde tiikenmektedir. Yara bolgesine tastyici
sistem yiiklii sicaklia duyarli jelimizi ekleyince zamana bagli olarak o bdlgede
tilkenecektir. Bu nedenle tez kapsaminda tasarlanan sicakliga duyarli hidrojelin zamana
bagl tiikenme hizi aragtirtlmistir. Bu amagcla belirli miktarda jeller hazirlanip cam sise
icinde zamana bagl olarak agirlik degisimine bakilmigtir. Yontem olarak membransiz
yontem tercih edilmistir. Membransiz yontemde jelin iizerine ayni hacimde ayni

sicaklikla salim ortami eklenmistir. Jel {izerine eklenen salim ortaminin ayni sicaklikta
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olmasina dikkat edilmistir. Clinkii jel sicakligindan diisiik oldugu durumda jelin tiikkenme
hizin1 etkileyebilmektedir. Jel daha hizli ¢oziiniip, tiikenmektedir.

Jelin tiikenme hizi, jele konulacak bos cam sisenin agirligr ile jel ile dolu cam sisenin
agirhgimin arasindaki fark alinarak jelin agirh@indaki degisime bakilmistir. Deneye
baslarken ilk 6nce igerisine %25 (w/v) pluronik F127 hidrojeli hazirlanan cam sigenin bos
iken agirligr dlglilmiistiir. Bos sisenin agirligi 16,31 g 6l¢iilmiistiir. Cam sise igerisine 1
ml jel koyunca jel + cam sisenin agirligi 17,42 g olmaktadir. Jel + cam sisenin agirligi ile
bos cam sisenin agirligindaki fark 1 ml’lik jelin agirligi olarak kaydedilmistir. Bu
durumda 1 ml’lik jelin agirligi 1,1 g’dir. Daha sonraki agsamada belirli zaman araliklarinda
jelin {lizerine eklenen pbs’in tamami alinarak cam sisede kalan jelin agirlig1 6l¢tilmiistir.
Tamami alinan pbs yerine taze pbs eklenmistir. Her bir tartimda alinan agirliklardan bos
cam sise agirliginin farki alinarak jelin agirligi hesaplanmistir. Zaman gegtikce jelin
tikkendigi gozlemlenmistir. Jelin zamana kars1 agirligindaki degisim sekil 4.38 ‘de agirlik-
zaman grafigi olarak gosterilmistir. 1 ml’lik jelin ¢alisilan kosullarda 1 gun igerisinde
tilkendigi goriilmiistiir. 3 ml jel ornekleri ile ¢alisinca jelin tilkenmesi 2 giine kadar
¢ikmaktadir. 3 ml drneklerde farkli zaman araliklarinda jelin agirligi kaydedilmedigi i¢in

agirlik ve zaman grafigi olusturulmamstir.
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Sekil 4-38 1 ml %25 (w/v) F127 Jelin Zamana Bagh Agirligindaki Degisim

Daha sonra %25 (w/v) pluronik F127 hidrojelinin salim yetenegi arastirilmistir. Calisma
kapsaminda sicakliga duyarli enjekte edilebilir ¢dzeltiye tasarlanan partikillerde igine
eklenerek bu yeni sistemden seg¢ilen model molekiillerin salim davranisi incelenmistir.
Salim caligmalarinda partikiil sistemi olarak PCL/Lesitin/Geleol hibrit partikiillertercih
edilmistir. Salim ¢alismalar1 farkli yontemler ile gerceklestirilmistir. In vitro olarak franz

difiizyon hiicre yontemi ile membransiz metot olarak iki yontem ile caligilmistir.
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Franz diflizyon yontemi ile diyaliz membrandan gecgen lizozim konsantrasyonuna
bakilmistir. Franz difiizyon hiicresinde donoér bolmeye tek kat malzeme konulmus 37
°C’de jellesmesi saglanmistir. Reseptor bolmeye ise salim ortami olan fosfat tamponu
(PBS) eklenmistir manyetik karistirici (balik) eklenerek 150 rpm’de salim baslatilmistir.
Donor bolme ile reseptor bolme arasina diyaliz membran konulmustur. Diyaliz membran
sayesinde jele yiklenen lizozim yukli polimer-lipit hibrit partikiillerin salim ortamina
yani reseptor bolmeye gegmesi engellenmistir. Salim ¢alismasi 2 giin boyunca devam
etmistir. Belirli zaman araliklarinda elde edilen sonuglar ile lizozim’in zamana bagl
%ilag salimlart hesaplanmis ve zamana karsi %ilag salim grafikleri ¢izilmistir. Lizozim’in
hidrojel icerisinde ve hibrit partikiil yiiklii jel igerisindeki %ilag¢ salimi sekil 4.39’da

gosterilmistir.
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Sekil 4-39 Lizozim’in jel igerisinde ve %25 (w/v) pluronik F127 Jel iginde polimer-lipit

hibrit partikiillerden saliminin zamana bagli degisimi

Hidrojelin salim deneylerinde 3 ml jel 6rnekleri ile ¢alisilmistir. 3 ml jel 6rneklerinde
salimlar 2 giin siirmektedir. Jel 2 giin icerisinde tiikenmektedir. Elde edilen zamana kars1
%ilag salimlarina bakildiginda jel igerisinde olan lipit-polimer hibrit partikillerden
lizozim miktarinin neredeyse %30’luk kismini ilk 6 saatte saldigi ve 2.giiniin sonunda
yaklasik olarak %39 unu salarak jelin tiikendigi goriilmistiir. Hibrit partikullerin patlama
saliminin yaklagsik olarak %30’luk bir deger oldugu diisiiniiliirse grafikte goriilen kirmiz1
renk olan profilde lizozimin tek basina jelden salimi gostermektedir. Kirmizi renkteki
profil incelendiginde salimin ilk 6 saatinde yaklasik olarak lizozimin %35°1 salinmis ve
2. giin sonunda %100’e ulagmistir. Sonug olarak iki farkli profil incelendiginde lizozimi

tek basina jele yiiklendiginde daha hizli bir salim profili gézlemlenirken jel ¢ozildikege
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salimin hizli ve kontrolsiiz olarak gergeklestiigi goriilmiistiir. Asagidaki sekil 4.40°da
gosterilen grafikte 3 profil yer almaktadir. 3 farkli sistemde lizozimi salim 6zellikleri

karsilastirmal1 olarak incelenmistir.
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Sekil 4-40 Lizozim’in Hidrojelde (yesil), Hibrit partikiillerde (kirmiz1) ve Hibrit Partikiil

yiiklii Hidrojelden (mavi) zamana bagli olarak %ila¢ salim degisimi

Ug farkli profili olusturmak igin lizozim yiiklii polimer-lipit partikiiller ¢ift emulsiyon
buharlasma yontemi ile hazirlanmistir. Partikiiller elde edildikten sonra kapsiilleme
verimlilikleri hesaplanarak kaydedilmistir. Elde edilen partikiil 6rneklerinden ilk once
polimer-lipit hibrit partikiillerin salim1 baglatilmis ve %ilag¢ salim grafigi olusturulmustur.
Daha sonra ayni partikiiller sicakliga duyarli hidrojele ytiklenerek franz difiizyon hiicre
ile jel icinde partikiil salimi1 baglatilmistir. Amac lizozimin hem partikiilden hem de
partikiil yiiklii hidrojelden salimini karsilastirmaktir. Ugiincii profil olustumak amaciyla
ilk once salim c¢alismalarinda kullanilan partikiillerin igerisindeki lizozim miktar1
hesaplanmistir. Elde edilen miktardaki lizozim %25 (w/v) F127 hidrojeline yiiklenerek
aynt kosullarda salim ¢aligmasi baslatilmistir. Belirli zaman araliklarindan alinan
ornekler %ilag salim grafigi ¢izilmistir. Her biri ayr1 olarak sekilde %ilag salim grafikleri
edilmistir daha sonra bir grafik iizerinde {i¢ profil olacak sekilde yeniden diizenlenmistir.
Bu ii¢ profil incelendiginde lizozim yikli hibrit partikulleri jele yuklendiginde lizozim
saliminin etkiledigi goriilmiistiir. Polimer-lipit hibrit partikiillerden lizozim salimi,
pluronik F17 formiilasyonlarindan herhangi biri ile karsilastirildiginda hizli oldugu
goriilmistiir. Pluronik F127 ve partikil yuklu hidrojelleri 10 dk, 20 dk, 30 dk ve 6 saatte
yavaglamis bir lizozim salim hiz1 géstermislerdir. Partikiil ytikli hidrojelin salimi1 2.giine

kadar devam etmistir. Lizozimin yaklasik %39°u salinmistir. Igerisinde yalnizca lizozim

114



bulunan hidrojel de lizozim salimi yavas baslayarak jel ¢6ziildiikge salim1 da hizlanmistir.
2 gunde %100 ‘e ulagmistir.

Sonuglara gore Pluronik F-127’deki polimer-lipit hibrit partikillerden lizozim ilk 6
saatteki salim hizi, polimer-lipit hibrit partiktllerden daha yavas olmaktadir. Polimer-lipit
hibrit partikiil lizozimin yaklasik olarak %60°n1 salarak ilk 6 saatte patlama salimi
gerceklesmistir. Fakat ayni zaman araliklarinda polimer-lipit hibrit partikuller jele
yiiklenince lizozimin salimi ilk 6 saatte yaklasik olarak %30’a diigmiistiir. Boylece
hidrojel sistemi ile birlikte hibrit partikiillerde lizozimin istenmeyen patlama salimi
disiiriilmustiir. Lizozim’in salim1 kontrollii hale gelmistir. Lizozim salimindaki bu diisiis
partikiillerin iizerini kapladigi jel sisteminden kaynaklanmaktadir. Ciinkii lizozim hem
yiiklii oldugu partikiillerden ge¢gmektedir hem de en dista bulanan jelden gegmektedir.
Membransiz metot ile polimer-lipit hibrit partikil ve pluronik F127 ve polimer-lipit hibrit
partikiil yiikli hidrojellerinin salim ortaminda bulunan BSA konsantrasyonuna
bakilmistir. Membransiz metotta BSA’nin konsantrasyonunu 6lgebilmek icin bradfort
yontemi kullanilmistir ve bu ¢alismada 1.5 ml hidrojel ile ¢alisgilmistir. Ayn1 anda hem
BSA yukli jelin hem de BSA igeren polimer-lipit hibrit partikiil yiiklii jelin salimlart
gerceklestirilmistir. Kullanmis oldugumuz yontemde herhangi bir membran ya da zar
olmadig1 i¢in cam sise igerisine BSA ytiklii %25 (w/v) pluronik F127 ¢ozeltisi hazirlayip
37°C ‘de jellesmesi saglanmistir. Cozelti jellestikten sonra ilizerine aym sicaklikta ve
hacimde salim ortami olan PBS eklenmistir. Salim baglatilmistir. Belirli zaman
araliklarinda salim ortamindan 6rnekler alarak bradfort reaktifi ile etkilestirerek 595 nm
dalga boyunda BSA absorbansi kaydedilmistir. Daha dnceden olusturulan kalibrasyon
dogrusu (y=0,6373x) ile o zamandaki BSA konsantrasyonu elde edilmistir. BSA yiiklii
hibrit partikiil yiikli jelin salim ¢aligmalarinda salim ortamindan 6rnek alindiktan sonra
ornekler santrifiij edilmistir. Ciinkii hibrit partikiil yiiklii jeli hazirlandiktan sonra iizerine
ayn1 hacimde 37°C’de 1sitilmis PBS buffer eklenmistir. Membransiz yontemde membran
ya da zar kullanilmadig1 i¢in salim basladiktan bir siire sonra jel ¢oziiniip partikiilleri
salim ortamimna birakmaktadir. Salim ortamindan partikiilleri uzaklastirmak ve o
zamandaki BSA konsantrasyonu daha dogru bir sekilde elde edebilmek i¢in 6rnekler
santrifiij edilmistir. Santrifiij yapilirken partikiillere zarar vermemeye dikkat edilmis ve
14000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmislerdir. Salim ortamindan alinan 6rnekler santrifiij
edildikten sonra santriftj tlpune hibrit partikiller cokmektedir. Coken partikullerden elde
edilen supernatant ile 0 zamandaki BSA konsantrasyonu elde etmek igin stipernatant

bradfort reaktifi ile etkilestirilmis ve 595 nm dalga boyunda BSA absorbasina bakilmustir.
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Kalibrasyon dogru ile (y=0,6373x) BSA konsantrasyonu elde edilmis ve kaydedilmistir.
BSA’nin hidrojelde ve polimer-lipit hibrit partikiil yiikli hidrojel igerisinde salim
degisimleri gosteren grafik sekil 4.41 ‘de gosterilmistir.
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Sekil 4-41 BSA’nin jel igerisinde (yesil renkte) ve %25 (w/v) pluronik F127 jel i¢inde

polimer-lipit hibrit partikiillerden (kirmizi renkte) saliminin zamana bagli degisimi

1,5 ml jel ornekleri ile calisildigt i¢in salimlar 1 giin stirmiistiir. Jel 1 giin igerisinde
tilkenmektedir. Elde edilen zamana kars1 %ila¢ salimlarina bakildiginda jel icerisinde
olan lipit polimer hibrit partikiillerden BSA’nin miktarinin neredeyse %56’luk kismini
ilk 6 saatte saldig1 ve 1.giiniin sonunda yaklagik olarak %73’Un0 salarak jel tiikenmistir.
Grafikte goriilen yesil renkte olan profilde BSA’nin jelden salimi gosterilmistir. Yesil
renkteki profil incelendiginde salimin ilk 6 saatinde yaklasik olarak BSA’nin %9011
salarak hizl1 bir salim performansi sergilemistir. 1.giiniin sonunda %100’{ salinmigtir ve
jel tiikenmistir. Sonug¢ olarak iki farkli profil incelendiginde BSA’nin jel igerisinde
saliminin hizli ve kontrolsiiz oldugu goriilmiistiir.

Membransiz metot ile ayn1 zamanda BSA iceren polimer-lipit hibrit partikilerin jeldeki
BSA salimi ¢alisilmistir. Elde edilen sonuglarla hidrojelin hibrit partikiiller Gzerindeki
etkisini arastirmak i¢in bir 6nceki salimlar ile karsilastirilmistir. Bundan dolay1 asagidaki
sekil 4.42 ‘de gosterilen grafikte 3 profil yer almaktadir. 3 farkli formiilasyonda BSA’nin

salim Ozellikleri arastirilmistir.
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Sekil 4-42 BSA’nin Hidrojelde (yesil), Hibrit partikiillerde (mavi) ve Hibrit Partikiil

yiiklii Hidrojelden (kirmizi) zamana bagli olarak %ilag salim degisimi

Bu ti¢ profil incelendiginde BSA yiiklii hibrit partikiilleri jele yiikleyince BSA saliminin
etkiledigi goriilmistiir. Polimer-lipit hibrit partikiillerden BSA salimi, partikiil ytiklii
pluronik F127 hidrojeli ile karsilastirildiginda hizli oldugu goriilmiistiir. Partikul yukIi
hidrojelleri 10 dk, 20 dk, 30 dk ve 6 saatte yavaslamis bir BSA salim hiz1 gostermistir.
Partikiil yiiklii hidrojelin salim1 1.giline kadar devam etmistir. BSA’nin yaklasik %73’Unu
salmustir. Jel tilkendigi i¢in salim durdurulmustur. Ierisinde yalnizca BSA olan hidrojel
de BSA salimi partikiil salimi ile ayn1 profilde giderken jel ¢oziildiikge salimi da
hizlanmistir. 1 glinde %100 ulagarak BSA’nin hepsini salmistir.

Pluronik F127 hidrojellerin farkli formiilasyonlarinda salim profilleri incelendiginde
partikiilleri jel ile kapladigimizda salimi yavaslattigimizi ve daha kontrollii bir salim
gerceklestigi elde edilmistir. Ayn1 zamanda 37 °C’de jellesen pluronik F127 ‘nin
proteinlerin hibrit partikiillerden ilk patlama salimini etkili bir sekilde engellenmistir..
Boylelikle jelin bu sistemde bir bariyer gorevi gordiigii anlagilmaktadir. Literatiirde
pluronik F127 i¢ine alinmis polimerik partikiillerle ilgili ¢alismalar ile karsilastirildiginda
benzer sonuglar elde edilmistir. Ornegin Sellers ve arkadaslarinin gerceklestirdigi bir
calismada demiyelizian lezyonlarin tedavisi i¢in pluronik F127 iginde kapsiillenmis
poli(laktik-ko-glikolik) asit mikrokiireler tasarlanmislardir. Tedavi edici peptit olarak
hirudin ile ¢alismislardir. Sonug olarak hirudinin tek basina mikrokiireler veya hidrojel
ile karsilagtirildiginda hidrojelin neden oldugu uzun ve gecikmis bir ila¢ salim1 oldugu
gostermislerdir [235]. Bir baska ¢alismada Chen ve ark. cerrahi agriy1 azaltmak igin
PLGA partikiil ytiklii pluronik F127 jelini tasarlamislardir. Tasarladiklar: tasiyici sistem
bir anestezik ilacin siirekli salim1 i¢in pluronik F127 jel sistemine yiiklenen biyolojik

olarak parcalanabilen PLGA mikropartikiillere dayanmaktadir. %25 (w/v) F127 jeline
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gomiilii ila¢ yiliklii PLGA mikrokiireleri in vivo belirli sinir bloke edilmis sican
modellerinde degerlendirilmis ve 8,5 saat boyunca siganlarda duyusal ve motor sinir
blogu sagladig1 raporlamiglardir. PLGA mikropartikiillerine yiiklenen anestezik ilacin
sinir blogunu yarim saat i¢inde kontrol ettigini, ameliyat sonras1 hastalarda agriy1 hizla
azalttigim gostermislerdir [236]. Ornek ¢aligmalarla pluronik F127 jeli icine gomiilii
partikiillerden etken malzemelerin salimlari uzun siireli ve kontrollii oldugu
kanitlanmigtir. Tez ¢alismasi kapsaminda tasarladigimiz sistemde elde edilen sonuglarla
model proteinlerin %25 (w/v) pluronik F127 hidrojel icine gémuli polimer-lipit hibrit
partikiillerden gecikmeli salimlari elde edilmistir. Elde edilen jellesme sicakligi degeri ve
viskozite sonuglari ile yara bolgesine uygulanabilecegi uygun bulunmustur.

Model proteinler ile partikiillerin ve sicakliga duyarli pluronik F127 hidrojelin
karakterizasyon ve salim ¢alismalar1 tamamlandiktan sonra iki proteininde yiikli oldugu
PCL/Lesitin/Geleol hibrit partikiillerin karakterizasyon ve salim c¢alismalarina
baslanmigtir. Tez ¢alismasimin 6zgiin degeri olan bu kisim farkli molekiil agirliklarina
sahip iki farkli proteinin PCL/Lesitin/Geleol hibrit partikdl icerisinde birlikte
yuklenmesini icermektedir. Literatiirde hibrit partikiiller ile ilgili c¢alismalar
incelendiginde GM-CSF ve/veya VEGF tasiyan sistemlere rastlanilmamistir. Hatta
tasarlamay1 hedefledigimiz PCL-lipit sirasiyla ¢ekirdek-kabuk sistemin yaralar tzerine
caligmalar1 da mevcut degildir. Literatiirde yara iyilesmesinde etkin rol oynayan etken
malzemeyi ayri ayri tasiyan tasiyici sistem ile ilgili ¢aligmalar mevcuttur. Ornegin bir
calismada VEGF ve BFGF yiikli PLGA partikiillerini fibrin iskelere hapsetmislerdir
diyabetik farelerde yara iyilestirme hizini aragtirmiglardir [103]. Bir baska ¢alismada yara
iyilesmenin iki evresinde rol oynayan sirali ilag dagitim sistemi tasarlamislardir.
Caligmada gozenekli PLGA partikiillerine VEGF kapsiillenmis, vansomisin igeren
hidrojele entegre edilmistir. Enfekte olmus iyilesmesi zor olan yaralarda etkisi
aragtirtlmistir [11]. Tez kapsaminda diyabetik yara iyilesmesinin bir¢ok evresinde etkin
rol oynayan iki etken maddeyi de tasiyan bir lipit-polimer hibrit partikil sistemi
tasarlanmugtir.Literatiir daha fazla arastirildiginda GM-CSF ve VEGF’in birlikte partikiil
icerisine yiiklenip kronik yaralardaki etki mekanizmasin1 arastiran bir caligmaya
rastlanmamistir. Literatiirdeki bu eksigi giderilmesi amaciyla tasarlanan iki farkli protein
birlikte bulundugu PCL/Lesitin/Geleol polimer-lipit hibrit partikillerin karakterizasyonu

ve in vitro alim-salim ¢aligsmalarin sonuglar1 agagidaki gibidir.
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45 BSA/Lizozim yukli PCL/Lesitin/Geleol Hibrit Partikillerin Hazirlanmasi ve

Karakterizasyonu

PCL/Lesitin/Geleol hibrit partikiiller model proteinleri diger polimerik tasiyici sistemlere
gore daha yiiksek oranda kapsiilledigi ve 21 giin boyunca kontrollii salim davranisi
gosterdigi i¢in iki model proteininde birlikte kapsiillenecegi tasiyici sistem olarak hibrit
partiktller tercih edilmistir.

Bu hibrit partikiillerin hazirlamasinda su/yag/su ¢ift emiilsiyon ¢oziicii buharlagtirma
yontemi kullanilmistir. I¢ su fazi, yag fazi ve dis su fazi olarak ii¢ farkli faz hazirlanarak
belirli sonikleme giicinde ve siiresinde deney gerceklestirilerek emiilsiyonlar
olusturulmustur. ¢ su faz1 belirli oranlarda BSA ve Lizozim ¢ozeltisi igeren fazdir. Yag
fazinda da ise polimer, lipitler ve ¢6ziicii bulunmaktadir. D1g su fazi ise emiilsiye edici
ajamin yer aldig1 fazdir. I¢ su fazinin yag fazinin eklenmesiyle belirli giic ve siirede
soniklenmesiyle birinci emdiilsiyon olusturulmustur. Olusan emiilsiyon dis su fazina
eklenmesi ve ayni kosullar altinda soniklenmesi ile ikinci emiilsiyon olusturulmustur.
Coziiclinlin buharlastirilmasi ile BSA/Lizozim yiiklii hibrit partikiiller elde edilmistir.
Su/yag/su ¢ift emiilsiyon ¢0ziicii buharlastirma yontemi ile hazirlanan partikiillerin DLS
ve SEM goriintiileri asagidaki gibidir. DLS goriintiilerinden boyutlar1 incelenmistir. SEM
goruntilerinde boyutlar1 ve morfolojileri incelenmistir.

Sem goriintiilerinden (Sekil 4.43) BSA/Lizozim PCL/Lesitin/Geleol hibrit partikullerin
kiiresel ama piriizlii yiizeye sahip oldugu gorilmiistiir. Partikiilleri elde ederken
kullanilan lipitlerin dogasi geregi polimer-lipit hibrit partikillerin ytzeyleri pirizli
olmaktadir [237]. SEM dlgtiminde (Sekil 4.43), partikiillerin boyutlarin yaklasik 987 £17
nm’lik bir ortalama ¢apa sahip oldugu gorilmistir. AFM Olciminde (Sekil 4.45),
boyutlarin yaklasik 754 +29 nm oldugu goriilmektedir. DLS 6l¢guimiinde (Sekil 4.44),
partiktllerin bir polidispers boyut dagilimi (PDI: 0.436 £0.046) ile yaklagik 1008 £331

nm’lik bir ortalama bir ¢apa sahip oldugu elde edilmistir.

119



SEM HV: 8.0 kV Det: In-Beam SE 1 GAIA3 TESCAN| SEM HV: 7.0 kV Det: SE
View field: 41.5 ym | BI: 9.00 10 ym View field: 5.19 ym BI: 7.00 1pm

SEM MAG: 5.00 kx Scan speed: 7 HUNITEK SEM MAG: 40.0 kx Scan speed: 6

SEM HV: 8.0 kV Det: In-Beam SE ‘GAIA3 TESCAN|

View field: 8.30 um B1: 9.00 2ym
SEMMAG: 25.0kx = Scan speed: 7 HUNITEK
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Sekil 4-44 BSA/Lizozim yuklt PCL/Lesitin/ Geleol Hibrit partikillerin DLS gorintisi
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Sekil 4-45 BSA/Lizozim yukli PCL/Lesitin/ Geleol Hibrit partikillerin AFM gorintisu

Yukarida gosterilen sekil 4.45°de BSA/Lizozim yiklu PCL/Lesitin/Geleol hibrit
partikiillerin AFM goriintiileri yer almaktadir. Elde edilen AFM goriintiilerinde
partikillerin ylzeylerinin purtzli oldugu goriilmiistir. SEM goriintiileri ile benzer
oldugu diisiiniilmiistiir. Iki farkli proteininde yiiklii oldugu polimer-lipit partikiillerde
boyutlar1 yaklagik olarak 1 mikron oldugu i¢in AFM ‘de daha net goruntiler elde
edilememistir. Ayrica bu partikiillerin PDI degerleri 0,436 oldugu icin partikiillerin
polidispers oldugu diisliniilmiis ve LS goriintiilerinde farkli boyutlarda pikler elde
edilmistir. AFM goriintiilerinde de farkli boyutlarda hibrit partikiillerin goriintiileri elde
edilmistir. Sekil 4.46°de gosterilmistir.
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Sekil 4-46 BSA/Lizozim yuklt PCL/Lesitin/ Geleol Hibrit partikillerin AFM gorintisu

AFM ile elde edilen partikiillerin goriintiileri 6rnegin yikanmasi ve kurutulmasi nedeniyle
partikiil boyutlar1 AFM probu (tip) tarafindan Olgililen daha kiiclik cap degeri
gostermektektedir  [238].  Sekil 4.46°da  gOsterilen  BSAJ/Lizozim  yikli
PCL/Lesitin/Geleol hibrit partikiillerin AFM goriintiilerinde boyutlarin yaklasik olarak
712 +128 nm oldugu goriilmiistiir.

Sonug olarak boyutlar karsilastirildigin polimer-lipit hibrit partikiillere iki farkli molekiil
agirhi@ina sahip proteinleri yiikleyince boyutlarinda neredeyse mikron diizeyde olacak
sekilde artig olmustur. Partikiillerin boyut degisimleri Gizelge 4.2°de gosterilmistir.

Cizelge 4-2 Partikiillerin Boyutlarindaki Degisimler

Partikuller AFM (nm) SEM (nm) DLS (nm)
BSA vyukli PCL/Lesitin/Geleol Polimer
L . 850 +27 870+34 864 +194
Lipit Hibrit Partikdller
Lizozim yukli PCL/Lesitin/Geleol Polimer
S ) 429 £35 726+23 679,9+168
Lipit Hibrit Partikller
BSA/Lizozim yuklu PCL/Lesitin/Geleol
) o ) 754 £29 987 £17 1008 £331
Polimer Lipit Hibrit Partikuller

122



45.1 BSA/Lizozim Yiiklii PCL/Lesitin/Geleol Hibrit Partikiillerin Alim Salim
Cahsmalan
BSA/Lizozim yuklu PCL/Lesitin/Geleol hibrit partikiilleri hazirlanip ve boyutlari
karakterize edildikten sonra alim ve salim ¢aligmalart yapilmistir. Fakat ikisi de protein
oldugu icin UV ‘de 280 nm dalga boyunda veya bradfort reaktifi ile 595 nm dalga
boyunda calisilamamistir. O yiizden PCL/Lesitin/Geleol hibrit partikiillerin i¢ine aldig:
BSA ve Lizozim miktarin1 hesaplamak i¢in farkli yontemler arastirilmistir. Tez ¢alismast
kapsaminda calistigimiz protein sadece molekiil agirliklar1 farkli oldugu i¢in en uygun
yontemin sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) oldugu
bulunmustur. SDS-PAGE yontemi rutin protein analizlerinde kullanilan bir yéntemdir.
Yontem protein karisimlarini kalitatif olarak analiz etmek i¢in kullanilmaktadir.
Y 6ntemin temeli olusturan elektroforez, +,- yikli molekdllerin bir elektriksel alan igcinde
gerceklestirdigi hareketlerin izlendigi bir tekniktir. DNA ve proteinler gibi biiyiik
molekiiller de dahil olmak iizere yliklii molekiiller bir elektrik alaninin etkisi altinda siv1
bir ortamda hareket etmektedir. Karisim igerisinde bulunan molekiiller veya proteinler
gb¢ hizlarindaki farkliliklarina goére birbirinden ayrilmaktadir. Yontemde kullanilan
proteinlerin elektriksel alan ic¢indeki go¢ hareketleri, net yiiklerine, boyutlarina ve
sekillerine bagli olarak degismektedir. Ornegin en kiigiik yapida olan protein en hizh
sekilde hareket etmektedir. DNA gibi biiyiik molekiil en yavas sekilde hareket etmektedir.
Elektroforez i¢in en ¢ok kullanilan yontem sodyum dodesil stilfatin kullanildigi SDS-
PAGE yontemidir. Yoéntemde negatif yUkli olan sodyum dodesil sulfat (SDS) proteinleri
denatiire etmek i¢in kullanilmaktadir. Yontemde proteinler denatiire edilerek ayni yiik ile
yani negatif yiiklii hale gelmektedir ve ayni yiike sahip olduklari i¢in molekiiler
agirliklarina gore ayrilmaktadir. Bu yontemi ilk defa 1970 yilinda Laemmli tarafindan
aciklanmistir [239]. SDS-PAGE yonteminde proteinlerin iginde hareket ettigi ortam
poliakrilamit jeldir. Bu yontem proteinleri yalnizca molekiil agirliklarindaki farkliliklara
dayali olarak ayirmanin en yaygm kullanilan temel yoOntem olarak literatiirde
bahsedilmektedir [240, 241].
Protein uygun boya ile boyanarak poliakrilamid jelde hareketi izlenmektedir. Tez ¢alisma
kapsaminda model proteinler mavi renkte olan coomaise boya ile boyanmistir. Boyanan
proteinler tanka yiiklendikten sonra elektrik alan i¢inde hareketi baglamakta ve molekdl
agirliklarina gore uygun yerlerde bantlar olusturmaktadirlar. Deney sonunda olusan
bantlar molekiiler agirlik belirteci ile karakterize edilerek proteinler molekiil agirliklar

tespit edilmektedir.
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Calismalara baglamadan 6nce BSA/Lizozim yiiklii PCL/Lesitin/Geleol hibrit partikiilleri
hazirlanmistir. Hibrit partikiilleri ayirmak i¢in sentez sonunda partikiiller 14000 rpm’de
15 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij isleminden sonra siipernatant ayrilarak SDS-PAGE
analizi i¢in -20 °C’de dolaba kaldirilmistir. Elde edilen siipernatant hibrit partikiillere
kapsullenmeyen proteinlerin tespiti i¢cin dnemlidir. Santrifuj tlplnde elde edilen hibrit
partikiillerin yikama islemi gerceklestirilmistir. Hibrit partikiillerin yikama iglemi ultra
saf su ile 14000 rpm de 5’er dk ile 3 kez gerceklestirilmistir. Yikama islemi ile hibrit
partikiillerin yapisina dahil olmamis yiizey aktif maddelerin uzaklastirilmasi
amaclanmistir. Hibrit partikiillerin yapisinin bozulmamasina dikkat ederek 5’er dakika
kisa bir siirede yikama gergeklestirilmistir.

Partikiillerin yikama islemi gerceklestirildikten sonra diyaliz metodu ile salim ¢aligsmalar1
baslatilmistir. Salim ¢alismasinda belirli zaman araliklarinda salim ortaminda 400 pL
ornekler alinarak eppendorf tiiplerine konulmustur SDS-PAGE analizi i¢gin -20 °C de
dondurularak saklanmigtir. Salim ortamindan 400 pL 6rnek alinip yerine 400 pL salim
ortami olan taze pH 7.4’de PBS eklenmistir. Salimlar 21 giine kadar devam ettirilmistir.
Her giin 6rnek alinarak SDS-PAGE analizi i¢in buzdolabinda -20 °C’de saklanmistir. 21.
guniin sonunda 6érnekler SDS-PAGE i¢in hazirlanarak tanka yiiklenmistir. in-vitro da
hibrit partikillerine kapsullenmeyen ve salinan BSA, lizozimin varligi ve yapisinin
biitiinltigli bantlarda incelenmistir. Calismanin sonunda proteinlerin olusturdugu bantlari
gorebilmek i¢in analizde kullanilan jel, jel goriintiileme cihazi ile goriintiilenmistir. SDS-

PAGE analizinde ile elde edilen bantlarin yer aldigi jel sekil 4.47°de sunulmustur.
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Sekil 4-47 BSA/Lizozim yiKkli hibrit partkillerin supernatant ve 21.gline kadar
salimlarin SDS-PAGE bantlar1 (L; Molekiiler agirlik belirteci BSA kontrol, 2 pg BSA
proteini 0; Slpernatant, 1; 30.dk, 2; 60 dk, 3; 6h, 4; 24h, 5; 48h 8; 7.gln, 9; 8.gun, S1;
11.gln, S2; 14.giin, S3;15.giin, S4; 16.gun S5; 21.gun

Sekil 4.47°de gosterildigi gibi partikiillerin siipernatinda (0.noktada) iki tane bant
olusmustur. Molekiil agirlik belirtecine gore molekiiler agirhigi yaklasik 60 kDa olan
bolgede koyu renkli bir bant olugsmustur.

Literatiirdeki ¢alismalar arastirildiginda bu yiliksek molekiil agirlikli olan bu bandin
BSA’nin varligindan kaynaklandigi anlagilmistir [206, 242]. Bir diger bant daha kiiciik
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molekiil agirligindaki lizozim varligindan kaynaklanmaktadir. Ciinkii molekiil agirlik
belirtecine gore o bolgenin yaklasik olarak 14 kDa ‘a ait oldugu gdsterilmistir. Elde edilen
bu sonuglar ile hibrit partikiillerin silipernatantinda her iki proteininin varlig1 ve
biitlinliigiinii korudugu anlasilmistir. BSA ve lizozim proteinlerin bant olusumda herhangi
bir degisim gozlemlenmemistir. Analize baslamadan o6nce oOrnekler SDS-PAGE
kuyucuklarma esit hacimde konulmustur. Fakat yiiksek molekiil agirlikta olan BSA
bandinin dagmik koyu renk bir bant oldugu goriilmistiir. Lizozim band1 ile
karsilastirildiginda BSA konsantrasyonun daha fazla oldugu anlasilmaktadir. Lizozim
band1 BSA bandina gore daha kiigiik bir banttir ve slipernatanttaki konsantrasyonun daha
az oldugu diisiiniilmektedir. Stipernatanttaki sonuglara gére BSA ve lizozimin ayn1 anda
yiiklendigi hibrit partikiillerde BSA’y1 lizozime gore goreceli olarak daha az kapsiilledigi
goriilmiistiir. Elde edilen bu goreceli sonu¢ sayisal olarak bir sonuca dayandirilmak
istenmistir. Bu amagla analiz sirasinda kullanilan jel, goriintileme cihazinda
goriintiilendikten sonra program iizerinden bantlarin yiizdelikleri elde edilmistir. Elde
edilen sonuca gore BSA’nin bulundugu bdlgede bant yiizdesi %45,7 iken lizozimin
bulundugu bdlgede bant yiizdesi %11,7 idi. Elde edilen yiizdeliklere gére siipernatantta
BSA konsantrasyonun fazla oldugu sayisal olarak ispat edilmistir.

SDS-PAGE analizinde aynt zamanda BSA ve lizozimin in vitro salimda varliklar
arastirilmistir. Sonuglara gore analizde farkli molekiil agirliklarina ait bantlar olusmustur.
Bu bantlarin 60 kDa olan BSA ve 14 kDa olan lizozimden kaynaklandig1 goriilmiistiir
[206] [242]. Her iki proteine ait olan bantlar elde edilince partikiillerde hem BSA’nin hem
de lizozim’in salindig1r anlasilmistir. Farkli giinlerde alinan Orneklerde bantlarin
kaybolmadig1 goriilmiistiir. Bantlar teker teker incelendiginde hibrit partikiillerden BSA
ve lizozim salimmin giinler gegtikce arttig1 anlagilmaktadir. Jellerdeki tek ¢izgiler, test
edilen salim Ornekleri icerisinde bulunan proteinlerin hibrit partikiillerinden salim
sirasinda parcalanmaya maruz kalmadigina dair kanit saglamistir. 21.giine kadar model
proteinlerin biitlinliigiinii korudugu goriilmiistiir. Beklendigi gibi onceki g¢aligmalara
benzer sekilde, proteinlerin partikiillerde tutma prosediiriinden veya serbest birakma
kosullarindan etkilenmedigini gostermistir [240] [243] [220].

Calismanin devaminda BSA ve Lizozimin salim davraniglarini inceleyebilmek i¢in elde
edilen jel Uzerinden bant yizdeleri hesaplanarak kapsullenme verimi hesaplanmaya
caligilmustir. i1k &nce jele belirli miktarda 2 pg BSA &rnegi yiiklenmistir. Analiz sonunda
BSA kuyucugunda tek bir bant olusmus ve %100 kabul edilmistir. Boylelikle 2 pg BSA
bandin %100’e esit kabul edilmistir. Diger 6rneklerde molekiil agirligindaki farkliliklara
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bagli olarak iki tane bant elde edilmistir. Bantlarin jel goriintiileme sisteminde teker teker
yiizdelikleri hesaplanmis ve kaydedilmistir. 2 pg BSA %100 ‘e esitleyerek dogru oranti
ile farkl ylizdeliklerde BSA ve lizozim miktarlar elde edilmistir. Elde edilen sonuglar
tablo halinde diizenlenip asagidaki cizelge 4.3°de gosterilmistir.

Cizelge 4-3 BSA/Lizozim yUklu polimer-lipit hibrit partikillerin SDS-PAGE bantlarinin
ylzdelikleri ve protein derisimleri (0; Siipernatant, 1; 30.dk, 2; 60 dk, 3; 6h, 4; 24h, 5;
48h, 8; 7.gun, 9; 8.glin, S1; 11.gun, S2; 14.gin, S3; 15.gln, S4; 16.gin, S5;21.giin)

Ornek | BSA bant BSA Lizozim bant Lizozim

% (mg/ml) % (mg/ml)
0 45,7 1,587 11,7 0,431
1 63,3 0,007 36,7 0,005
2 59,6 0,005 40,4 0,003
3 44,0 0,005 56,0 0,006
4 33,4 0,008 66,6 0,017
5 22,0 0,007 78,0 0,029
6 18,1 0,008 81,9 0,033
7 12,1 0,007 87,9 0,048
8 10,5 0,009 89,5 0,085
9 11,5 0,009 88,5 0,087
S1 10,9 0,009 89,1 0,098
S2 8,1 0,009 91,9 0,091
S3 8,6 0,007 91,4 0,097
54 8,4 0,010 91,6 0,115
S5 6,7 0,007 93,3 0,114

Cizelgede elde edilen sonuglarda hibrit partikiillerin siipernatantinda ve belirli zaman
araliklarinda alinan salim 6rneklerinde BSA ve lizozim konsantrasyonlari elde edilmistir.
Elde edilen konsantrasyonlarla % kapsillenme verimi esitlik A kullanilarak
hesaplanmistir. Sonuglara gore BSA’y1 %66+2, Lizozim’i %74 +11 kapsiilledigi elde
edilmistir. Elde edilen sonuglar ayni partikiillere tek baslarina yiiklendiklerinde elde
edilen kapsiillenme verimlilikleri ile karsilastirilmis ve benzer sonuclar elde edilmistir.
Proteinler birlikte yiiklense bile kapsiillenme verimliliklerinde bir degisiklik olmadig:
goriilmiistiir. Cizelge 4.4’de farkli molekiil agirligindaki proteinlerin yiikli oldugu
PCL/Lesitin/Geleol polimer lipit hibrit partiktllerin  kapsillenme verimlikleri

sunulmustur.
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Cizelge 4-4 PCL/Lesitin/Geleol Polimer Lipit Hibrit Partikiillerin Boyut Dagilimlari ve

kapsiillenme verimlerindeki degisimler

Partikiiller AFM (nm) SEM (nm) DLS (nm) %EE

BSA  yikli PCL/Lesitin/Geleol

850£27 870+34 864 +194 %65+5
Polimer Lipit Hibrit Partikiiller
Lizozim yiikli PCL/Lesitin/Geleol

429 £35 72623 679,9+168 %77£10
Polimer Lipit Hibrit Partikiller
BSA/Lizozim yiklii

N ) o BSA %662 -
PCL/Lesitin/Geleol Polimer Lipit 754 £29 987 +17 1008 £331
Lizozim %74 £11

Hibrit Partikiiller

Bant yiizdeliklerindeki oranlar incelendiginde ayni polimer-lipit hibrit partikul igerisinde
BSA’nin lizozimden daha yavas salindigi anlasilmistir. Bantlardaki renk degisimleri ile
bu kanitlanmistir. 21.giinilin sonunda lizozim bandi en koyu hale gelmistir. Rengi koyu
olmasiyla protein konsantrasyonun fazla oldugu anlasilmistir.

Daha sonra iki model proteinin yikli oldugu PCL/Lesitin/Geleol hibrit partikiller %25
(w/v) pluronik F127 jele yiiklenerek salim davraniglari arastirilmigtir. Yontem olarak
franz difiizyon hiicre yontemi tercih edilmistir. Salim, jelin tilkenme hizina gére 1 giinde
gerceklesmistir. 280 nm dalga boyunda elde edilen absorbans degerleri daha 6nce
hazirlanan kalibrasyon dogrusunda (y=1.019x) yerine yazilarak toplam protein
konsantrasyonlari elde edilmistir. Daha sonra % ilag salimlar1 hesaplanarak zamana karsi

% ilag salim grafigi elde edilmistir.

BSA/LIZOZIM BSA/Lizozim 6h
= -4 -4
; ;;.a; 3- °
4
P!
£ _ = !
S : 3 T a ~
° -

Sekil 4-48 BSA ve Lizozim’in Hibrit partikiillerde (mavi) ve Hibrit Partikiil yiikli

Hidrojelden (kirmiz1) zamana bagli olarak %ilag salim degisimi
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Sekil 4.48’deki grafik incelendiginde BSA ve lizozim PCL/Lesitin/Geleol hibrit
partikullerden ilk 6 saatte yaklasik olarak %30°’nun salindigi gorilmistiir. Ayni
partikiiller %25 (w/v) F127 jel icerisine konuldugunda salimin yavasladig ve ilk saatte
yaklagik olarak %23’ salindigi goriilmiistiir. Bu durum beklenilen ve istenilen bir
durumdur. Tez kapsaminda tasarlanan bu hidrojelin salimlari yavaslatip model
proteinlerin kontrollii bir sekilde salinmasi istenmistir. Model proteinler i¢in bir kalkan
gorevi gorerek salimlarin1 daha kontrollii hale getirmistir.

Polimer-lipit hibrit partikillerin ve enjekte edilebilir pluronik F127 jelin model
proteinlerle in vitro ¢alismalar1 tamamlandiktan sonra tez kapsaminda amaglanan kronik
yaralarin tedavisinde kullanilmak {izere diyabetik yaralarda iyilesme hizina etkisinin
arastirilmasi i¢in bir 6n ¢alisma olarak in vivo deneylere baglanmistir. Tez ¢calismasinin

4.6 baslikli kisminda in vivo ¢aligmalarin sonuglar1 ve tartismalar1 yer almaktadir.
4.6 1In vivo Calismalar

In vivo ¢aligmalarda kullanilmak iizere orijinal proteinlerimiz olan VEGF ve/veya GM-
CSF yiiklii PCL/Lesitin/Geleol polimer lipit hibrit partikiiller hazirlanmigtir. Yeniden
hazirlanan hibrit partikiillerin kapsiillenme verimiligi yaklasik olarak %73 tlir. Elde
edilen sonug ile hibrit partikillerin VEGF/GM-CSF orijinal proteinlerin yaklasik
%73 linii igerisine aldig1 anlagilmistir. Bu partikilleri yara bolgesine enjekte edebilmek
icin %25 (w/v) pluronik F127 jel igerisine yiiklenmistir. Jeller deneklere enjekte
edilmeden Once +4 °C saklanmistir. Hazirlanan enjekte edilebilir jeller streptezotosin ile
diyabetik hale getirilen erkek Sprague Dawley siganlarin sirt bolgesinde olusturulan 2 cm
capli dairesel kesik yaralarina enjekte edilmistir ve 10 giin boyunca yaralarin iyilesme
hizlart takip edilmistir. Caligmanin belirli gunlerinde her bir denegin yara durumlar
degerlendirilimis olup, yara bolgesinin fotograflar: ¢ekilerek boyutlari imageJ programi
ile 6l¢lilmistiir. 10 giinliik iyilesme siirecinin ardindan yara bolgesi ¢evre doku ile birlikte

alinmisg, formol ile fikse edilmis ve histolojik degerlendirmeler gergeklestirilmistir

4.6.1 Sicanlarin Diyabetik Hale Getirilmesi ve Yara Olusturma

Tez ¢aligmasi kapsaminda siganlar Cayman Chemical’dan temin edilen streptozotosin ile
diyabet hale getirilmistir. Streptozotosin, diyabet aragtirnmalarinda kullanilan
diyabetojenik ajandir [244]. Langerhans adaciklarinin beta hicreleri tizerinde sitotoksik

bir etkisi vardir. Beta hiicrelerini sisirerek dejenere etmektedir. Ajan nedeniyle dejenecre
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olmus beta hiicreleri insiilin salimin1 ger¢eklestirememektedir ve seker hastaligina neden
olmaktadir [245] [246]. Literaturdeki bulgularda STZ tarafindan kimyasal olarak diyabet
haline gelen sigcanlarda insiilin eksikliginin belirtilerinin acik¢a fark edildigi
belirtilmektedir [247]. Yorgunluk ve halsizlik hissi yasanmasi, hizli kilo kayb1 yasanmasi,
asir1 susuz hissedilmesi ve buna bagli olarak bolca su tiiketimi, ¢ok sik idrara ¢ikma istegi
bu gibi belirtiler insiilinin eksikliginden kaynakli olmaktadir.

Calismada 10 adet sigana streptozotosin verilmeden 6nce aglik kan glikoz seviyeleri ve
agirliklart Olgiilmistiir. STZ, 65 mg/kg dozunda tek doz IP olacak sekilde enjekte
edilmistir. Yavas ilerleyen diyabet hastalig1 indiiklemek i¢in 40-70 mg/kg tek bir STZ
dozu yeterli oldugu literatiirde gosterilmistir. Kemirgenlerde diyabet hastaligini
olusturmak i¢in STZ yaygin olarak intraperitoneal (IP) veya intravendz (IV) olmak iizere
iki yoldan biriyle verilmektedir. IP, karin i¢ine yapilan bir enjeksiyon oldugu i¢in hizli ve
kolay bir yontemdir ve oOzellikle ajanin birden fazla dozunu igeren calismalarda
kullanilmaktadir [248]. IP enjeksiyonu hizli ve kolay bir yontem oldugu igin tez
calismasinda STZ ajanini sigan viicuduna verilmesinde tercih edilmistir.

Bu boltimde 10 adet Spraque Dawley siganlarin kan-glikoz seviyeleri ve agirlik takibinde
bulgular1 diyabet hastaliginin neden oldugu sicanlarda gozlenen belirtiler sunulmustur.
Bolim devaminda diyabet olan siganlarda dairesel yaralar olusturarak bulgular:
degerlendirilmistir.

Sicanlarda diyabet model olusturmadan 6nce agirliklar: ve 6-8 saat’lik aglik kan sekerleri
Ol¢tilmiistiir. Sonuglar 0.giin olarak ¢izelge 4.5°de gosterilmistir. STZ enjekte edildikten
sonra aglik kan sekeri 6lgiimleri 3.giin, 7.gun, 14.giln 21.gun, 28.giin ve 30.glin ayni saatte
yapilmustir. Kan glikoz seviyesi 6l¢limiinde VivaCheck Eco 6l¢iim cihazi kullanilmastir.
Seker seviyeleri ve agirliklar1 Olciilen siganlar numaranladirilarak ayr1 ayri kafeslere

konulmustur. Sekil 4.49°de gosterilmistir.
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Sekil 4-49 Barinma odasinda ayr1 ayri kafeslerine alinan siganlar

Denekler ayri ayri kafeslere alindiktan sonra normal yem ve su verilerek bakimlart

saglanmigtir. Sekil 4.50°da beslenme durumlar1 gdsterilmistir.

Sekil 4-50 Barinma odasinda ayr1 ayr1 kafeslerine alinan siganlarda beslenme
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0.gun ve streptozotosin ajan enjekte edildikten sonraki 3.giindeki aclik kan sekerlerinde

ve agirliklarinda elde edilen sonuclar cizelge 4.5°de sunulmustur.

Cizelge 4-5 0.ve 3.giinde ratlarin agirliklar1 ve aglik kan sekerleri

0.GUN 3.GUN
Sican Agirhk (g) Achk Kan Sekeri (mg/dl) Agirhik (g) Achk Kan Sekeri (mg/dl)
1 384 136 329,5 444
2 362,5 78 310 345
3 362 122 345 454
4 334 113 319,5 357
5 320 103 283 436
6 373 87 367 115
7 328 97 376 220
8 393 74 303 455
9 335 107 284 422
10 336 78 311,5 424

Cizelge 4.5°de aglik kan sekerlerinin 3 giinde 300 mg/dl iizerinde oldugu tespit edilmistir.
Elde edilen sonuglar literatiirde benzerlik gostermistir. Literatiirde, STZ nin 60 mg/kg
dozunun kullanilmasi, langerhans adaciklar1 beta hiicrelerinin yok edilmesiyle
sonuglanan bir otoimmiin siireci baslattigin1 ve 2-4 giin i¢inde klinik diyabetik ortaya
¢ikmasina neden oldugu belirtilmistir [249].

Cizelgede sicanlarin agirliklart incelendiginde agirliklarinda hizli diislisiin meydana
geldigi goriilmiistiir. Siganlarin 7 ve 14.giinde aglik kan sekerleri ve agirliklar dlciilmeye
devam edilmistir. Elden sonuglar ¢izelge 4.6’de belirtilmistir. Cizelge incelendiginde
7.glinde aclik kan sekerlerinin 300 mg/dl iizerinde seyrettigi goriilmiistiir. Baz1 deneklerin
kilo verilmesinin devam ettigi bazilarinin kilolarin arttigi goriilmiistiir. 10 numara kilosu
neredeyse 400 g‘a cikmistir. Ayn1 zamanda siganlarda farkli belirtiler olusmaya
baslamistir. Cok fazla su tiiketimi baslamigtir ve buna bagl olarak altliklar ¢ok fazla
1slanmaya baglamistir.

14.giindeki sonuglar incelendiginde 9 numara sigan harig¢ aclik kan sekerlerinin 300 mg/dl
altinda diistiigii gortilmiistiir. Aclik kan sekerleri 300 mg/dl altina diistiigii fark edilince
sicanlarin iyilegsmeye basladig1 diisiiniiliip ve diyabet durumunun devam etmesi igin
14.giinde ayn1 doz olacak sekilde tekrardan STZ enjekte edilmistir. Ikinci doz verildikten
bir hafta sonra aclik kan sekerleri ve agirlik takibi yapilmistir. Elde edilen sonuglar

cizelge 4.7°de sunulmustur.
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Cizelge 4-6 7.gilin ve 14.gilinde ratlarin agirliklari ve aglik kan sekerleri

7.GUN 14. GUN
Sigan Agirhik (g) Achk Kan Sekeri (mg/dl) Agirhik (g) Achk Kan Sekeri (mg/dl)
1 302,4 259 302 141
2 266 428 302,5 130
3 334,7 428 327,5 115
4 310,2 432 294,5 122
5 262 490 243,5 172
6 372,5 106 365,5 83
7 356,1 136 391 75
8 246,9 311 266 136
9 251,5 506 251,5 471*
10 398 300,7 289 147

Cizelge 4.7 incelendiginde ikinci doz STZ verilmesine ragmen siganlar1 21.giinde aglik
kan sekeri diizeyleri 300 mg/dl {izerinde elde edilmemistir. Fakat kilo kayiplari devam
etmistir. Her giin diizenli olarak normal su yerine %10 dekstroz verilerek aglik kan sekeri

ve agirlik takibi yapilmigtir. 28.giinde goriilen degerlerde aclik kan sekeri diizeyleri 300

mg/dl olanlar diyabet kabul edilmistir.

Cizelge 4-7 21.giin ve 28.giinde ratlarin agirliklar1 ve aglik kan sekerleri

21. GUN 28.GUN
Sigan Agirhik (g) Achik Kan Sekerleri (mg/dl) Agirhik (g) | Aghk Kan Sekerleri (mg/dl)

1 287,5 138 223,5 135
2 243,5 102 250 393
3 315,5 187 314 211
4 256 433 2425 472
5 220 209 222 346
6 357,5 116 351 174
7 393 95 404,5 107
8 249 143 179,5 73

9 240 365 2225 528
10 296 130 294 210

Deneklerin 30.glinliin sonunda seker diizeyleri tekrardan olgiidiigiinde seker Glgiim
cihazinda H1 kodu vermistir (Cizelge 4.8) . Cihazin kullanma kilavuzuna bakilmis ve

seker diizeyleri 600 mg/dl iizerinde oldugunda H1 kodu verdigi anlasilmistir. Seker
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diizeyleri 600 mg/dl iizerinde oldugu icin diyabetik olarak kabul edilmistir. Literatiir ile
de desteklenmistir. Ratlarda diyabet model olusturan ¢alismalarda seker diizeyleri 300
mg/dl oldugunda diyabetik kabul edilmistir [194]. Ayrica tokluk hiperglisemi i¢in STZ
ile muamele edilen gruplarda kan glukoz seviyesi >200 mg/dl olmasi gerektigi, ag
diyabetik hayvanlar icin kan sekeri >150 mg/dl olmasi gerektigi diyabetik model
olusturma protokolii ile desteklenmistir [250].

Cizelge 4-8 30.giinde ratlarin agirliklar1 ve aclik kan sekerleri

30. GUN
Sican Agirhik (g) Achik Kan Sekerleri (mg/dl)

1 272 Hl
2 198,5 Hl1
3 322 H1
4 198,5 Hl
5 - -
6 3425 Hl
7 409 549
8 190 562
9 202,5 H1
10 292 H1

5 numara yara olusturma deneylere baglamadan 6Imiistiir. Oliim nedeninin ¢ok zayiflayip
seker diizeyinin 300 mg/dl {izerinde olmasziyla iligkili oldiugu diistiniilmiistiir. Genellikle,
tek dozlu STZ enjeksiyonundan 3 hafta sonra, hayvanlarin %50’den fazlasinda siddetli
hiperglisemi gelismekte ve kan sekeri seviyeleri 300 ila 600 mg/dl’ye ulasmaktadir [248].
Siddetli hiperglisemiye bagl olarak dliimler ger¢eklesmektedir. Deneysel ¢alismalara 9
denek ile devam edilmistir.

Sirayla deneklere anestezik ilaglart uygulanarak Sekil 3.13 deki sematik gésterime gore
her bir ratin sirtina 2 cm capli dairesel 4 adet eksizyonel yara olusturulmustur. Yaralarin
tizeri ¢ikarilan deri parcasisinin tekrardan dikilmesi ile kapatilmistir. Her bir yaranin

derisi yanina konulmustur (Sekil 4.51).
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Sekil 4-51 2 cm?lik 4 adet dairesel eksizyonel yaranin goriintiisii

4 adet yara olusturulduktan sonra sekil 3.11°de gruplandirilan yaralara gére hazirlanan
jeller enjekte edilmistir. Jeller enjekte edilmeden 6nce UV sterilizasyon cihaz1 steril
edilmistir. Her bir yaraya 400 mikrolitre jel enjekte edilmistir (Sekil 4.52). Enjekte
edilmesi gereken miktar1 belirleyebilmek ig¢in literatiirdeki caligmalar arastirilmastir.
Arastirmalarda elde edilen Kant ve arkadaslarinin gergeklestirildigi bir ¢alismada yara
bolgesine 400 pl %25 (w/v) F127 jelin topikal olarak uygulanmasiyla yaralarin iyilesme
hizlarmnin arttig1 gosterilmistir [171].
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Sekil 4-52 Gruplandirilan yaralara tastyici sistemlerin enjekte edilmesi A) protein yiiklii
olmayan bos PCL/Lesitin/Geleol polimer lipit hibrit partikiillerin yiiklii jel, B) VEGF ve
GM-CSF’nin tek basina bulundugu jel

Tasarladigimiz jel sistemi bolgeye enjekte edildikten sonra deri altinda jellesmistir ve
beyaz bir tabaka halinde gozle goriilmiistir. Sekil 4.53’de jellestigi goriintiiler
sunulmustur. Bu durum beklenilen bir durumdur. Jel sistemi 1siya duyarl bir sistem
oldugu i¢in viicut sivisina maruz kaldiginda 5 dk gibi kisa bir siirede jellesmektedir. Bu
durum tez c¢aligmamizin in vitro deneylerle gdosterilmistir. Canli viicudu ile
desteklenmistir. Ayrica istenilen bolgede jellesme gerceklestigi icin viicut icerisinde
enjekte edildigi bolgede kalmustir. Icerisinde bulunan tasiyici sisteminin farkli bolgelere

geemesi engellenmistir.
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Sekil 4-53 %25 (w/v) F127 Jelinin viicut igerisinde jellesmesi C) protein yiiklii olmayan
bos PCL/Lesitin/Geleol polimer lipit hibrit partikiillerin yiiklii jel ve VEGF ve GM-
CSF’nin tek basgina bulundugu jelin uygulanmasit D) VEGF/GM-CSF yiuikli
PCL/Lesitin/Geleol polimer

Yaralar1 olusturulan ve jel sistemi enjekte edilen deneklerin yaralari kendi deri greftleri
yerlerine dikilerek kapatilmistir. Sekil 4.54’de yaralarin dikis ile kapandigi hali

gosterilmistir.

Sekil 4-54 Yaralarin deri parcalari ile kapatilmasi

Yara olusturma deneyleri sirasinda 4, 8 ve 10 numarali denekler 6lmiistiir. 4 ve 8

numaranin anestezi verildikten sonra nefes aligveris hareketleri durmustur. Kalp masaji
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yapilarak hayata dondiiriilmeye calisilmis fakat hayata dondiiriilememislerdir. Deney
grubundan ¢ikarilmistir. 6 denek ile deneylere devam edilmistir. 6 hayvanin yaralarini
kapatilarak ayr1 ayr1 kafeslerine alinmistir normal yem ve %10 (w/v) dekstroz iceren su
verilerek 10 giin boyunca yaralarin fotograflar1 ¢ekilmistir. Diyabetik durumlarinin
korunabilmesi i¢in 10 giin boyunca sekerli su verilmistir. Yaralarin 4.gununde ve
10.gununde sekerleri tekrardan 6l¢iilmiistiir. Elde edilen sonuglarla diyabetik durumlarini
korudugu anlasilmistir. Cizelge 4.9°da 4.giiniinde ve 10.giindeki agirliklart ve seker

diizeyleri sunulmustur.

Cizelge 4-9 Yara iyilesmesinin 4. ve 10.giiniinde seker diizeyleri

4.GUN 10.GUN
Sican Agirhk(g) Kan Sekeri (mg/dl) Agirhk (g) Kan Sekeri (mg/dl)
1 240 481 255 575
2 254.5 H1 260 H1
3 327,5 H1 328,5 H1
7 405 363 397,5 300

Cizelge 4.9 ‘da gosterilen tablo incelendiginde yara iyilesmesinin 4.ve 10.giliniinde seker
duzeyleri 300 mg/dl ve tzerinde oldugu goriilmektedir ve 4. ve 10.giinde de diyabet
durumlarin1 korudugu anlasilmaktadir. 2 ve 3 numarali hayvanin kan sekeri degeri
cihazda H1 olarak okunmustur. Sekerlerinin 600 mg/dl {izerinde oldugu cihazin kullanma
kilavuzunda tespit edilmistir. Seker diizeylerinin yliksek olmasina bagl olarak siirekli su

igme ihtiyaci ve sik idrar yapma durumu devam etmistir.

4.6.2 Yara Bolgesinin Makroskopik Olarak Degerlendirilmesi

Yaralar1 kapatilan si¢anlarinin belirli giindeki fotograflar1 ¢ekilerek ayri ayri kafeslerine
alimmistir. 1 numara, 2 numara, 3 numara, 6 numara,7 numara ve 9 numara olmak lzere
6 hayvanin 10 giin boyunca yaralar1 gozlemlenmis ve yaralarin boyutlarin dl¢iilebilmesi
icin fotograflar1 ¢ekilmistir. Elde edilen fotograf ve bulgular bu boliimde detayli olarak
anlatilmistir. 10 gin sirddiriilen deney gruplari igin elde edilen % yara alan1 degerleri ise

cizelge 4.10 ve Sekil 4.55’de gosterilmistir
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Cizelge 4-10 10 giinde sonlandirilan deney gruplarina ait % yara alan1 degerleri

% Yara Alam
Deney Grubu
2. Giin 4.Giin 6. Giin 8.Giin 10.giin
Kontrol Grubu 98,61+1,36 95,31+1,63 88,64+2,76 83,45+2,998 76,41+5,90

Etken Malzeme Igeren Jel 97,08+0,87 94,43+1,37 89,37+5,57 88,55+5,39 83,24+2,67

Bos Hibrit Partikiil igeren jel | 97,12%1,36 90,81+3,57 88,78+4,38 86.96+6,1 83,54x4,5

VEGF/GM-CSF yiiklii hibrit
partikiil igeren jel

97,23+0,5 84,30+135 | 81,5040,75 70,8047 50,2848

100 _
W Bos Hibrit Partikul Igeren jel

90 J‘
: | B |

I M Etken Malzeme Igeren Jel
7
6

m Kontrol Grubu
5
4 VEGF/GM-CSF yiklG hibrit
3 partikil iceren jel
2
1
0

2.gln 4.glin 6.glin 8.gilin 10.glin

%Yara Alani
o o o o o o o

o

Zaman

Sekil 4-55 10 giinde sonlandirilan in vivo deney gruplarinda farkli jel grublariin yara
alani iizerine etkileri

10 giin boyunca devam ettirilen in vivo deney sonuglar1 gruplarin 2.giin, 4.guin, 6.gln,
8.gln ve 10.glin % yara alanlar1 karsilastirilarak incelenmistir. Kontrol grubu jel enjekte
edilen gruplar karsilastirildiginda, ‘Etken malzeme igeren jel’,‘Bos hibrit partikil iceren
jel’ grubu ve “VEGF/GM-CSF yuklu hibrit partikil iceren jel’ gruplarin yara alanlarinin
azaldig1 gozlenmistir. (Tablo 4.10 ve Sekil 4.55). Sonuclara gore pluronik F127 jelinin
yara iyilestirmede etksininin oldugu kanitlanmistir. Literatiir incelendiginde pluronigin
yaralar tizerine etkisinin arastirildigi ¢alisma ile karsilasilmistir [171]. Calismada yara
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bolgesinde enjekte edilen PBS ve %25 (w/v) F127 jel karsilastuldiginda jel igeren grubun
yarayl daha hizli iyilestirdigini kanitlamislardir. Kontrol grubunda ise %yara alani
%76,41°dir. Aradaki bu farkin yaranin sirt bélgesinde bulundugu konumuna bagl oldugu
diisiiniilmektedir. Konum olarak sirt sag alt kisminda bulunmakta ve siganin ulagabildigi
konumdadir. Bazi hayvanlar kontrol grubu olan yara bolgesine ulasarak yaranin seklini
bozmustur. VEGF/GM-CSF yuklu hibrit partikil iceren jelin 10.giinde %yara alani
%59,28 olarak hesaplanmistir. Aradaki bu fark VEGF/GM-CSF’nin partikiil igerisine
kapsullenmesinin yara iyilestirici etksinin 6nemli derecede gelistirdigini gostermistir.

Cizelge 4.11‘de yara gruplarmin 0.giin, 2.giin ve 4.glin yara alani goriintiileri
sunulmustur. Goriintiiler incelendiginde her bir yaranin yiizeyinin koyu renk oldugu ve
koyu bir tabaka meydana geldigi goriilmistir. VEGF/GM-CSF yukli LPN iceren jel
verilen yaranin 4.giiniinde dikisi attig1 dikkati ¢ekmistir. Siganin o yaraya ulagmasiyla
dikislerini kemirdigi diistiniilmiistiir. Yara gruplarinin 6.8. ve 10.giindeki yara alanlarinin
goriintiileri Cizelge 4.12°de gosterilmistir Gorilintiiler incelendiginde her bir grupta
kabuklanmanin arttig1 géze carpmaktadir. Tez ¢alismasi i¢in onemli olan VEGF/GM-
CSF yiiklii LPN iceren jel enjekte edilen yarada doku greftinin kiigiik bir parcasinin
kaldig1 goriilmektedir. Diger yara gruplarina gore yara alaninda gozle goriilebilir bir
kiiglilme meydana gelmistir. Aradaki bu fark VEGF/GM-CSF’nin partikiil igerisine
kapsillenmesinin yara iyilestirici etksinin 6nemli derecede gelistirdigini gostermektedir.
Sekil 56-66 arasinda deneklerin {izerindeki yaralarin makroskopik goriintiileri detayl

incelenmis ve bulgular belirtilmistir.
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Cizelge 4-11 Yara gruplarinin ilk giin 2. ve 4.giindeki yara iyilesmesi

YARA

0.Gun

2.gun

4.g0n

Kontrol
Grubu

VEGF/GM-
CSF iceren
Jel

Bos LPN
iceren Jel

VEGF/GM-

CSF yuklu

LPN iceren
jel
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Cizelge 4-12 Yara gruplarinin 6.giin 8. ve 10.glindeki yara iyilesmesi

YARA

6.9un

8.9Un

10.gun

Kontrol
Grubu

VEGF/GM-
CSF iceren
Jel

Bos LPN
iceren Jel

VEGF/GM-

CSF yuklu

LPN igeren
jel
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Sekil 4-57 1 numarali siganin E) 7.gilin F) 8.giin G) 9.gilin H) 10.giin yara iyilesmesi

»
AT .

1 numarali siganin farkli giinlerde yaralarimin fotograflar1 sekil 4.56 ve 4.57°de
gosterilmistir. Gorseller incelendiginde hayvanin 0.giinde deri yapisinin ¢ok iyi olmadigi
goriilmiistlir. Yaralarin goriintiileri net degildir.

Diyabet hastaliginin neden oldugu kilo kaybindan dolay1 deri yapisit bozulmustur. Yara
iyilesmesinin 2.gilinlinde yaralar ve dikis yerleri belirgin hale gelmistir. Yara ¢evresinde
koyu izler olusmustur. Fakat yara iyilesmesinin 6.giinlinde yaralarin ¢evresindeki koyu

cizgiler artmistir ve sol alt kismindaki dikilen deri pargasinin dikisleri agilmistir. Sol alt
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kisimda bulunan yaralara VEGF/GM-CSF yuklu polimer-lipit hibrit partikali igeren jel
enjekte edilmistir. Hayvanin o bolgedeki yaraya ulasip kemirerek dikislerini aldig:
diistiniilmiistir. Sekil 4.58 incelendiginde 8.giinde dikisi agilan yaranin kanadigi ve

10.giinde yaranin gozle goriilebilir sekilde kii¢iildiigli goriilmiistiir.

Sekil 4-59 2 numarali siganin A) 0.giin B) 2.giin C) 4.giin D) 6.glin yara iyilesmesi

Sekil 4.59 ve sekil 4.60°da 2 numarali sicanin belirli glinlerdeki yara iyilesme fotograflar
yer almaktadir. Yara iyilesmesinin 2.giinliinde yaralarin g¢evresinde hafif kararlamar
meydana geldigi goriilmistiir. 4. Giinlinde yaranin kurumamasit ve enfeksiyon
kapmamasi i¢in antibiyotik krem siiriilmiistiir. 6.giinlinde yara bolgelerinde tiiyler
cikmaya baslamistir. Yara cevrelerinin koyulasmaya basladigi ve kabuklanma oldugu

goze garpmugtir.
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Sekil 4-60 2 numarali siganin E) 7.giin F) 8.giin G) 9.gilin H) 10.giin yara iyilesmesi

Yukarida sekil 4.60°de 2 numarali siganin 7.gin, 8.gln, 9.giin ve 10.gindeki yara
tyilesme fotograflar1 sunulmustur. Fotograflar teker teker incelendiginde sag alt kisimda
bulunan kontrol grubu yarada herhangi bir farklilik géze carpmamustir. Yara alani ve yara
bolgesindeki kabuklanma kalinliginda herhangi bir farklilik bulunmamistir. Diger grup
yaralarda kabuklanma arttmistir. 10.giinde sol altta bulunan yarada dikilen derinin bir

kisminin olmadigi ve kanamanin oldugu goriilmustiir. (Sekil 4.61)

Sekil 4-61 2 numarali siganin 10.giinde kanamanin oldugu yara
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Sekil 4-62 3 numarali siganin A) 0.giin B) 2.gilin C) 4.giin D) 6.glin yara iyilesmesi

Sekil 4.62 ve sekil 4.63’de 3 numarali siganin 0.glinden 10.gline elde edilen vyara
tyilesmesi fotograflar1 gosterilmistir. Fotograf incelendiginde 2. ve 4.glinlerde sirtin {ist
kisminda bulunan yaralarda herhangi bir degisiklik gozlemlenmezken alt kistmdaki
yaralarda deri greftinin dikis yerlerinden acildigi ve kiiglik bir kisminin kaldigi
goriilmiistir. Yaralar agik hale gelmistir. Sekil 62’de yaralar incelendiginde iist kisimdaki
yaralarda kabuklanmanin meydana geldigi goriilmiis ve koyu renk haline gelmistir. 9.ve
10. gilinde deri greftinde hicbir par¢a kalmamistir. Acik yaralarin ¢aplarinda kiigiilme

goriilmiistir.
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Sekil 4-64 6 numarali sigan A) 0.glin B) 1.gilin yara iyilesmesi

4 numara anestezi sirasinda 6ldiigli i¢in 6 numarali siganda yara olusturulup deneye
devam edilmistir. Operasyon sonrasi 0.giinde fotografi ¢ekilip ayr1 kafesine konulmustur.
Ertesi giin kontrole gidildiginde hayvanin anesteziden uyandig1 goriilmiistiir. 1.gilin yara
iyilesmesinin fotograflari ¢ekilmistir (Sekil 4.64). 2.giin kontrolle gidildiginde kafesinde
6lii olarak bulunmustur. Olii viicudu kafesinden alnip -80°C ‘deki dolaba kaldirilmustir. 6

numara deney takibinden ¢ikarilmistir. Oliim nedeninin siddetli hiperglisemiden kaynakli
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oldugu diistiniilmiistiir. 1 glin takip edilebildigi i¢in yara iyilesmesinde belirgin farklilik

goriilmemistir.

Sekil 4-65 7 numarali sigan A) 0.giin B) 2.giin C) 4.gilin D) 6.giin yara iyilesmesi

7 numarali denek diger denekler arasinda en iri denek olmustur. Belirli glinlerdeki yara
tyilesme fotograflari sekil 4.65 ve sekil 4.66’da degerlendirmek amaciyla sunulmustur
0.giinde deri yizeyi daha iyi gortlmektedir. Diger siganlara gore yaralarin kabuklanma
stiresi hizli olmustur. 4. Giinde yaralarin biitiin ylizeyi koyu renk olmus ve
kabuklanmistir. Fakat 4.giinde sol alt yaranin dikisinde acilma fark edilmistir. Sekil
4.65’de 7-10.giinler incelendiginde dikisleri acilmayan {ist kisimdaki yaralarin
kabuklanmalar1 devam etmistir. 7.glinde sag alttaki yaranin dikisi agilmistir. Alt taraftaki
soldaki ve sagdaki yaralarda deri greftinin yarist ayrilmigtir. Bir kismi agik yara haline

gelmistir. 9.ve 10.giinlerde yara ¢aplarinda kiigiilme farkedilmistir.
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e "" i :
Sekil 4-66 7 numarali hayvanin E) 7.giin F) 8.glin G) 9.giin H) 10.glin yara iyilesmesi

9 numaral1 sigan anestezi sonrasinda uyanamamistir. Deneyden ¢ikarilmis yara takibine
devam edilememistir.

10.giiniin sonunda elde edilen yara alanlarinin degerlendirildigi bu sonuglar sadece yara
epitelizasyonunun onarimi gostermesi nedeni ile yaranin iyilesme hizinin
degerlendirilmesi tartisitlmalidir. Yara iyilesmesi farkli fazlardan olustugu ve
epitelizasyonun sadece epidermisin {iist tabakasi1 hakkinda bilgi verdigi bilinmektedir
[251]. Bu amagla tasarlanan ¢ok fonksiyonlu hidrojelin yara iyilesmesinin farkli fazlarda
etkisinin incelenebilmesi ic¢in deneklerin yara bolgesinden alinan doku orneklerine
hematoksilen-eozin (H&E) boyamalar yapilmistir (Sekil 4.67). Boyamalarda elde edilen

bulgular histomorfometri bagligi altinda sunulmustur.
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Sekil 4-67 Dokularin Boyanmasi, A) Hematoksilen ve eozin (H&E) B) Masson’s

Trichrome

4.6.3 Histomorfometri

Deney ve kontrol gruplarindan 10. giinde elde edilen kesitlerde hi¢bir grupta yaranin
tiimiiyle epitelize olmadig1 saptanmustir (Sekil 4.67 A, D, G, J). GM-CSF/VEGF yukli
hibrit mikropartiktl iceren jel uygulanan grupta (Sekil 4.67 A, B, C) neovaskdlarizasyon
derecesi kontrol (Sekil 4.67 J, K, L) ve bos hibrit partikiil igeren jel (Sekil 4.67 G, H, 1)
uygulanan gruba gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek saptanmustir (Sekil 4.68). Bu
durum GM-CSF/VEGF yuklu hibrit mikropartikillerin damarlanmayi tiim diger gruplara
gore daha fazla arttirdigin1 gostermistir. Diyabetli hastalarda yuksek aglik seker miktari
hlcrelerin enerji icin kullanma yetilerini azaltir. Bunun yanisira diyabet angiopatik etkisi
nedeni ile dokularin ihtiyaci olan oksijenin tasinmasinda kisitlayici etki olugturmaktadir.
Sonucta 6zellikle uc bolgelerde iskemi ve buna bagli diyabetik yaralar gelismektedir.
Birim alandaki agik ve yeterli kalibrasyonda damar sayisi azalmaktadir. Bu nedenle
diyabetik yaralarin iyilesmesi icin yara bolgesindeki patent damar sayisinin artmasi 6nem
arz etmektedir. Calismamizin verileri literatlr ile uyumlu olarak -partikillerden VEGF
salinmasi- damarlanmadaki artisin nedeni olarak yorumlanmistir [252]. Ayn1 zamanda

diyabetin neden oldugu kronik yaralardaki inflamasyon yanit1 yetersiz kalmaktadir. Bu
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nedenle yara iyilesmesinin inflamatuar fazinin desteklenmesi, inflasmasyon diizeyinin
artirilmasi bir bagka deyisle yara iyilesmesine destek verilmesi 6énemli bir adimdir. Bu
caligmanin diger 6nemli bir 6ngorisu bu basamaktadir. Bu bakis agisi ile sonuglar
degerlendirildiginde GM-CSF/VEGF yiKI hibrit mikropartikil iceren jel ve tek basina
GM-CSF/VEGEF igeren jel (Sekil 4.67 D, E, F) uygulanan gruplarda fibrozis derecesi
kontrol grubuna gore (istatistiksel anlamli) diisiik saptanmistir (Sekil 4.68 C). Fibrozisteki
azalmay1 inflamasyonda artis izlemektedir. Bu verilere gore, GM-CSF/VEGF’in
mikropartikiil ya da jel ile uygulandiginda (kontrol grubunun verilerine gore) fibrotik
doku olusumunu azaltma potansiyeli oldugu seklinde yorumlanmistir. Deney ve kontrol
gruplart arasinda inflamasyon derecesi agisindan istatistiksel anlamlilik saptanmamustir
(Sekil 4.68 A). GM-CSF/VEGF yuklu hibrit mikropartikdl iceren jel grubunda 10. giinde
yara derinliginin azaldig1 ve yara alanin1 damardan zengin, matiir graniilasyon dokusu ile

doldugu dikkati ¢ekmistir (Sekil 4.67 A-C).
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Bos hibrit partikiil iceren jel

Kontrol

CXI0HE Tilescan XI0HE
Sekil 4-68 Birinci kolonda (A, D, G, J) yara alaninin (parantez) tile scan goruntileri,

ikinci kolonda (B, E, H, K) yara kenarindaki pembe renkli graniilasyon dokusu (Gd),
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damarlar (ok isareti) ve iiclincii kolonda (C, F, I, L) komsu retikiiler dermisteki (Rd) mavi

renkli kollajen fibriller (Kf) izlenmektedir. C ve F’de damarlanmis (ok) graniilasyon

dokusunun I ve L’de yerini yag infiltrasyonu (Ad) ve kollajen fibrillerin baskinligindaki

fibrotik dokuya biraktigina dikkat ediniz. HE: Hematoksilen-Eozin, MT: Masson
Trikrom. x100.

>
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Neovaskillarizasyon Skoru

Fibrozis Skoru
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VEGFIGM-CSF Yikil VEGFIGM-CSF igeren  Bosg Hibrit Partikdil
Hibrit P‘aTI?uI Igeren Jel igeren Jel
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VEGFIGM-CSF Yiikiii VEGFIGM-CSF igeren Bog Hibrit Partikdl
Hibrit Parhkul Igeren Jel igeren Jel

#

*

ok 3
*

VEGFIGM-CSF Yiiklii VEGFJGM CSF igeren Bog Hibrit Partikdl
Hibrit Fart kul igeren lgeren Jel

1

Kontrol

Kontrol

Kentrol

Sekil 4-69 Kontrol grubu ile GM-CSF/VEGF yUklu hibrit mikropartikul iceren jel, tek

basina GM-CSF/VEGF igeren jel ve bos hibrit partikiil i¢eren jel uygulanan gruplarda

inflamasyon (A), neovaskiilarizasyon (B) ve fibrozis (C) skorlarina ait ortalama-standart

sapma grafikleridir. (*): kontrole gore p<0.05, (#): Bos hibrit partikiil igeren jel grubuna

gore p<0.05.
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Tez ¢alismamizdaki hipotezimiz, yara bolgesinde GM-CSF ve VEGF ‘in kontrolli ve
siralt salimlarint gerceklestirerek yara iyilesmesinin farkli fazlarini etkileyerek diyabetli
deneklerdeki yara iyilestirmelerini karsilastirmaktir. Bu amacla hibrit partikil iceren
jelden ilk 6nce GM-CSF salimi gergeklesecek, yara bolgesinde inflamasyon fazinda rol
oynayan hucreleri aktive ederek fazin tamamlanmasini saglayacagi ongorilmiistiir.
Ardindan hibrit partikiillerden ve jelden VEGF ‘nin salinmasi ile (anjiogenezis) damar
olusumunu arttirarak doku perfuzyonunu dizeltme, sonucta iyilesmenin diizgiin bir
sekilde gergeklesmesi beklenilmektedir. Histomorfometri sonuclar: tez ¢alismasindaki
hipotezi dogrular niteliktedir: Sekil 4.69 skor grafiklerinde GM-CSF/VEGF yuklu hibrit
partikiillerin oldugu yara bdlgesinde diger gruplara gore inflamasyon skorunun yiiksek
oldugu goriilmiistiir buna bagh olarak fibrotik skorda diisiis meydana gelmistir. Bu
verilerden inflamasyon fazinin diizgiin bir sekilde gergeklestigi kanaatine varilmistir.
Ayni sekil tizerinden neovaskiilarizasyon skoru tartisildiginda ise GM-CSF/VEGF yukli
hibrit partikiillerin oldugu yara bolgesinde diger gruplara gore neovaskiilarizasyon artisi
gorulmektedir. Boylelikle GM-CSF/VEGF yukli hibrit partikil iceren hidrojelin bélgede
inflamasyonu artirarak ve ardindan tasiyict sistemdeki VEGF ile damarlanmay1
saglayarak yaralarin iyilesme hizlarin etkiledigini soylemek miimkiindiir.

Calisma zor iyilesen ve kronik yara grubunda degerlendirilen, toplumda morbidite -
mortalite artis1 ile seyreden diyabetik yaralarin tedavisine yeni bir bakis agisi ile
sorgulamay1 saglamistir. Denek sayisinin az olmasi takip stresinin tek zaman dilimini
kapsamasi bu ¢alismanin zayif kismini olusturmaktadir. Ancak deneklerde diyabetin
olusturulmasi ve onlarin yasatilmasindaki giicliikkler bu ¢alismalardaki hendikaplari
olusturmaktadir. Bu arastirmanin invivo basamagi pilot ¢alisma 6zelligindedir. Daha ¢ok
denekte ve farkli zaman dilimlerini de kapsayacak sekilde bir Ust filogenetik grup

deneklerde tekrarlanmasinda yarar oldugu kanaatindeyiz.
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5 YORUM

Yara iyilesmesi birbiri i¢ine gegmis sirali fazlar seklinde ilerlemektedir. Sorunsuz bir yara
iyilesmesi hemostaz, inflamasyon, proliferasyon basamaklar1 ile ortalama 21 gunde
tamamlanir. Remodeling fazi ise ¢ok uzun suren en son basamaktir. Fakat yaralarin
iyilesme siirecinde bazi istenmeyen durumlar ile karsilasilmaktadir. Diyabet gibi bazi
metabolik hastaliklar bu etmenlerden sadece birisidir. Diyabetli kisilerde meydana gelen
yaralar iyilesmesi zor, kronik yaralar kategorisine girmektedir. Diyabetik yaralarda
normal yara iyilesme fazlar1 sorunsuz bir sekilde ilerlememektedir. Diyabet hastaligi
bltun vicudu, hiicreleri, dokular etkileyen bir hastaliktir. Yara bolgesinde hiicreleri ve
dokular etkiledigi i¢in iyilesme tamamlanamamaktadir. Bu yaralarin tedavileri oldukga
guctdr ve bir dizi tedavi yontemleri uygulanmaktadir. Bu ama¢ dogrultusunda diyabetin
neden oldugu iyilesmesi zor kronik yaralarin iyilesmesini hizlandirmak amaciyla
iyilesmenin farkli fazlarinda etkin rol oynayacak, uygun geometri ve boyut 0zelliklerine
sahip farkli molekiil agirliklarina sahip biiyiime faktolerini (GM-CSF 14 kDa) (VEGF
Mw 44 kDa) es zamanli olarak kapsiilleyebilecek ve kontrollii bir sekilde sirali
salabilecek partikilleri igeren, biyouyumlu ve guvenilir, ¢ok fonksiyonlu, sicakliga
duyarl enjekte edilebilir hidrojel sisteminin gelistirilmesi ve kullanim potansiyelinin bir
Oon c¢alisma olarak diyabetik sigan yaralarinda incelenmesi hedeflenmistir. Bu tez
caligmasi ile,

e Polimerik, PCL/Lesitin monolit partikiller ve PCL/Lesitin/Geleol polimer-lipit
hibrit partikiiller ¢ift emiilsiyon (W/O/W) ¢0ziicii buharlastirma yodntemi
kullanilarak elde edilmistir.

e PCL/Lesitin monolit ve polimer-lipit hibrit partikiillerin hazirlanma sirasinda
¢ozucd, surfaktan ve emdlsifiye edici ajan parametleri incelenmistir.

e Hazirlanan partikiillerin boyut ve boyut dagilimlari, morfolojileri, atomik kuvvet
mikroskobu, taramali elektron mikroskobu ve dinamik 151k saginimi cihazlari ile
analiz edilerek incelenmistir. Polimer-lipit hibrit partikillerin yiizey yiklerinin
analizlenmesi icin zeta potansiyel dl¢timleri yapilmistir.

e In vitro alim-salim calismalarinda model proteinler ile ¢alisiimistir. VEGF (Mw
44 kDa)’e model olarak BSA (Mw 60 kDa), GM-CSF (Mw 14 kDa)’e model
olarak lizozim (Mw 14 kDa) proteinleri benzer fizikokimyasal 06zellikleri

gostemeleri nedeniyle tercih edilmistir.
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Alim-salim ¢alismalarinda polimerik PCL partikiillerin  yiiksek dereceli
hidrofobik dogas1 geregi yliksek oranda suda ¢6ziinen BSA ve lizozim proteinini
kapsullemedigi  kanitlanmistir.  Salim  deneyleri  gergeklestirilememistir.
Proteinlerin partikul igerisine kapsullenmesini saglamak amaciyla ortamin
hidrofobikligini azaltmak i¢in PCL/Lesitin monolit partikiilleri hazirlanmistir.
PCL/Lesitin monolit partikiillerin alim-salim ¢alismalarinda BSA’y1 kapsiilleme
yetenegi incelenmistir. Sentez ortaminin hidrofilikligini arttirmak i¢in farkh
oranlarda (100 mg, 200 mg, 500 mg) lesitin ile ¢alisilmistir. Monolit partikullerin
BSA’y1 kapsiillenme yetenegi esitlik I kullanilarak hesaplanmistir. Partikdllerin
icerisinde  BSA’nin  varligini  kanitlamak amaciyla FTIR analizleri
gerceklestirilmistir. FTIR analizleri ile PCL/Lesitin monolit partikiillerin
icerisinde BSA varlig1 kanitlanmistir.

PCL/Lesitin/Geleol polimer-lipit hibrit partikiillerin BSA‘y1 yaklasik %65+5
kapsiilledigi, lizozimi ise %7710 kapsiilledigi alim-salim c¢aligmalar1 ile
kamtlanmistir. In vitro salimlar1 sonucunda 21 giin boyunca BSA ve Lizozim
saliminin gergeklestirdigi zamana kars1 %ilag salim grafikleri ile gosterilmistir.
Elde edilen sonuglara gére BSA ve Lizozim’in es zamanli olarak kapsiillenmesini
ve kontrollii salimlar1 gergeklestirilmesi amaciyla en uygun partikiil sisteminin
polimer-lipit hibrit partikil ile oldugu belirlenmistir. Calismanin bu kisminda iKi
model proteinin es zamanlh olarak yiklendigi BSA/Lizozim yuklu
PCL/Lesitin/Geleol polimer-lipit ~ hibrit  partikiiller =~ hazirlanmustir.
Karakterizasyon ve alim-salim c¢alismalar1 gerceklestirilmistir. SDS-PAGE
analizi ile farkli molekiil agirligindaki proteinlerin salim davranisi incelenmistir.
Elde edilen sonuclara gdre proteinlerin 21 gun boyunca stabilitelerini koruyarak
molekiil agirliklarina gore salimlarinin gerceklestirildigi anlagilmistir.
Polimer-lipit hibrit partikillerin yara bélgesine topikal olarak uygulanmasi igin
%25 (w/v) pluronik F127 konsantrasyonunda, sicakliga duyarli enjekte edilebilir
hidrojel, soguk yontem ile hazirlanmistir. Karakterizasyon testleri ile +4°C’de
akiskan halinde oldugu +37 °C’de (viicut sicakligi) viskozitesi artarak jel haline
geldigi ispatlanmistir. Jellesme siiresinin ise 5 dk gibi kisa bir stirede gerceklestigi
ters cam sise testiyle gosterilmistir. Jel tiikkenme hizi incelendiginde 1.5 ml’lik

jelin 1 giinde tiikendigi gézlemlenmistir.
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%25 (w/v) pluronik F127 jelin in vitro salim ¢aligmalari, jelin igerisine BSA
yuklu, Lizozim yukli ve BSA/Lizozim yukli polimer -lipit hibrit partikulleri ayr1
ayr1 yiklenmesiyle gergeklestirilmistir. Elde edilen sonuclar.ile polimer-lipit
hibrit partikiillerde gozlenen patlama saliminin azaldig1 ve daha kontrollii salimin
elde edildigi gozlemlenmistir. Elde edilen veriler ile hibrit partiktllerde lizozimin
saliminin ilk 6nce, BSA saliminin daha sonra (lizozimi takip ederek) gergeklestigi
gozlenmistir. Boylelikle hibrit partikiillerden farkli molekiil agirlikli proteinlerin
istenildigi gibi salim1 siral1 bir sekilde gergeklestigi saptanmuistir.

Model proteinlerle partikiillerin ve jelin karakterizasyon caligmalar
tamamlandiktan sonra yara iyilesmesinin farkli fazlarinda rol oynayacak VEGF
ve GM-CSF ‘nin polimer-lipit hibrit partikuller igerisine yiklenerek VEGF/GM-
CSF yukli polimer-lipit hibrit partikiiller hazirlanmistir. Hazirlanan hibrit
partikiiller jel igerisine eklenmistir.

Sicakliga duyarli enjekte edilebilir jel sisteminin diyabetik yaralarda etkisinin
incelenmesi amaciyla 6n calisma olarak in vivo caligmalar sonucunda yara
alanlarmin kiigiildiigii matematiksel verilerle ispat edilmistir.

Histolojik bulgular ile GM-CSF/VEGF yikli hibrit partikdlleri iceren jel
grubunda 10.gilinde yara derinliginin azaldig1 ve inflamasyon fazinin arttig1 buna
bagli olarak da fibrotik skar dokusunda azalma meydana geldigi, ayn1 zamanda
yara alaninin damardan zengin, matilir graniilasyon dokusunun olustugu
kanitlanmustir.

Elde edilen bulgular ile tasarlanan ve karakterize edilen hibrit partikillerden yara
bolgesine ilk GM-CSF’nin ulastigi, inflamasyon fazini baslattigi ve ardindan
VEGF’in ulasarak damarlanma sayisinin arttirdigt ve dolayisiyla yaralarin
iyilesme hizimi arttirmasi, tez c¢alismasindaki hipotezimizi dogrulamaktadir.
Kullanilan salim sistemi 6zgiin degere sahiptir. GM-CSF/VEGF kombinasyonu

da yenidir ve 6zglnddr.

Bu tez ¢aligmasinda sonug olarak iyilesmesi zor olan yaralar i¢in farkli blylme

faktorleri kullanilarak, polimer-lipitler ve F127 jel ile fonksiyonlandirilmis, yara

lyilesmesinin bir¢ok asamasinda rol oynayan yeni bir tasiyici sistem tasarlanmis ve

yeni bir biiyltime faktér kombinasyonu olusturularak kronik yaralarin iyilesmesinde

test edilmistir. Fakat tez ¢alismasimin in vivo basamaginda kullanilan denek sayisi

yeterli degildir. Bu c¢alisma pilot ¢alisma ozelligindedir. Kuvvetli veriler elde

156



edebilmek adina daha fazla sayida denek ve farkli filogenetik yapidaki denekler

uzerinde de caligilmasi uygun olacaktir.
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7 EKLER

7.1 EK-1 Kalibrasyon Dogrular:

7.1.1 EK-1l.a. Sigir Serum Albumin’nin Bilret ile Kalibrasyon Dogrusu

Biliret Reagent ile BSA Kalibrasyon Dogrusu
0,07 -

-&- 006 - Y=0,0127X

% R?=0,9973

€ 0,05 -

'E 0,04 -

2 0,03 - —=Seril
0,02 ——Dogrusal (Seri1)
0,01 -

U T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6
Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 7-1 Biiiret Cozeltisi ile 540 nm dalga boyunda sigir serum albuminin kalibrasyon
dogrusu

7.1.2 EK-1.b. BSA Bradfort ile Kalibrasyon Dogrusu

Net A595
o
IS

0,3 e y = 0,6373x
- R? = 0,9986

o 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

mg/ml

Sekil 7-2 Bradfort Reaktifi ile 595 nm dalga boyunda sigir serum albuminin kalibrasyon
dogrusu
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7.1.3

EK-1.c. BSA 280 nm Dalga Boyunda Kalibrasyon Dogrusu

0,25

0,2

Absorbans (A)

0,15 -

01 +

0,05

BSA kalibrasyon dogrusu

y =1,019x
R? =0,9976

=4==Basic ATC de BSA kalibrasyon dogrusu
—— Dogrusal (Basic ATC de BSA kalibrasyon dogrusu)

T T r T |
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 7-3 280 nm dalga boyunda sig1r serum albuminin kalibrasyon dogrusu

7.1.4

EK-1.d. Lizozim Kalibrasyon Dogrusu

Absorbans (A)

Lizozim Kalibrasyon Dogrusu

0,9 -
0,8 -+
0,7 -
0,6 - vy =2,569x%
0,5 - R? = 0,9932
0,4 -
0,3 -
0,2
0,1 -+

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35

Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 7-4 280 nm dalga boyunda lizozimin kalibrasyon dogrusu
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7.2 EK-2 Tez Calismasi Etik Kurul izni

7.3 EK-3 Tez Calismasimin Orijinallik Raporu

8 Ozgecmis

183



184



185



	JR_PAGE_ANCHOR_0_2

