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Bir dokunun biitiinliigiiniin anatomik ve fizyolojik olarak bozulmasi yara olarak tanimlanir.
Yara olusumu ile cilt biitiinliigii bozuldugunda, kan ve diger viicut sivilarinin kayb1 kontrol
altina alinmali, bakteriyel enfeksiyon riski engellenmeli ve hasarli doku en kisa siirede
onarilarak islevi geri kazandirilmahdir. Bazi kiiciik yaralar viicuttaki dogal mekanizmalar
tarafindan kendi kendine iyilestirilebilirken, biiylik yaralarda iyilesmeyi saglamak ig¢in
disaridan miidahale etmek gerekir. Yara tedavilerinde cesitli yara oOrtiileri siklikla
kullanilmaktadir. Yara iyilesmesi siirecini desteklemek amaciyla ge¢gmisten giliniimiize dek
birgok yara Ortiisii gelistirilmistir ancak herhangi bir standart yara ortiisti bulunmamaktadir.
Her yara ortiisiiniin farkli yara tiplerine ve yaranin bulundugu viicut bolgesine bagli olarak
avantajlar1 ve dezavantajlar1 bulunmaktadir. Bu nedenle giintimiizde hala ¢esitli malzemeler

iceren yara Ortiileri gelistirilmeye devam etmektedir.

Hidrojeller yiiksek oranda su igeren, gozenekli, olduk¢a hidrofilik yapida polimerik aglar
olarak  tamimlanmaktadir. Yiiksek miktarda sivi  emme yetenekleri, yiiksek

biyouyumluluklar, elastik yapilar1 ve ideal gaz gecirgenligi 6zellikleri nedeniyle yara ortii



malzemesi olarak kullanilmalar1 uygundur. Bu tez ¢alismasinda ZnO nanopartikiil yiikli
jellan gam iceren antibakteriyel ve hemostatik 6zellikte slingerler sentezlenmistir. Jellan
gam, sentezlenen siingerlerde biyouyumlu polimer matriks olusturmak, ZnO nanopartikiiller

ise antibakteriyel 6zellik saglamak amaciyla kullanilmistir.

Tez calismasi kapsaminda oncelikle ZnO nanopartikiilleri sentezlenmistir. Elde edilen
nanopartikiillerin yapisal karakterizasyonu FTIR analizi ile gergeklestirilmistir ve ZnO
nanopartikiillerinin basarili bir sekilde sentezlendigi belirlenmistir. XRD analizi ile elde
edilen ZnO nanopartikiillerin yiiksek saflikta oldugu tespit edilmistir. TEM goriintiilerinin
incelenmesi sonucunda elde edilen nanopartikiillerin morfolojik yapilarinin kiiresele yakin
oldugu ve ortalama pargacik boyutlarinin ise 70 nm oldugu tespit edilmistir. DLS analizi ile
ortalama ¢aplarinin 74,3945,08 d.nm (¢ap.nanometre) oldugu ve homojen boyut dagilimina
sahip olduklart belirlenmistir. Sentezlenen siingerlerin karakterizasyonu i¢in ise SEM
analizleri gergeklestirilmistir. ZnO nanopartikiil iceren jellan gam siingerlerin sisme testleri
sonuclarina gore siingerlerdeki ZnO nanopartikiill miktariin artmasi sisme oranini
azaltmistir. Ancak iiretilen siingerlerin kanama durdurucu o6zellikte olmast i¢in gereken
sisme derecesine sahip oldugu tespit edilmistir. Ayrica ZnO nanopartikiil miktarindaki
artigin siingerlerin degredasyon siiresini kisalttig1 gézlemlenmistir. Antibakteriyel 6zelligin
belirlenmesi amaciyla agar disk diflizyon testi ve koloni olusturan iinite testi (CFU)
uygulanmistir. Agar disk difiizyon testi ve koloni olusturan {inite testi (CFU) sonuglari
incelendiginde ZnO nanopartikiil yiiklii siingerlerin tamaminin E. coli ve S. aureus

bakterileri lizerinde antibakteriyel etkisinin yiiksek oldugu goriilmiistiir.

Nanopartikiil icermeyen GG-ZnNP-0 grubunun E. coli’de %0, S. aureus’'da %49,5
antibakteriyel etki gdsterdigi, en diisiik diizeyde nanopartikiil iceren grup olan GG-ZnNP-1
grubunun E. coli ig¢in %94,2 ve S. aureus i¢in %80,8 antibakteriyel etki gosterdigi tespit
edilmistir. Kan deneyleri sonucunda ZnO nanopartikiil igermeyen GG-ZnNP-0 grubunun
kan absorpsiyon kapasitesi %86,2 iken farkli miktarlarda nanopartikiil igeren diger gruplarda
strastyla GG-ZnNP-1 i¢in %95,5 , GG-ZnNNP-2 i¢in %89,7 , GG-ZnNP-3 i¢in %99,8 olarak
Ol¢tilmiistiir. Jelatin temelli ticari siingerde kan absorpsiyon kapasitesi ise %32,8 olarak
tespit edilmistir. Sentezledigimiz silingerlerin ve ticari siingerin kan tutma kapasiteleri
karsilagtirildiginda ZnO nanopartikiil iceren silingerlerin 15. dakikada %87,3 , ZnO
nanopartikill igermeyen GG-ZnNP-0"nin %81,9 , ticari hemostatik siingerin ise %23,7 kan

tutma kapasitesi gosterdigi goriilmiistiir. Sentezlenen siingerlerin biyouyumluluk deneyleri



in vitro ortamda L929 (Fare Fibroblast Hiicre Hatti) hiicreleri ile MTT canlilik analizi
yapilarak belirlenmistir. Hiicre canlilik analizi (MTT) sonuglar1 incelendiginde en basarili
gruplar GG-ZnNP-0 ve GG-ZnNP-1 gruplart olarak tespit edilmistir. Ancak daha yiiksek
dozlarda ZnO nanopartikiil igeren jellan gam siingerlerin (GG-ZnNP-2, GG-ZnNP-3)
beklenildigi iizere hiicre canhiligim1 diisiirdiigli ve toksik etki gosterdigi sonucuna

ulastlmistir.

Tiim bu sonuglar degerlendirildiginde sentezledigimiz siingerler igindeki en diisiik dozda
Zn0O nanopartikiil igeren grubumuz olan GG-ZNNP-1’in yara iyilesmesi uygulamalarinda

kullanilmak tizere en uygun 6zellikte oldugu sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: ZnO nanopartikiil, hidrojel, jellan gam, hemostatik, yara ortiisii,

antibakteriyel



ABSTRACT

ZnO NANOPARTICLES LOADED HEMOSTATIC SPONGES: SYNTHESIS,
CHARACTERIZATION AND IN-VITRO STUDIES

Basak KURIN ATASOYU

Master of Science, Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. Isitk PERCIN DEMIRCELIK
Co- Supervisor: Dog. Dr. Bengi Ozkahraman

June 2023, 103 pages

A disruption of the integrity of the skin or tissue is defined as a wound. When the skin
integrity is compromised, it is necessary to control the loss of blood and other body fluids,
prevent the risk of bacterial infection, and expedite the repair of damaged tissue to restore
function. While some small wounds can heal on their own through natural mechanisms in
the body, larger wounds require external intervention to facilitate healing. Various wound
dressings are commonly used in wound treatments. Throughout history, numerous wound
dressings have been developed to support the process of wound healing. However, there is
no standard wound dressing available. Each wound dressing has its own advantages and
disadvantages depending on the type of wound and the location on the body. Therefore, the

development of wound dressings containing various materials continues to this day.



Hydrogels are defined as highly hydrated, porous, and hydrophilic networks of
polymer chains. They are suitable materials for wound dressings due to their high fluid
absorption capacity, high biocompatibility, elastic structure, and ideal gas permeability
properties. In this thesis study, sponge-like materials containing ZnO nanoparticle-loaded
hydrogels were synthesized with antibacterial and hemostatic properties. The gellan gum
was used to ensure biocompatibility in the synthesized sponges, while ZnO nanoparticles

were incorporated to impart antibacterial properties.

In the scope of the thesis study, firstly, ZnO nanoparticles were synthesized. FTIR analysis
confirmed the successful synthesis of ZnO nanoparticles, while XRD analysis indicated the
high purity of the obtained ZnO nanoparticles. Upon examination of the TEM images, it was
determined that the morphological structure of the obtained nanoparticles was close to
spherical, with an average particle size of 70 nm. DLS analysis revealed that their diameter
was 74,39+5,08 d.nm (diameter in nanometers) and they had a homogeneous size
distribution. SEM analysis was performed for the characterization of the synthesized
sponges. According to the swelling tests of the gellan gum sponge containing ZnO
nanoparticles, an increase in the amount of ZnO nanoparticles reduced the swelling ratio.
However, it was determined that the produced sponges had the necessary degree of swelling
to possess hemostatic properties. Additionally, an increase in the amount of ZnO
nanoparticles was observed to shorten the degradation time of the sponges. To determine the
antibacterial properties, agar disk diffusion test and colony-forming unit assay (CFU) were
performed. When examining the results of the agar disk diffusion test and colony-forming
unit assay, it was observed that all ZnO nanoparticle-loaded sponges exhibited a high

antibacterial effect against E. coli and S. aureus bacteria.

The GG-ZnNP-0 group, which does not contain nanoparticles, exhibited 0%
antibacterial activity against E. coli and 49,5% against S. aureus. The group with the lowest
level of nanoparticles, GG-ZnNP-1, demonstrated 94,2% antibacterial activity against E. coli
and 80,8% against S. aureus. Blood tests revealed that the blood absorption capacity of the
GG-ZnNP-0 group without ZnO nanoparticles was 86,2%, while it was measured as 95,5%
for GG-ZnNP-1, 89,7% for GG-ZnNP-2, and 99,8% for GG-ZnNP-3, which contained
different amounts of nanoparticles. The commercial gelatin-based sponge had a blood
absorption capacity of 32,8%. When comparing the blood holding capacities of our

synthesized sponges and the commercial sponge, the sponge containing ZnO nanoparticles

Vv



demonstrated 87,3% blood holding capacity at 15 minutes, while GG-ZnNP-0 exhibited
81,9% and the commercial hemostatic sponge showed 23,7% blood holding capacity. The
biocompatibility experiments of the synthesized sponges were determined through in vitro
tests using L929 (Mouse Fibroblast Cell Line) cells and MTT viability analysis Cell viability
analysis (MTT) indicated that the most successful groups were GG-ZnNP-0 and GG-ZnNP-
1. However, it was observed that jellan gum sponges containing higher doses of ZnO
nanoparticles (GG-ZnNP-2, GG-ZnNP-3) decreased cell viability and exhibited toxic

effects, as expected.

Considering all these results, it can be concluded that our group with the lowest dose of ZnO
nanoparticles, GG-ZnNP-1, is the most suitable for use in wound healing applications.

Keywords: ZnO nanoparticles, hydrogel, jellan gum, hemostatic, wound dressing,

antibacterial.
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1. GIRIS

Deri, insan viicudundaki en genis ve en agir organ olarak tanimlanmaktadir. Bir kiginin
toplam viicut agirhiginin yaklasik olarak altida biri deri agirligidir. Derinin viicudun normal
isleyisi i¢in son derece dnemli ve hayati gorevleri bulunmaktadir [1,2]. Genel olarak diger
doku ve organlar1 dig ortamdan izole eder, viicudun etrafinda bir bariyer olusturarak temel
maddelerin ge¢isini diizenler ve mikroorganizmalarin girisine izin vermeyerek viicut
savunmasinda gorev almaktadir. Bunun yani sira viicut sicakligin1 diizenleme, agri, sicaklik
ve diger mekanik etkilerin algilanmasi ve iletimi gibi 6nemli fizyolojik olaylarda 6nemli

roller tistlenmektedir [3,4].

Insan cildi farkli dermal katmanlardan olusmaktadir. Derinin yapis1 epidermis, dermis ve
hipodermis (subkutandz doku) olmak iizere iic ayr1 katmandan meydana gelmektedir.
Epidermis, bu {i¢ katmanin en dis tabakasidir ve viicudun ilk savunma hattin1 temsil
etmektedir. Stratum corneum, stratum lucidum, stratum granulosum, stratum spinosum,
stratum basale ve bazal membran olmak iizere yapisinda bir¢ok alt katman bulunmaktadir.
Di1s mikrobiyotadan ve zararli ultraviyole isinlarindan viicudu korumaktadir. Ayrica
epidermisin nem tutma, viicut sicakligini dengeleme, fiziksel ve duyusal algilama gibi ¢esitli
farkli islevleri bulunmaktadir [2,4]. Dermis katmani, papiller dermis ve retikiiler dermis
olmak iizere iki bag dokudan meydana gelmektedir. Temel bilesenleri dermal fibroblastlar,
elastin ve kolajen lifler, glikozaminoglikan (GAG) gibi temel maddeler ve kan ile lenf
damarlaridir. Igerdigi kan damarlari sayesinde diger katmanlarin besin ve oksijen ihtiyacini
karsilar ve ayn1 zamanda cilde esneklik ve alt katmanlara fiziksel destek saglamaktadir.
Hipodermis katmani, subkutan yag tabakasi olarak da adlandirilir. Yapisinda yag doku, kan
damarlar1 ve sinirler bulunur. Hipodermis 1s1 yalitim1 saglar, cildi mekanik darbelerden
korur, dermis tabakasini gerekli organlara baglar, endokrin ve parakrin sinyallesme ile

iliskilendirilmektedir [2,5].
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Sekil 1.1. Derinin yapisi ve katmanlari [6]

Yara olusumuna sebep olan etkenler genel olarak fiziksel, kimyasal ve termal etkenler veya
altta yatan fizyolojik bir bozukluktur. Bu etkenler sebebiyle ciltteki veya i¢ organlardaki
normal anatominin ve normal fonksiyonunun bozulmasi durumu yara olarak
tanimlanmaktadir. Yaralar glinimiizde diinya capinda en yaygin karsilagilan saglik
sorunlarindan birini olusturmaktadir [7,8]. Yaralar tip (venoz, diyabetik), altta yatan sorunlar
(iskemik, iskemik olmayan, enfeksiyonlu, enfeksiyonu olmayan) ve iyilesme siiresine (akut,
kronik) gore smiflandirilmaktadir [9]. Yaklagik olarak 8-12 haftalik iyilesme siiresi
gerektiren yaralar akut yaralar olarak tanimlanmaktadir. Kronik yaralar ise ¢ok daha uzun
iyilesme stireleri gerektirir ve iyilesme gergeklesse bile ciltte ¢ok ciddi yara izleri
birakabilmektedir [5]. Kii¢iikk yaralarin neden oldugu kanama genellikle dogustan gelen
hemostatik mekanizmalar tarafindan durdurulur ancak daha ciddi yaralanmalarda kanama

kontrolii i¢in disaridan miidahale gerekmektedir [7].



2. GENEL BILGILER

2.1. Yara lyilesmesi Asamalar1

Yara iyilesmesi, insan viicudunda gergeklesen normal bir biyolojik siirectir. Bu siire¢, doku
hasar1 olustuktan hemen sonra baslayan, birbiriyle baglantil1 bir dizi olay igeren karmasik ve
dinamik bir yapiya sahiptir. Hemostaz (kanama durdurma), inflamasyon (iltihaplanma),
proliferasyon (hiicre cogalmasi) ve remodelling (yeniden sekillenme) olmak tizere birbirini

takip eden dort evre seklinde gergeklesir [10].

2.1.1. Hemostaz

Hemostaz, yara iyilesmesinin ilk asamasidir ve doku hasar1 meydana geldigi andan itibaren
birkac dakika i¢inde baglar. Hemostaz evresinde kronolojik olarak sirasiyla trombosit tikag
olusumu, trombosit yapismasi, trombosit aktivasyonu, trombosit agregasyonu, intrinsik ve
ekstrinsik pihtilasma kaskadlarinin aktivasyonu ve pihti ¢éziinmesi olaylari gerceklesir [4].
Oncelikle trombositler aktive olur, pihtmin (fibronektin, fibrin, vitronektin ve
trombospondinden meydana gelir) olusumu icin gerekli kimyasal sinyaller gonderir ve
trombosit tika¢ meydana getirir. Ayrica onarim siirecinin baglamasi icin biiyiime faktorleri
(epidermal biiyltime faktorii, trombosit kokenli biiyiime faktorii, transforme edici biiylime
faktorii-beta ve kemokinler) salgilanir [11-13]. Cesitli nedenlerden kaynakli olarak meydana
gelebilecek cilt yaralanmalar1 genellikle kanama ile birlikte gerceklesir. Kanama, ile birlikte
hemostazi baglatan pihtilasma faktorii fibrinojen aktive olarak fibrine doniistir. Olusan fibrin
iplikleri yaralarda ags1 bir yap1 olusturarak kii¢iik boyutlu kanamalarin durmasini saglar [1].
Hemostaz fazinin baslangicinda kan bilesenlerinin disar1 sizmasi, hiicre gog¢iliniin
gerceklesebilmesi igin ilk hiicre dis1 matriksi olusturan kan pihtisinin meydana gelmesini
saglar. Piht1 olusumuna neden olan prokoagiilan molekiiller sayesinde kanin viskozitesi artar
ve daha fazla trombosit ve kan hiicresinin hapsolmasi saglanir. Kan pihtisinin olugmasi ile

kanama kontrol altina alinmis olur. [4,14].

Normal siirecte trombositler damar duvarina tutunmaz ve birbirleriyle agregasyon
olusturmaz. Ancak yaralanma meydana geldiginde trombositler protrombotik faktorler
tarafindan aktive edilir ve trombosit ylizey reseptdrleri adezyon proteinlerine, kemokinlere,
bliylime faktorlerine ve sitokinlere baglanir. Trombositler, trombosit tiiretilen biiyilime

faktorii (PDGF) tireterek bir araya gelirler ve damar duvarinda diiz kas kasilmasini tesvik



ederler. Daha sonra protrombin aktifleserek trombine doniisiir. Bu siire¢ sayesinde viicut,
doku hasariin olusturabilecegi bakteriyel kontaminasyon ve viicut sivilarinin kaybindan
korunur [15]. Olusan pihti, yara bolgesine gii¢ ve destek saglayan bir kabuk olusturmak

tizere kurur, yara iyilesmesi i¢in koruyucu bir rol oynar. [1].

2.1.2. inflamasyon

Yaralanmadan kisa bir siire sonra nétrofillerin bir araya gelmesiyle inflamasyon evresi
baglar. Bu asamada trombositler ve I6kositler immiin sistem hiicrelerinin bolgeye
¢ekilmesini ve aktivasyonunu indiikler. Lokositlerin yanit1 baglangigta nétrofiller tarafindan
kontrol edilir, tiglincii giinden sonra bu gérev makrofajlara devredilir [15]. Yara olusumu
sirasinda aciga cikan kolajen lifler, pihtilasma kaskadini (intrinsik ve ekstrinsik yolaklar1)
baslatarak inflamasyon fazini baslatir. Dokuda yaralanma meydana geldikten sonra, hiicre
zarlar1 giiclii vazokonstriktorler olan tromboksan A2 ve prostaglandin 2-a molekiillerini
salgilar. Olusan piht1 trombositler, trombin, kolajen ve fibronektin igerir bunlar da biiyiime
faktorlerini salar ve inflamatuvar tepkiyi baglatir. Olusan fibrin pihtisi nétrofiller,
fibroblastlar, monositler ve endotelyal hiicreler gibi bu bolgeye gelen hiicreler i¢in iskele
gorevi gorilir. Ayrica sitokinlerin ve biliylime faktorlerinin yogunlagsmasinda gorev yapar

[16].

Kanama durdurulduktan hemen sonra baglayan inflamasyon evresinde bagisiklik sistemi
hiicreleri etkin rol oynar. Bu sayede hem doku hasar1 azaltilir hem de zararh
mikroorganizmalara karsi bir bagisiklik bariyeri meydana getirilir [13,17]. ilk olarak
notrofiller olmak tizere 16kositler mikroorganizmalar1 ve yabanci cisimleri yok etmek i¢in
yara bolgesine gelirler. Notrofiller tarafindan yara bolgesindeki istilact bakterileri ve 6li
dokular1 ortadan kaldirmak igin proteolitik enzimler salgilanir. [16,18]. Ayni zamanda
yakindaki dokularda ve kanda bulunan monositler de yara bolgesine go¢ eder ve genellikle

yaralanmadan sonraki 48 ila 96 saat i¢inde makrofajlara farklilasirlar [13,16].

2.1.3. Proliferasyon

Proliferasyon asamasi kademeli olarak deri dokusunun yeniden sentezlenmesi, damar
yapisinin restore edilmesi, yara bolgesinin kapanmasi ile karakterize edilir [4]. Birka¢ giin

ile birka¢ hafta arasinda devam eden bu siirecte lezyonlu dokunun azaltilmasi amaglanir.



Proliferasyon evresinde epidermal rejenerasyon, anjiyogenez, graniilasyon dokusu olusumu

ve kolajen birikimi gerceklesir [14,19].

Baslangicta aktive olmus fibroblastlar yara bolgesine go¢ eder ve ekstra seliiler matriks
proteinleri (hiyaliironik asit, fibronektin ve proteoglikan) tiretilir, daha sonra dokuya
dayaniklilik kazandirmak icin kolajen sentezlenir. Bu olusan bag doku graniilasyon dokusu
olarak adlandirilir ve tip 3 kolajen bakimindan olduk¢a zengindir. Graniilasyon dokusu
yeniden ekstraseliiler matriks olusumu i¢in bir iskelet gorevi goriir, yeni kan damarlarinin
olusumunu (anjiyogenez) destekler. Ayrica bu evrede fibroblastlar miyoblastlara
farklilasarak kolajen sentezini arttirir, yaranin biiziilmesine ve yara boyutunun azalmasina
neden olur. [9,20]. Proliferasyon evresinin sonlarina dogru epidermis tekrar kazanilir ve

fibrin pihtisi kolajen ekstraseliiler matriks ile degistirilir [9] .

2.1.4. Yeniden Yapilanma (Remodeling)

Son agama olan yeniden yapilanma evresinde 2 yila kadar siirebilen bir zaman araliginda
ekstraseliiler matriks olgun bir yara izine (skar) doniigiir [20]. Proliferasyon asamasinda
olusturulan kolajen lifler diizensizdir ve bu durum diisiik dayanikliliga sebep olmaktadir.
Ancak yeniden yapilanma evresinde ekstraseliiler matrikste iiretilen tip 3 kolajen tip 1
kolajene donistiiriiliir ve artik ihtiyag duyulmayan hiicreler apoptoz yoluyla ortadan
kaldirilir. Boylece skarin kalinligr azalir ve daha dayanikli hale gelir. Ancak yeniden
yapilanma evresinin sonunda cilt sadece maksimum %80 gerilme dayanikliligina ulagir.

[4,21,22]
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Sekil 2.1. Yara lyilesmesinin Asamalar1 [23]

Yara iyilesmesi asamalar1 diyabet, vendz yetmezlik gibi mevcut hastaliklar, hasta yas,
yaranin enfeksiyon durumu, yaranin boyutu ve derinligi gibi baz1 6zel ve bireysel
faktorlerden etkilenir [5]. Her sey yolunda gitse bile, yara dokusu asla yaralanmadan 6nceki
gliciine ulasamaz ve birden fazla anormal iyilesme durumunun yasanmasi kronik yaralarin

olusumuna neden olabilir [24,25].

2.2. Kronik Yaralarin lyilesme Siireci ve Ekonomik Etkileri

Kronik bir yara, anatomik ve fonksiyonel biitiinliiglinii kazanmak i¢in diizenli ve zamaninda
onarim siirecini yliriitememis veya siirdiiriilebilir bir anatomik ve fonksiyonel biitiinliik
saglanmadan onarim siirecinden ge¢mis yaradir. Bu yaralar daha basitce iyilesmesi zor
yaralar veya dilserler olarak adlandirilir [26]. Kronik yaralar, beklenen siire iginde
iyilesememe Ozelligiyle karakterize edilir. Ancak iyilesme siiresiyle ilgili kesin bir tanim
yapilamamistir. Cogu kaynakta iyilesme siireci ile ilgili sinirlama 4 hafta ile 3 ay arasinda
degismektedir. Son yillarda kronik yaralarin goriilme sikligi ve ekonomiye yiikii artig

gosterdiginden kronik yaralarin iyilestirilmesi konusu giderek 6nem kazanmaktadir [26,27].

Kronik yaralar genellikle yara bolgelerinde yetersiz anjiyogenez ile karakterize edilir ve
iyilesme siireci i¢in dokuya gerekli besin ve oksijen ulastirilamaz. Bu durum iyilesme
slirecinin daha fazla zorlasmasina neden olmaktadir [28]. Baz1 kronik yaralarin iyilesmesi
birkag yil siirerken bazilarinin ise onlarca y1l iyilesemedigi bilinmektedir. Bu siiregte hastalar
siddetli agri, ruhsal ve fiziksel travmalar, hareket kisitlamasi ve sosyal izolasyon
yasamaktadirlar. Kronik yaralar tiim diinya i¢in ciddi bir sorundur. Diinya genelinde niifusun
yaklasik %1-2’sinin hayatlarinin bir evresinde kronik yaralar ile karsilasacagi tahmin

edilmektedir [27].
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Sekil 2.3. Akut ve kronik yaralarin farklar [29]

Kronik yaralar, mevcut tiim tedavilere ragmen siklikla amputasyon (uzuv kaybi) ile
sonuglanmaktadir. Ulserler amputasyonlarin yaklasik %85’inden sorumlu iken diyabetik
iilserler tiim alt ekstremite amputasyonlarmin %75’inden sorumludur. Iyilesme siireci
tamamlanamayan bir diyabetik iilser nedeniyle diinya genelinde her 30 saniyede bir
amputasyon gerceklesmektedir. Kronik yaralar saglik sistemi i¢in dnemli bir ekonomik yiik
olmakla birlikte etkilenen bireylerin yasam kalitesinde 6nemli diislis meydana getirmektedir.
Hatta ileri boyutlara olugan kronik yaralar erken 6liim gibi ciddi sonuglar yaratmaktadir. [26]
Bir tek diyabetik iilserin maliyetinin yaklagsik olarak 50.000 ABD dolar1 oldugu tahmin
edilmektedir. Kronik yaralarin genel maliyetinin ise diyabet ve diger kronik hastaliklarin
yayginliginin da her yil artmasi nedeniyle yillik yaklasik 50 milyar ABD dolar1 oldugu
tahmin edilmektedir. Bu sebeple kronik yaralar hem hastalar hem de saglik sistemi i¢in agir
bir ekonomik yiik olusturmaktadir [24,30]. Cesitli travmalar, yanik, diyabet, cerrahi
operasyonlar ve genetik bozukluklar sebebiyle olusan kronik yaralarin ABD’de niifusun

yaklagik %2’sini yasaminin bir doneminde etkiledigi bilinmektedir [31].

Son donemde diinya genelinde yash niifusun artis1 ve obezite, diyabet, vendz hipertansiyon

ve periferik vaskiiler hastaliklar gibi kronik hastaliklarin yayginlagmasi ile birlikte kronik



yaralarin goriilme sikliginda da artis meydana gelmistir. Bu durum yara bakimi konusundaki

gelismeleri acil ve kritik hale getirmektedir [32].

Gelismemis lilkelerde mevcut ekonomik durum ve saglik altyapisi gelismis iilkelere gore
oldukea kisitl olabilmektedir. Ornegin beslenme yetersizligi, parazit bulasi, kronik fungal
enfeksiyonlar gibi olumsuzluklar iyilesme siirecinin tam olarak ger¢eklesmemesi ve kronik
yara olusumu seklinde sonuglanabilmektedir [27]. Ayrica yaslanma siireci, cildin
biyokimyasal, yapisal ve fiziksel 6zelliklerinde degisikliklere yol agarak cildin biyolojik
islevlerinin aksamasina ve dolayisiyla yara iyilesmesinin de gecikmesine veya tam olarak

gerceklesememesine neden olabilmektedir [2].

Kronik yaralar icin uygulanan mevcut tedaviler, calismakta olan hastalarin bu yaralar
iyilesene kadar ¢alisgamamasi anlamina gelir. Bu durum da genellikle is kayb1 ile sonuglanir.
Kisinin sagligi, ekonomik durumu, sosyal hayati, psikolojisi ve yasam kalitesi bu yaralar
nedeniyle olumsuz sekilde etkilenir. Yaslilar, ileri yasa bagli olarak yara iyilesmesinin
yavaglamasi, diyabet ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi kronik yaralarin olusma ihtimalini

arttiran saglik problemleri nedeniyle en yiiksek risk grubudur. [33-35]

Yara iyilesmesi siirecinde hiicre ve doku hemostaz1 i¢in ilgili bolgeye siirekli ve yeterli
oksijen ulagsmasi ¢ok Onemlidir. Oksijen hiicrelerde enerji iiretimi, hiicre zar1 onarimu,
mitokondri fonksiyonlariin gergceklesmesi ve hiicresel onarimda 6nemli rol oynamaktadir.
Ciltte meydana gelen fiziksel hasar bazi durumlarda dokunun arteriyel, vendéz ve kapiller
sistemlerinin zarar gérmesine neden olabilir. Bu hasarlar ise ilerleyen siirecte hipoksi ve
iskemi gibi ciddi saglik sorunlarini olusturabilir [36]. Oksijen, ozellikle enerji iiretim
siirecinde gerekli oldugundan tiim yara iyilesme mekanizmalart i¢in hayati bir faktordiir.
Yara bolgesindeki yeterli oksijenasyon yara iyilesmesini destekler, keratinositleri goc
etmesini, farklilasmasini ve epitel doku olusumunu arttirir, fibroblastlarin proliferasyonunu

ve kolajen tliretimini arttirir, bakteriyel tiremeyi azaltir [37].

Yara bolgelerinde siklikla karsilagilan bakteriyel iiremeyi Onlemek amaciyla cesitli
antibakteriyel ajanlar kullanilmaktadir. Mikroorganizmalar normal cilt florasinin bir pargasi
olmakla birlikte yara olusumu sonrasinda firsat¢1 patojenlerin de etkinligi ile ortaya ¢ikan
enfeksiyonlar yara iyilesmesini yavaglatabilir hatta iyilesmeyi giiclestirebilir [24]. Baz1
aragtiricilar 2050 yilina kadar antibiyotik direncine sahip bakterilerin sebep oldugu
enfeksiyonlarin kanserden daha fazla insan 6liimiine sebep olabilecegini 6ngérmektedir.

Avrupa’da antibiyotige direngli mikroorganizmalar sebebiyle yilda yaklasik 25.000 6liim



meydana gelmektedir ve her yil yaklasik 1,5 milyar dolar harcanmaktadir. Ayrica yara

bakiminin maliyeti de gegmisten giinlimiize artmaya devam etmektedir [38].

Yara bakimi i¢in gerekli maliyetlerin degerlendirilmesi ve bir¢cok problemin ¢oziimiinii
saglayabilecek etkili iirtinlerin gelistirilmesi ile tedavide biiylik ilerlemeler saglanacagi
tahmin edilmektedir. Etkili yara bakim tedavileri sayesinde muhtemelen yaralardan kaynakli
hastane yatislarinin sayis1 azalacak, antibiyotik tiiketimi azalacak ve ayn1 zamanda diinya
genelinde ciddi bir sorun olan antibiyotik direncinin de dniine gecilmesi miimkiin olacaktir.
Bu amaca yonelik tedaviler 6zellikle akut yaralari iyilestirmek amaciyla kullanildigi takdirde
bu yaralarin kronik yaralara doniismesi de engellenmis olacaktir. Bu durumda 6nerilecek
tedavi yontemi hastanin yasam kalitesini ve sosyal hayatini olumsuz etkilememelidir, kolay
uygulanabilir olmalidir. Bdylece hastanin psikolojik ve duygusal sagliginin da gozetildigi

etkili bir yara tedavisi gergeklestirilebilir [4].

Ozellikle hiicresel ve molekiiler biyoloji temelli arastirmalardaki ilerlemeler (doku
miihendisligi ve kok hiicre galismalar1 gibi) ve yara iyilesmesi siirecini destekleyen yara
ortiillerinin tasarlanmast konusunda her gecen giin ilerleme kaydedilmektedir. Bu
ilerlemelere ragmen kronik yaralar giinlimiizde hala ciddi bir problemdir ve genel olarak bu

zarar gérmiis iyilesme siirecinin nasil isledigine dair aragtirmalar devam etmektedir [27].

2.3. Yara Ortiileri

Yara bakiminin hedefleri temel olarak yaranin bulundugu dokuyu daha fazla hasardan
korumak, en kisa siirede yaranin kapanmasini saglamak, yarali dokunun islevini tekrar
kazandirmak, hastanin normal hayatina hizlica donmesini saglamak, hastanin yasam
kalitesini arttirmak olarak 6zetlenebilir [15]. Dogal cilt yapisi en ideal yara Ortiisii olarak
kabul edilmektedir. Bu nedenle nemli (yaklasik olarak %85 su igerigi bulunan) ve
gecirgenlik bakimindan gercek cilt dokusunu taklit eden yara Ortiilerine ihtiyag
duyulmaktadir. Bu ihtiya¢ giiniimiizde yara Ortiilerinin gelistirilmesi {izerine ¢aligmalarin
artmasina sebep olmustur. Yaranin daha uzun siire nemli kalmasi ve iyilesme siirecinin
hizlanmasi i¢in kullanilan yara Ortiisiiniin baz1 gereksinimleri karsilamasi gerekir [39]. Yara
tyilesmesi silirecinin nemli ortamda kuru ortamlara kiyasla daha verimli ve hizli sekilde
gerceklestigi tespit edilmistir. Bu nedenle kullanilacak yara ortiisiiniin yara bolgesini nemli
tutmasi ¢ok onemlidir. Yaral ciltlerde sivi kayb1 normal ciltlere gore yaklagik 20 kat daha

fazladir. Kullanilacak yara Ortiisiintin asir1 dehidrasyonu kontrol etmesi, eksiidasyon ve



kabuk olusumunu 6nlemesi gerekir. Mevcut ¢alismalar saglikli bir ciltten diizenli olarak
kaybedilen suyun 35 °C'de giinliik 250 g/m? oldugunu gostermektedir ve bu miktar yarali

ciltte yaranin 6zelliklerine gore artis gosterebilir [5].

Yara ortiisii, yaranin 6zelliklerine bakilarak secilmelidir. Uygun yara Ortlisii se¢imi yara
iyilesme siireci i¢in cok onemlidir. Ideal bir yara 6rtiisii biyouyumlu ve esnek yapida olmal,
yara ylizeyine yapismamali, toksik bilesenler icermemeli, alerjik bir tepkiye neden
olmamali, mikroorganizmalara kars1 bariyer olusturmali, mekanik koruma saglamali, yilizey
nekrozunu azaltmali, biliylime faktorlerini uyarmali ve yeni doku olusumunu
desteklemelidir. Ayrica yara bolgesine kolaylikla uygulanabilmeli, rahatlikla
degistirilebilmeli, kolay sterilize edilebilmeli ve yara ylizeyine gaz gecisini
engellememelidir. Son olarak ideal yara ortlisii miimkiin oldugunca diisiik maliyetli tiim ve

hastalar i¢in ulasilabilir olmalidir [31,40,41] .

Yara Ortli malzemeleri genel olarak geleneksel, biyolojik ve yapay yara Ortii malzemeleri
olarak siniflandirilir [5]. Geleneksel yara ortiileri diisiik maliyetli olduklar1 ve nispeten daha
kolay tiretildikleri i¢in giinlimiizde de sik¢a kullanilmaktadir. Ancak bu malzemeler yara
bolgesinde nemli ortam saglayamadiklarindan yara iyilesmesinin gecikmesine sebep
olabilirler. Geleneksel pansumanlarin bariyer 6zellikleri zayiftir ve enfeksiyon durumlarinda
yetersiz kalmaktadir. Yaradaki graniilasyon dokusu, yara Ortiisiine dogru biiylime
egilimindedir. Bu durum pansumanin yaraya yapigsmasina ve pansuman degisimi esnasinda
doku hasarinin olusmasina sebep olabilir [42]. Geleneksel yara ortiilerine 6rnek olarak
pamuk, gazli bez, yara band1 ve bandaj verilebilir. Bu malzemeler yaranin kurumasina neden
olabildigi ve yara yiizeyine yapisma egilimi gosterdiginden bazi durumlarda sorunu
¢ozememektedir. Ayrica bu malzemelerin yara iyilesmesi siiresini kisaltmak veya bakteri
tiremesini engellemek i¢in herhangi bir 6zellikleri bulunmamaktadir [43]. Ayni zamanda bu
yara ortiileri yara eksudasini sizdirdig1 igin bakteriyel enfeksiyon riskini arttirir ve yara
yiizeyinden ayrilirken cilde zarar verebildigi i¢in kullanish degildir [37]. Geleneksel yara
ortiilerinin en sik kullanilan 6rnegi 1970’lerden beri kullanilan gazli pamuklu kompozit
bandajlardir. Bu malzeme diigiik maliyetli olmasi, kolay kullanilmas1 ve kolay {iiretilmesi
nedeniyle yaygin olarak tercih edilmistir. Ancak yara eksudasini tamamen emerek yara
bolgesinde hizli bir dehidrasyona neden olmasi, bakteri liremesine yatkin olmasi, tedavinin
sonunda bandaj ¢ikarilirken epitel floraya zarar vererek kanamaya ve ikincil bir hasara neden
olmasi gibi ciddi dezavantajlar1 bulunmaktadir [5]. Modern yara Ortiileri ise yara yiizeyine

yapismaz ve yara salgilarimi etkili sekilde absorbe eder. Ayrica yara iyilesme siirecini
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destekler ve enfeksiyon olusumu riskini azaltir [43]. Biyolojik yara ortiileri ise bir gesit doku
nakli olarak kabul edilmektedir. Derin ve kronik yaralarin iyilestirilmesi igin tercih edilen
bir yontemdir. Bu yontem insan veya hayvanlardan alinan derinin nakledilmesi prensibine
dayanir. Elastin ve kolajen lifler i¢erdiginden yara yiizeyinde uyum kolay saglanmaktadir.
Bu uygulamanin en temel dezavantaji derin veya biiyiik yaralarda deri bagisinin yetersiz
kalmasidir. Yapay yara oOrtiileri, normal cilt bilesiminde bulunmayan sentetik
malzemelerden iiretilmektedir. Bu pansumanlarin bilesiminde viicut i¢in zararsiz, mekanik

olarak stabil, doku onarimina uygun bir ortam sunan malzemeler bulunmaktadir [5].

Giiniimiizde kullanilan bazi yara ortiilerinin gaz gecirgenliginin zayif olmasi, yeterli nem
ortamindan yoksun olmasi, alerjik reaksiyonlara sebebiyet vermesi ve yara iyilesme siirecini
uzatmast Ozellikleri nedeniyle bu alanda yeni alternatiflere acil sekilde ihtiyag

duyulmaktadir [37].

Kullanmakta oldugumuz yara Ortiilerinin hi¢biri miikkemmel olarak kabul edilebilecek veya
bir yaranin tiim gereksinimlerini karsilayabilecek durumda degildir. Ornegin film yara
ortiileri nemli ortam olusturma, bakteriyel iremeyi engelleme ve gaz degisimine izin verme
yonleriyle kullanighdir ancak yara akintilarini absorbe etme konusunda iyi degildir. Kopiik
yara Ortiileri ise biiylik miktarda yara akintisin1 absorbe etme, uygun sicaklik olusturma ve
gaz degisimine izin verme Ozellikleri ile kullanishidir ancak az akintili yaralarda bolgeye
yapisarak doku tahriglerine neden olabilir. Sonug olarak tiim yara tiplerinde (akut, kronik,
eksudali, eksudasiz) kullanilabilecek ve ideal ozelliklere sahip bir yara Ortiisii gelistirme

ihtiyact bulunmaktadir [44].

2.3.1. Yara Ortiisii Cesitleri

Yara tyilesmesini desteklemek amaciyla kullanilan ¢ok sayida yara Ortiisii gelistirilmistir.
Bunlar c¢esitli sekillerde (stinger, hidrojel, hidrokolloid, kopiik, nanofiber, film ve membran

gibi) kullanilabilir [7,45]

2.3.1.1. Nanofiber Temelli Yara Ortiileri

Ortalama cap boyutlar1 1 mikrometreden kii¢iiktlir. Uygulandiktan sonra yara bolgesinden
kolay ayrilirlar. Kiigiik ¢aplar1, ¢ok porlu yapisi, yiiksek gaz gecirgenligi gibi olumlu

ozellikleri sayesinde 6zellikle kronik yaralarda ilaglarin yara bolgesine yiiksek verimlilik ve
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diisiik toksisite ile taginmasi amaciyla kullanilmaktadir. Ayrica bu yara ortiileri ekstraseliiler
matriks (ECM) ile benzer bosluklara sahip oldugundan yara iyilesmesi siirecini de destekler
[46]. Hasarli dokularin hemostazini ve epitel hiicrelerinin ¢ogalmasini uyarir, bakteriyel
iremeye engel olur. Ancak sicaklik degisimlerine karst hassas olmalari, baz1 {iretim
basamaklarinda yiiksek sicaklik gerekliligi, yliksek maliyet ve iiretim agamalarinda kontrol
edilmesi gereken ¢ok sayida degisken bulunmasi nanofiber yara ortiilerinin olumsuz

ozellikleridir [47].

2.3.1.2. Film ve Membran Tipi Yara Ortiileri

Film tipi yara Ortiileri genellikle yapiskan ve seffaf politiretan (PU) igerir. Bu Ortiiler hem
gazlarin gecisini saglar hem de 6lii dokularin yaradan uzaklastirilmasinda kullanighidirlar.
Yiiksek elastik 6zellikleri sayesinde kolayca herhangi bir sekle doniistiiriilerek birgok viicut
bolgesine uygulanabilirler. ince yapilar1 ve transparan zellikleri ile pansuman ¢ikarilmadan
yaranin iyilesme siirecinin gdézlemlenmesine olanak saglar. Bu malzemelerin saglam
yapigma Ozellikleri eklem gibi hareketli yiizeylere de uygulanmasina olanak saglar. Ancak
bazi durumlarda bu o0zellik pansuman degisimi sirasinda doku hasarlarina neden

olabilmektedir [30].

Membran tipi yara Ortiileri film yara ortiilerine benzer bir yapiya sahiptir. Polimer tabanli
membran yara Ortlileri daha yliksek miktarda sivi emebilme, yara iyilesmesi siirecinde gerek
duyulan nemli ortam1 olusturma gibi 6zellikleriyle film yara ortiilerinden daha avantajhdir.
Esnek ve yumusak oOzellikleri sayesinde kolay uygulanirlar. Farkli biyoaktif maddeler
yiiklenerek iiretilen polimer tabanli film ve membranlarin ¢ogu mekanik 6zelligi insan cildi
ile uyum gosterdiginden biyouyumluluk ve iyilesme siirecini destekleme bakimindan
avantajlidir. Viicutta bir¢ok bolgedeki yaralara uyum saglayabilirler, gaz gegirgenlikleri
uygundur. Ancak yara eksudasini emme yetenekleri sinirt oldugundan her tip yaraya

uygulanamazlar [37,41,48].

2.3.1.3. Hidrokolloidler

Hidrokolloid yara ortiileri jel olusturan jelatin, pektin, karboksimetil seliiloz gibi dogal ve
sentetik polimerlerin diger malzemeler ile kombinasyonuyla elde edilir. Kolay sekil

alabilirler ve yapilar1 esnektir. Genellikle seffaf veya yar1 seffaf 6zellikte olduklarindan yara
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iyilesme siirecinin gézlemlenmesini kolaylastirirlar. Yiiksek yapiskanlik 6zelligi gosterirler,
bakteriyel enfeksiyonlar1 azaltirlar. Hidrokolloid pansumanlar yara eksudasi ile temas
ettiginde i¢erdigi hidrofilik partikiiller yara tizerinde kat1 bir jel olusturarak yara iyilesmesini
destekleyen nemli bir ortam olusturur [48]. Su buharina kars1 gegirgen ancak bakterilere
kars1 gecirimsiz yara Ortiileridir. Hafif veya orta diizeyde eksudali yaralarda kullanimlar
uygundur. Yara yilizeyinden kolaylikla ayrilirlar. Ancak ¢ok eksudali yaralar igin
kullanimlari uygun degildir [49]. Bu yara Ortiilerinin enfekte olmus yaralarda kullanimi asiri
nemli ve hipoksik ortam olusturacagindan nekrotik doku otolizini arttirdigi goriilmiustiir

[50].

2.3.1.4. Siingerler ve Bandajlar

Siingerler ve bandajlar yumusak ve esnek 6zellikli, baglantili gozenekli yapilar iceren yara
ortiileridir. Gozenekli yapilari sayesinde yiiksek miktarda sivi emebilirler ve yiiksek eksudali
yaralar i¢in kullanighdirlar [46]. Siingerler yarayr nemli tutar, bakteriyel enfeksiyonlari
biiylik olciide engeller ve hiicre gociinti destekler. Yara tedavisi uygulamalarinda terapdtik
ajanlarin taginmasi i¢in kullanilan bir¢ok siinger yara oOrtiisii mevcuttur. Polimer temelli
bandajlar, siingerler ile benzer 6zelliklere sahiptir. Yara bakimi amaciyla ¢esitli biyoaktif
maddeler ile birlestirilerek kullanilir. Biyoaktif ajanlarin yapiya eklenmesiyle uygulandig:
bolgede kan pihtilagmasini hizlandiran, kontrollii ¢oziiniirliige sahip, antibakteriyel aktivite
gosteren ve yara eksudasini basarili sekilde emebilen bandajlar tiretilmektedir. Ancak bandaj
yara Ortiiler1 ¢ok yliksek gozeneklilikleri nedeniyle yara eksudasinin gereginden fazla

emilerek yaranin kurumasina ve iyilesme siirecinin gecikmesine neden olabilir [37].

2.3.1.5. Hidrojeller

Hidrojeller yiiksek oranda su bulunduran (%90’dan fazla su igerigine sahip), polimerlerin
fiziksel veya kimyasal olarak capraz baglanmasiyla olusan 3 boyutlu aglar igeren
materyallerdir. Canli dokulara ¢ok benzemeleri ve kolay sekillendirilebilme 6zellikleri
sayesinde Ozellikle son yillarda yara Ortiisii olarak en iyi segeneklerden biri haline gelmistir.
Yara yiizeyine kolay uygulanirlar ve smirli yapiskan o6zellikleri sayesinde bdolgeden
kolaylikla ayrilirlar. Bu yara ortiileri gaz aligverisi sayesinde yaranin sogumasina neden olur
ve bu durum ise hastalarin agrilarinin azalmasina yardimei olur. Bazi ¢esitleri seffaf olarak

tasarlanir ve bodylece pansuman cikarilmadan yara iyilesme siireci klinik olarak takip
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edilebilir. Ayrica hiicre gocii i¢in elverisli bir ortam saglar, ideal nemlilige sahiptir, yiiksek
miktarlarda yara eksudasini emer ve enfeksiyon olusumunu biiyiik 6l¢iide engeller. Ayrica

ilag toksisitesini azalttigi i¢in ilag¢ tagima sistemi olarak da kullanilir [37,41].

Yiiksek Yiiksek gaz Kola i . P
biyouyumluluk gecirgenligi $eki|lendiri‘lrebilme Ideal neamiilik Doku benzerligi

\'7

HIDROJELLER

N

Yiiksek sivi LVELELET g Ayarlanabilir = - Esnek ve
LA EEEIRTET Morfolojik yap Agn kontroldi gozenekli yapi

Sekil 2.3. Hidrojellerin 6zellikleri

Sekil 2.3’te hidrojellerin yara ortiisii olarak kullanimini avantajl hale getiren baz1 6zellikler
belirtilmistir. Hidrojellerin viskozitesi diisiikk oldugundan yara yiizeyine tutunmalari
genellikle zordur. Bu nedenle yapilarina gesitli bilesenler eklenerek amaca yonelik modifiye
hidrojeller tasarlanmaktadir [42]. Nanopartikiillerin hidrojellere dahil edilmesi ile kontrollii
ila¢ saliminda, eksudanin giderilmesinde, bakteriyel enfeksiyonun engellenmesinde ve yara
bolgesinin ideal nemlilikte tutulmasinda basarili sonuglar elde edilmektedir [51]. Hidrojel
hazirliklarinda kullanilan c¢esitli polisakkaritler; bitkisel kaynakli (akasya zamki, guar
zamki), hayvansal kaynakli (kitosan), mikroorganizma kaynakli (ksantan zamki, jellan gam)
ve alg kaynakli (aljinat) olarak 6rneklendirilebilir [52]. Polisakkarit temelli hidrojeller, yara
oOrtlisti olarak kullanim i¢in idealdir. Baz1 polisakkarit temelli hidrojel yara ortiileri seffaf
olmalar1 sayesinde yara iyilesme dongiisiiniin kolaylikla takip edilebilmesin saglar [53].
Hidrojel pansumanlar ayarlanabilir mekanik 6zellikleri sayesinde diyabetik iilserler, basing
tilserleri, cerrahi yaralar, birinci ve ikinci derece yaniklar, cilt yirtiklar1 gibi durumlarda

kullanima uygundur [30].

2.3.1.6. Kopiikler

Genellikle poliiiretan veya silikon bazli malzemelerden olusurlar [48]. Kopiik yara ortiileri

hidrofilik ve hidrofobik kopiikten olusan, biyolojik yapigsma ozelligi sinirli olan kati
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gozeneklere sahip yara Ortiileridir. Dis kisminda bulunan hidrofobik tabaka yaranin sivi ile
temasint engeller ancak su buharinin iletimine izin verir. Bu yara ortiileri yeterli gaz
aligverisi saglar, nemli ortam olusturur ve yiiksek miktarda eksuda emebilir. Bu
Ozellikleriyle orta veya yiiksek akintili yaralarda (yaniklar, travmatik yaralar, diyabetik
ilserler) kullanim1 uygundur. Ancak bu malzemeler yiiksek s1ivi emme 6zellikleri nedeniyle
yeterince nemli olmayan yaralarda kullanildiginda pansuman degisimi sirasinda hasara
neden olabilir. Bu nedenle kuru yaralar veya az eksudali yaralar i¢in kullanimi uygun

degildir. Ayrica nekrotik yaralar ve sik bakim gerektiren yaralarda da tercih edilmezler.
[30,37]

2.3.2. Yara Ortiilerinde Kullamlan Dogal Malzemeler

Dogal polimerler, biyopolimerler olarak da isimlendirilen, canli organizmalar tarafindan
tiretilen organik bilesiklerdir. Biyopolimerler aminoasitlerin, esterlerin, monosakkaritlerin
veya niikleotitlerin tekrarlayan birimlerini igerir. Biyopolimerlerin kaynaklari arasinda
bitkiler (seliiloz, pektin, nisasta, kauguk), hayvanlar (jelatin, kolajen, kitosan), mantarlar,
algler ve bakteriler (ekzopolisakkaritler, bakteriyel seliiloz) bulunur. Dogal polimerler ve
sentetik polimerler bir arada kullanilarak 6zellikle yara ortiileri olmak iizere yeni polimerik
malzemeler gelistirilmektedir. Bu malzemeler sentetik polimerler ile karsilastirildiginda
hiicre dis1 matriks (ECM) ile biyolojik uyumlulugu, biyolojik olarak parcalanabilirligi ve
diisiik antijen Ozellikleri nedeniyle daha avantajlidir [54]. Ayrica toksik olmamalart ve
ayarlanabilir fiziksel ve kimyasal Ozelliklere sahip olmalari nedeniyle yara iyilesme
uygulamalarinin yanm1 sira hiicre tasima ve ila¢ tagima alanlarinda da yaygin sekilde
kullanilmaktadirlar [52]. Gliniimiizde biyopolimerlerden elde edilen yara 6rtii malzemeleri
(6rn: aljinat, kitosan, jelatin, jelan gam) iistiin 6zellikleri nedeniyle siklikla kullanilmaktadir.
Yara tedavisi uygulamalarina devam eden gereksinim nedeniyle biyopolimer bazli yara

ortiileri lizerine arastirmalar son yillarda hiz kazanmistir [55].

2.3.2.1. Kollajen

Hayvanlarda fibroblastlar tarafindan sentezlenen dallanmamis lifli bir proteindir.
Tendonlarda, bag dokuda, kikirdakta ve deride bol miktarda bulunur. Kolaylikla elde
edilebilir ve saflastirilabilir, biyouyumludur, biyolojik olarak parcalanabilir ve emilebilir

Ozelliktedir, immiin yanitlara sebep olma olasilig1 ¢cok diisiiktiir. Kolajen yara Ortiilerinin
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yuksek s1vi emme kapasiteleri bulunur ve bu sebeple eksudali yaralarda kullanimi1 son derece
uygundur [48]. Antibakteriyel 6zelliginin olmamasi ve zayif mekanik 6zellikleri nedeniyle
kolajene ek olarak cesitli molekiillerin yapiya katilmasiyla tasarlanan yara ortiileri daha

kullanighdir [56].

2.3.2.2. Jelatin

Kolajenin kismi denatiirasyonu ve hidrolizi ile elde edilen bir malzemedir. Biyolojik olarak
kolay pargalanir, yiiksek biyouyumluluk gosterir. Kolajen ile kiyaslandiginda immiin yanit
olusturma ihtimali daha diisiiktiir [48]. Ozellikle sentetik polimerler ile birlikle yara ortiisii
uygulamalarinda sikc¢a kullanilir. Hidrofilik bir protein oldugundan yara eksudasini etkin
sekilde emer ve bolgenin nem seviyesini korur. Ancak jelatin antibakteriyel aktiviteye sahip

degildir bu yiizden c¢esitli antibakteriyel ajanlarla kullanimi daha uygundur [46].

2.3.2.3. Kitin ve Kitosan

Kitin baz1 kabuklularin ve yumusakgalarin iskeletlerinde ve mantarlarin hiicre duvarinda
bulunur. Ozellikle yengec ve karides gibi kabuklulardan kolay ve diisiik maliyetle elde
edilebilmektedir. Kitosan ise kitinin deasetillenmesi ile elde edilen bir {iriindiir ve yara
ylzeyinde N-asetilglukozamin birimlerine doniisiir. Bu molekiiller epidermal hiicreler
tarafindan alinir ve bu hiicrelerin ¢ogalmalarini destekler. Kitosan yara ortiilerinin
kullanimiyla yarali dokuda kolajen sentezinin arttig1 ve mekanik dayanikliligin arttig1, yara
tyilesmesinin hizlandig: tespit edilmistir. Ayrica biyouyumlu, antibakteriyel, hemostatik ve
biyobozunur oldugundan hidrojel, nanopartikiil, film gibi ¢esitli sekillerde yara ortiilerinin

tasariminda basarili sekilde uygulanmaktadir [42].

2.3.2.4. Aljinat

Aljinat, kahverengi alglerden elde edilen dogal bir polimerdir. Kendiliginden yapiskan
degildir, genellikle ikincil bir pansuman ile birlikte kullanilir [30]. Aljinat icerikli yara
ortlileri son derece hidrofilik ozelliktedir [57]. Ana bilesenleri metil sodyum karboksil
seliiloz ve kalsiyum aljinattir. Yiiksek nem tutma kapasitesi, kolay sekil alabilmesi ve

hemostatik 6zelligi sayesinde 6zellikle eksudali yaralarda tercih edilirler. Agirliginin yirmi
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katina kadar s1vi emebilir ve gazli bezlere kiyasla 5-7 kat daha emicidir. Yara bolgesinin
nemli ortamin1 korurken ayni zamanda kalsiyum iyonlar1 salar, trombositlerin
aktivasyonunu ve dolayisiyla yara iyilesmesini destekler. Ayrica kalsiyum aljinat bakterileri
tutarak enfeksiyon olusumunu biiyiikk Ol¢lide engeller ve ayni zamanda makrofajlarin
aktivasyonunda rol oynar. Ancak aljinat yaradaki sivi ile temas ettiginde jel olusturur ve
islevli olabilmesi i¢in mutlaka bu nemli ortama ihtiya¢ duyar. Eger yara bolgesinde akinti
yoksa yiizeye fazlasiyla yapisabilir ve pansuman degisimi sirasinda doku hasarlarina neden

olabilir. Bu nedenle 6zellikle yiiksek salgili yaralar i¢in kullanimi 6nerilmektedir [42,58].

2.3.2.5. Jellan Gam

Jellan gam, bakteriyel bir ekzopolisakkarittir. Dogada biyolojik olarak pargalanabilir
yapidadir ve toksik degildir [52]. Jellan gam ticari olarak Sphingomonas elodea veya
Pseudomonas elodea bakterisinden mikrobiyal fermentasyon yoluyla elde edilir [59]. Is1 ve
asit kararliligina, ayarlanabilir esneklige ve yiiksek gecirgenlige sahiptir. Bu 6zelliklerinden
dolay1 kolayca sekil degistirebilir ve birgok farkli alanda kullanilabilir. Geleneksel jellestirici
materyaller olan agaroz ve karragenan diisiik pH’ta daha az jellesme kapasitesine sahiptir
ancak jellan gam giiglii jellesme kapasitesi nedeniyle daha avantajlidir [60]. Yiiksek
biyouyumluluga sahiptir. Ayrica jellesme o0zelligi, yiiksek miktarlarda sivi emebilme
kapasitesi ve kolay sekil alabilmesi yoniiyle yara ortiisii uygulamalarina uygundur. Yara
tyilesmesi uygulamalarinda hiicre ¢ogalmasini destekledigi yoniinde bulgular vardir. Jellan
gam bazli hidrojeller yiiksek sivi emme kapasiteleri nedeniyle 6zellikle yiiksek eksudali

yaralar i¢in kullanima uygundur [61,62].

2.3.2.6. Seliiloz

Seliiloz bitkilerin hiicre ¢eperinde bulunan yapisal bir polisakkarittir. Ayrica bazi bakteri,
mantar ve algler tarafindan fermentasyon ile tiretilebilir. B-1,4 bagiyla birbirine baglanan
¢ok sayida glikozdan meydana gelir [30]. Bakteriyel selilloz kimyasal olarak bitki
sellilozuyla esdegerdir ancak pektin, lignin ve hemiseliiloz gibi yan {irlinlerden arindirilmis
oldugundan pansumanlarda daha sik tercih edilir. Biyouyumlulugu, toksik olmamasi, iyi
nem tutma yetenegi ve graniilasyonu hizlandirmas: nedeniyle yara ortiilerinde seliiloz
kullanim1 yaygindir [63]. Yiiksek hidrofilik 6zelligi sayesinde 6zellikle eksudali yaralar igin

tercih edilirler. Ancak bu malzemeler antibakteriyel ve antienflamatuvar 6zelliklerden
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yoksun oldugundan ¢esitli molekiillerin takviyeleriyle tasarlanmis ve modifiye edilmis
seliiloz bandajlarin kullanimi daha avantajlhidir. Yapilarina antibiyotikler, antienflamatuvar
ilaclar, cesitli peptitler ve proteinlerin eklenmesiyle tasarlanan bakteriyel seliilloz bazli

kompozit yara ortiileri giiniimiizde yaygin olarak kullanilmaktadir [64].

Biyopolimerlerin ¢ok sayida {istiin 6zelligi bulunmaktadir ancak mekanik o6zellikleri
genellikle zayiftir. Bu nedenle mekanik performanslarini yiikseltmek i¢in siklikla sentetik
polimerler ile ¢apraz baglanarak yeni kombinasyonlar denenmektedir. Yara ortiilerinin
formiilasyonlarinda dogal polimerlere capraz olarak baglanarak kullanilan sentetik
polimerler arasinda poliglikolik asit (PGA), polietilen glikol (PEG), polivinil alkol (PVA),
polihidroksi etil metakrilat (PHEMA), politiretan (PU), ve polivinil pirolidon (PVP)
bulunmaktadir [37].

2.4. Yaralarda Bakteriyel Enfeksiyonlara Kars1 Kullamlan Antibakteriyel Yontemler

Cilt biitiinliigii bozuldugunda ilk olarak ortaya ¢ikan tehlikelerden biri bakteriyel enfeksiyon
riskidir. Bakteriler bu bolgede ¢ogalarak yara bolgesinin yenilenmesini engeller ve bunun
sonucunda yara bdlgesinin biiylimesi muhtemeldir. Bakteriyel kolonizasyon dermis
(subkutandz) katmanlara dogru ilerlediginde, damarlarin etrafindaki bolgeleri enfekte
ederek kan dolasimina katilabilir ve buna bagli olarak septisemi basta olmak {izere bir¢cok
hayati risk ortaya ¢ikabilir. Bu durumu engellemek i¢in bakteriyel enfeksiyon subkutandz
katmanlara gé¢ etmeden dnce bunu durdurabilecek bir antibakteriyel yontem belirlemek
onemlidir [4]. Ozellikle Staphylococcus aureus ve Streptococcus pyogenes gibi gram pozitif
bakteriler yara enfeksiyonlarmin erken evrelerinde goriiliir. Escherichia coli ve
Pseudomonas aeruginosa gibi gram negatif bakteriler ise daha ileri evrelerde yara bolgesine
yerlesir. Yara iyilesmesinin dogal siirecinde bagisiklik sistemi patojen bakterileri ortadan
kaldirarak onarim stirecinin etkilenmesini engeller. Genel olarak bu siire¢te makrofajlar yara
bolgesine goc ederek patojenleri fagosite eder, kazanilmis ve humoral bagisiklik yaniti
koordine edilir. Bireyin bagisiklik sistemi patojen bakterileri ortadan kaldiramadiginda bu
enfeksiyonlar ilerler ve graniilasyon dokusu, biiylime faktorleri, hiicreler arasi matriks
yapilarinin bozulmasina yol acarak normal iyilesme siirecinin ger¢eklesememesine neden
olur [24,65-67]. Yarada devam eden bakteriyel iireme lipaz ve proteaz gibi enzimlerin

birikimine neden olur ve bunlar ekstraseliiler matriksi parcalayarak enfeksiyonun daha derin
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dermal katmana ulasmasina neden olur [68]. Bakteriyel iireme hem yara iyilesmesini
geciktirerek kronik yara riskini arttirir hem de ¢evresindeki diger doku ve organlarin
islevlerini tehdit eder. Bu tir komplikasyonlarin gelismesini 6nlemek i¢in topikal
antibiyotikler, topikal biyosidler ve nano-metaller gibi topikal antibakteriyel yontemler
kullanilmaktadir [4].

Bugiin kullanilmakta olan ¢gogu hemostatik materyal antibakteriyel 6zellige sahip degildir.
Bu sebeple antibiyotikler, nanopartikiiller ve diger antibakteriyel ajanlar hemostatik
materyallerle birlestirilir. Giiniimiizde hala hem antibakteriyel hem de hemostatik

aktivitelere sahip biyouyumlu materyallerin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir [69] .

Antibiyotik uygulamalari, bakteriyel enfeksiyonlarla miicadele etmek i¢in kullanilan en
yaygin yontemlerden biridir. Yara iyilesmesi uygulamalarinda kullanilan antibiyotikler
arasinda mupirosin, fusidik asit, basitrasin, polimiksin B, neomisin ve retapamulin
bulunmaktadir. Antibiyotiklerin kullanimiyla ilgili genel yargi, enfeksiyon Oncesinde
koruyucu 6nlem olarak ve enfeksiyon olusumu sonrasinda kullanilabilecekleridir. Genellikle
etkileri hizla ortaya c¢ikar ve gesitli tiirde bakteriler {izerinde Oldiiriicii etkileri bulunur.
Antibiyotik kullanimi ile ilgili en ciddi problem diinya genelinde yaygin antibiyotik
kullanim1 sonucunda gelisen bakteriyel direngtir. Bu durum antibiyotiklerin etkinliginde
giderek azalmaya neden olmaktadir [70]. Antibiyotik ¢esitlerinin smnirh etki spektrumu ve
etkinliginin yetersiz kalmasi, bakterilerin antibiyotiklere kars1 diren¢ gelistirmesi tedavileri
cikmaza sokmaktadir [71]. Antibiyotik uygulamalarinda kargilagilan bir diger olumsuzluk
da hastanin belirli antibiyotiklere karsi dogustan biyo-uyumsuzlugudur. Bu durum
istenmeyen bagisiklik tepkilerine neden olmaktadir. Ayrica antibiyotik kullanimiyla birlikte
viicut i¢in yararli olan bakterilerin de yok edilmesiyle belirli mantar tiirlerinin sayisinda
artma ve buna bagli fungal enfeksiyonlar goriilebilir. Bu nedenlerle antibiyotik kullanimi
uzun vadeli siirdiiriilebilir bir yontem degildir. Topikal biyotikler de antibiyotikler gibi
bakterilerin 6liimiine yol acan temel hiicresel siireclerin inhibisyonu yoluyla islev gortirler,
ancak mutasyonlar sebebiyle bazi bakteri suslar1 hayatta kalabilir ve sonrasinda bu
dayaniklilik geninin diger bakterilere transferini gerceklestirebilir. Antibiyotiklerden farkli
olarak biyositler genellikle sentetik kaynaklardan tiiretilir. Yaygin olarak kullanilan
biyositler arasinda klorheksidin, triklosan, povidon-iyot, hidrojen peroksit ve alkol bulunur
[72].

Metal bazli nanopartikiiller igeren yara Ortiilerinin bakteri iiremesini O6nemli o6l¢iide

engelledigi ve yaranin iyilesme siirecini olumlu etkiledigi ¢aligmalar ile tespit edilmistir
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[73]. Metal oksit nanopartikiiller yiiksek ¢esitlilikleri, bakterilerin direng gelistirme
olasiligmin diisiik olmasi, yiiksek antibakteriyel etkileri nedeniyle antibiyotikler ile

kiyaslandiklarinda daha avantajhidir [71].

2.4.1. Metal Nanopartikiiller

Nano-metaller ve nano-metal oksitler esnek yapilari, morfolojik boyutlarinin uygunlugu,
sekilleri, piirlizsiiz yapida olmalar, giiclii antibakteriyel Ozellikleri ve daha bir¢ok
ozellikleriyle enfeksiyonlara karst kullanilmaktadir. Yara iyilesmesi uygulamalarinda
kullanilan baslica nano-metal ve nano-metal oksitler; altin, glimiis, bakir, aliiminyum oksit,
kalsiyum oksit, seryum oksit, bakir oksit, giimiis oksit, magnezyum oksit, titanyum dioksit

ve ¢inko oksittir [74-84].

Metal nanopartikiillerinin antibakteriyel 6zellik gostermesinin temel sebebi, reaktif oksijen
tirlerinin (ROS) salinmasint saglamasidir. Bu reaktif oksijen tiirleri arasinda siiperoksit
radikali, hidroksil radikali ve singlet oksijen en belirgin olarak mevcut olanlardir. ROS
tiirleri hiicredeki bilesenler ile (6rnegin proteinler, niikleik asitler, lipid membran gibi)
etkilesime girerek bakteri hiicresinin hayati fizyolojik islevlerinin bozulmasina neden olur.
ROS birikiminin hiicrede olusturdugu oksidatif stres DNA, mRNA, ribozomlar gibi yapilar
etkilemesinin yani sira sinyal iletimini bloke eder ve iyon kanallar1 ile reseptorler de dahil
olmak {iizere membran proteinlerinde fonksiyon bozukluguna neden olur. Bu durum
bakteride membran hasarina ve segici gegirgen 6zelligin bozulmasina sebep olur [4]. Saglikli
hiicrelerde reaktif oksijen tiirlerinin seviyesi siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT)
peroksidoksin (Prx) ve glutatyon peroksidaz (GPx) gibi antioksidanlar ile ve enzimatik
olmayan bazi bilesikler ile kontrol altinda tutulur. Hiicrelerde ROS miktarinin asir1 artmasi
sebebiyle protein ve lipid peroksidasyonu, DNA hasari ve hatta hiicre 6liimleri meydana
gelmektedir. ROS’un hiicrelere etkisi doz ile iliskilidir. Diislik diizeyde ROS, hiicre
siklusunu durdurabilir. Normal seviyelerde seyreden ROS fizyolojik olarak hiicre
fonksiyonlarmin (6rnegin adezyon, migrasyon, proliferasyon, farklilasma gibi)
gerceklesmesi igin gereklidir. Ancak hiicrede ROS seviyesinin normal diizeyin {izerine
cikmast hiicre tabanli savunma tepkilerini tetikler, hiicre 6liimiinii tesvik eder ve komsu

dokunun nekrozuna yol agabilir [15].
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Sekil 2.5. Reaktif oksijen tiirlerinin antibakteriyel etkisi [85]

Yapilan ¢alismalar sonucunda hiicredeki ROS konsantrasyonu arttik¢a bakteri hiicresinin i¢
ve dis bilesenlerinde o kadar fazla hasar ve islev kayb1 olustugu ortaya ¢ikmistir. Bakteriyel
ylzeyindeki negatif yiik ile metal katyonlar1 arasinda elektrostatik ¢ekim meydana gelir ve
bu durum metal katyonlarinin hiicre zar ylizeyine artan sekilde baglanmasina neden olur.
Boylece hiicre duvarinin yapisal biitiinliigiinde degisikliklere yol acarak hiicre zariin
gecirgenligini arttirir. Sonug olarak bakterinin metabolizmasini siirdiirmesi i¢in gerekli olan
hiicresel maddeler asamali olarak kaybedilir ve bu durum 6liimle sonuglanir [4]. Reaktif
oksijen tiirlerinin hem Gram-pozitif (6rnegin S.aureus) hem de Gram-negatif (6rnegin

E.coli) bakteriler lizerinde bakterisidal etkisinin oldugu tespit edilmistir [71].

Bir arastirmada ROS {iretim mekanizmalarini aydinlatmak icin yedi ¢esit metal oksit (TiO»,
Ce0g, ZnO, Si0O,, CuO, Al:03 ve Fe.03) karsilastirilmis ve UV 1sinimi1 (365 nm) altinda
ROS iiretim kinetigi incelenmistir. Sonug olarak farkli metal oksitlerin farkli fotogenerasyon
ROS kinetigine sahip oldugu tespit edilmistir. Ozellikle TiO (Titanyum dioksit) ve ZnO
(Cinko oksit) nanopartikiillerinin ii¢ tiir ROS (siiperoksit radikali, hidroksil radikali ve
singlet oksijen) lirettigi, diger metal oksitlerin ise bazilarmin bir veya iki tiir ROS iirettigi

tespit edilmistir, bazilarinda ise hi¢ ROS olusumuna rastlanmamistir [86].
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Cinko oksit nanopartikiillerin ¢esitli gram pozitif ve gram negatif bakterilere kars1 yiiksek
antibakteriyel oOzellige sahip oldugu tespit edilmistir [73]. ZnO nanopartikiillerinin
antibakteriyel etkinliginin arastirildigi bir ¢alismada boyutun antibakteriyel etkinlik
tizerindeki etkinlikleri arastirilmis ve daha kiigiik boyuttaki (<20 nm) partikiillerin bakteriyel
membran ile temas etme ve gegme ihtimalini arttirdig1 tespit edilmistir [87]. Ayrica ZnO’dan
salinan Zn?* iyonlar1 hiicre cogalmasmi, hiicre farklilasmasmi ve cilt yenilenmesini

desteklemektedir [88].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Tez caligmasinda kapsaminda gerceklestirilen caligsmalar asagida sunulan sematik (Sekil
3.1.) gosterimde Ozetlenmistir. Calismada oOncelikle ZnO nanopartikiillerin sentezi
gerceklestirilmis, daha sonra nanopartikiiller {izerinde karakterizasyon testleri
uygulanmistir. Sonraki asamalarda ZnO nanopartikiil yiiklii jellan gam siingerlerin sentezi
gerceklestirilmis ve sentezlenen silingerlerin yara iyilesmesi uygulamalari i¢in uygunlugunun
tespit edilebilmesi igin karakterizasyon ve sisme testleri, in vitro hiicre biyouyumluluk

deneyleri, antibakteriyel deneyler ve kan absorpsiyon deneyleri gergeklestirilmistir.

Zn0O
Nanopartikiillerin
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ZnO Nanopartikiil yiiklii Jellan
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Sekil 3.1. ZnO nanopartikiil yiikli jellan gam siingerlerin sentezlenmesi, karakterizasyon

testleri ve yapilan ¢aligmalarin 6zeti

3.1. Kullamilan Malzemeler

Sentezlenen siinger yapilarda: polimerik matris ic¢in kullanilan jellan gam (GG) MP

Biomedicals-Fisher Scientific (Pittsburgh, USA) firmasindan, c¢apraz baglayici olarak
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kullanilan 1-etilen-3-(3-dimetilaminopropil) karbodimid (EDAC), nanopartikiil sentezinde
kullanilan ¢inko nitrat heksahidrat ([Zn(NOz3)2.6H20]), ve fosfat buffer saline (PBS) tablet
Sigma(St Louis, USA) firmasindan temin edilmistir. Antibakteriyel g¢aligmalar igin
kullanilan LB agar ve LB broth Merck (Berlin, Almanya) firmasindan karsilanmistir. SEM
orneklerinin hazirlanmasinda ve hiicre deneylerinde kullanilan kullanilan 3-[4,5-
dimetiltiazol-2-il]difenilterazolyum bromiir (MTT), PBS (0,01M, toz halde), dimetil
stilfoksit (DMSO), hekzametildisilazan (HMDS) ve amonyak Sigma (St Louis, USA)
firmasindan temin edilmistir. SEM Orneklerinin dehidrasyonunda ve sterilizasyon igin
kullanilan alkol Riedel de haen (Seelze, Almanya) firmasindan alinmistir. Hiicre
deneylerinde kulanilan 1929 fare fibroblast hiicreleri Hiicre Kiiltiir Katalogu (HUKUK)
(Ankara, Tiirkiye)’ndan elde edilmistir. Besiyeri olarak kullanilan Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM) Merck (Berlin, Almanya) firmasindan, Fetal Sigir Serum Cegrogen
(Stadtallendorf Almanya) firmasindan, penicilin, streptomisin, tripsin/EDTA ¢6zeltisi
Sigma (St Louis, USA) firmasindan temin edilmistir.

3.2. ZnO Nanopartikiillerin Sentezi

Cinko oksit (ZnO) nanopartikiillerinin sentez asamasinda, 100 mL distile suda 14,85 gr
[Zn(NO3)2.6H20] 70°C’de 1 saat siiresince karigtirilarak tamamen ¢6ziinmesi saglanmustir.
Bu sirada baska bir beherde hazirlanmis olan 100 mL 1 M’lik NaOH c¢ozeltisine buret
yardimiyla hazirlanan [Zn(NO3)..6H20] ¢ozeltisi damla damla eklenmistir. Takiben olusan
bulanik ¢6zelti 2 saat siiresince 100°C’de karistirilmistir. Elde edilen ¢ozelti 1 saat siiresince
dinlendirilmis ve siipernant kism1 uzaklagtirllmistir. Cokelti kismi ise 2 kez distile su ve 1
kez de etanol ile yikanarak saflagtirilmasi saglanmistir. Son olarak elde edilen ¢okelti 70

°C’de kurutulmustur [89].

3.3. ZnO Nanopartikiil Iceren Jellan Gam Siingerlerin Sentezi

Tez caligsmasi kapsaminda, jellan gam temelli ZnO nanopartikiil i¢ceren kanama durdurucu
siingerler dondurarak kurutma yontemi ile hazirlanmistir [90-92]. Oncelikle 2 gr jellan gam
100 mL destile suda 50 °C’de 2 saat sliresince karistirilarak homojen bir karigim elde
edilmesi saglanmistir. Elde edilen karisima degisen oranda ZnO nanopartikiil: 0, 0,5, 1 ve
2 (%wt) eklenerek ultrasonik homojenizatér (Bandelin, Sonoplus, UW 200) yardimiyla 20
dk siiresince homojen bir sekilde dagitilmistir. Takiben karigim 12 kuyucuklu plakalara
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eklenerek -20 °C’de dondurulmus ve liyofilizatorde (Telstar, LyoQuest) -80 °C’de 48 saat
siresince kurumasi saglanmistir. Elde edilen slinger yapilar 15 mM 1-etilen-3-(3-
dimetilaminopropil) karboimid aseton:su (90:10) karisiminda, 24 saat siiresince oda
sicakliginda ¢alkalamali su banyosunda (WiseBath) 50 rpm’de bekletilerek c¢apraz
baglanmasi saglanmistir. Capraz baglanma asamasinin ardindan polimer onciillerinin ve
capraz baglayicinin saflandirilmasi amaciyla 40 °C’de distile su ile yikanmistir.

Saflandirilmis siinger yapilar kurutulmustur.

3.4. ZnO Nanopartikiillerin Yapisal Ve Morfolojik Karakterizasyon Calismalari

Sentezlenen ZnO nanopartikiillerinin yapisal analizi Fourier Transform Infrared (FTIR)
(ATR-FTIR, Bruker, Almanya) cihazi ile 500-4500 cm™ dalga boyunda gergeklestirilmistir.
ZnO nanoparcaciklarmin kristalin yapisinin karakterizasyonu X 1sin1 kirinimi (XRD,
Malvern PANalytical EMPYREAN) analizi ile yapilmistir. Parcacik boyutu dagilimi ise
Nanosizer cihazinda (NanoZS Malvern Intrument, Birlesik Krallik) 25 °C ve pH 7.4’te
gerceklestirilmistir. Nanopartikiillerin ylizey morfolojisini belirlemek amaciyla taramali
elektron mikroskobu (SEM, Tescan, GAIA3+Oxford XMax 150 EDS) ve gegirimli elektron
mikroskobu (TEM FEI, Tecnai G2 Spirit Biotwin) kullanilmistr.

3.5. ZnO Nanopartikiil iceren Jellan Gam Siingerlerin Karakterizasyon Calismalari
3.5.1. Yapisal ve Morfolojik Karakterizasyonu

Farkli konsantrasyonlarda ZnO nanopartikiil igeren jellan gam siingerlerin gozenek
yapilarini, gozenek baglantilarini, ylizey morfolojisini belirlemek i¢in ve ZnO
nanopartikiillerin siingerlerin yapisinda gériintiilenmesi i¢in SEM kullanilmistir. Ornekler

analiz dncesinde liyofilizatdrde kurutulmustur ve altin paladyum ile kaplanmislardir.

3.5.2. Sisme Kapasitesi Belirlenmesi

Jellan gam siingerlerin su tutma kapasitelerinin belirlenmesi amaciyla, dncelikle siinger
yapilar kuru sekilde tartilarak 37 °C’deki PBS ¢ozeltisi igerisinde bekletilmis ve denge sisme
degerine ulagsmasi saglanmistir. 24 saat sonunda PBS icerisinde bulunan 6rnekler ¢ikarilmig
ylizey sulari filtre kagidi yardimiyla alinarak tartilmistir. Sigsme kapasiteleri asagida verilmis

olan esitlik 3.1. kullanilarak hesaplanmigtir [73].
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Sisme Orant (%) = % * 100 (Esitlik 3.1)

0

Burada Wo kuru agirligi ifade ederken Wy ise sismis orneklerin agirliklarini gosterir. Biitiin

Olctimler 3’er tekrarli olacak sekilde gergeklestirilmistir.

3.5.3. In Vitro Hidrolitik Bozunma Oram (%)

Jellan gam siingerlerin in vitro hidrolitik bozunmasimin belirlenmesi amaciyla, oncelikle
stinger yapilar kuru sekilde tartilarak 37 °C’deki PBS ¢ozeltisi icerisinde daldirilmis ve
belirli zaman araliklarinda (1., 3., 5., ve 7. giin) O6rnekler bozunma ortamindan alinarak
kurutulmustur. Takiben kurutulan &rnekler tekrar tartilmistir. /n vitro hidrolitik bozunma

(%) asagida verilmis olan esitlik 3.2. kullanilarak hesaplanmigtir [73] .

Degradasyon orant (%) = 100 — % * 100 (Esitlik 3.2)

Burada Wi ilk agirhigi ifade ederken Wt ise sismis Orneklerin agirliklarini gosterir. Biitiin

Olctimler 3’er tekrarl olacak sekilde gerceklestirilmistir.

3.6. ZnO Nanopartikiil iceren Jellan Gam Siingerlerin Antibakteriyel Ozelliklerinin

Degerlendirilmesi

Tez calismast kapsaminda hazirlanan ZnO nanopartikiil yiikli jellan gam siingerlerin
antibakteriyel o6zellikleri agar disk difiizyon deneyi ve koloni olusturan iinite deneyi ile

degerlendirilmistir.

3.6.1. Agar Disk Difiizyon Deneyi

Liyofilize edilmis siingerler jilet yardimu ile ytliksekligi 1,5 mm olacak sekilde kesilmislerdir.
Stingerlerden diskler olusturabilmek adina 3 numarali kesici (cutter) kullanilarak cutter ile
cap1 6mm olacak sekilde diskler kesilmistir. Kesilen disklerin 2 tarafi 10’ar dakika UV
altinda 10 dakika steril edilmistir. Agar disk diflizyon deneyi igin E. coli (ATCC 25922) ve

S. aureus (ATCC 25923) kullanilmistir. Deney dncesinde bakteri suslarindan siispanse kiiltiir
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elde etmek amaciyla 10 mL LB besi ortami igerisine E. coli ve S. aureus inokiile edilmis ve
37 °C’de, 150rpm’de 24 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresinin
sonunda bakteri yogunlugu besiyeri ile sulandirma yapilarak 0,5 McFarland
(1,5 x 108 CFU/ml) degerine ayarlanmistir. Uretilmis bakterilerden 100 pL alinarak LB
agarlara ekim yapilmis ve L baget steril edilerek tiim agar yiizeyine bakteriler yayilmuistir.
Steril edilmis jellan gum siingerler LB agar {izerinde Onceden isaretlenmis bolgelere
yerlestirilmistir. Kontrol grubu olarak 10 pg ampisilin igeren antibiyotik diskleri bakteri
ekimi yapilmis LB agarlar iizerine yerlestirilmistir. Devaminda LB agarlar 37 °C’de 24 saat
inkiibasyona birakilmis ve inkiibasyon siiresi sonunda zon caplar1 Ol¢lilmiistiir. ZnO
nanopartikiil iceren yiikli jellan gam siingerlerin antibakteriyel ozellikleri zon caplari

tizerinden degerlendirilmistir [93,94].

3.6.2. Koloni Olusturan Unite Deneyi (CFU)

Koloni olusturan iinite deneyi kapsaminda, E. coli ve S. aureus bakterilerinden siispanse
kiltiir elde edebilmek i¢in bakteriler 10 mL LB besi ortami inokiile edilmis ve 37 °C’de, 150
rpm’de, 24 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir. Yeni liretilen bakterinin LB besiyeri
icerisindeki oran1 1/10 olacak sekilde bakteri ekimi yapilmistir ve 6rnekler vortekslenmistir.
Devaminda UV altinda her yiizii 10’ar dakika steril edilen ZnO nanopartikiil i¢eren jellan
gam siingerler steril edilmis ve 20 mg/mL olacak sekilde siingerler LB besiyeri+bakteri
icerisine eklenmistir. Ornekler bu sekilde 37 °C’de, 150 rpm’de, 24 saat boyunca
inkiibasyona birakilmigtir. Inkiibasyon siiresi sonunda orneklere seri sulandirma
uygulanmustir. Her sulandirma basamaginda vorteksleme islemi yapilmistir. Ornekler 107,
107" ve 10°® ‘e kadar sulandirilmis ve bu sulandirmalardan 100 pL alinarak LB agarlara L
baget yardimi ile yayilmistir. Deney 3 tekrarli olacak sekilde gerceklestirilmistir. Sonuglarin
ortalamalar1 almarak esitlik 3.3’te verildigi gibi hesaplamalar yapilmis ve yiizde

antibakteriyel aktivite hesaplanmistir [95] .

Seyreltme katsayisit x Bakteri kolonisi sayist

Koloni olusturan birim = (Esitlik 3.3)

Ekilen bakteri miktart
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3.7 ZnO Nanopartikiil Iceren Jellan Gam Siingerlerin Hemostatik Etkinliklerinin

Degerlendirilmesi

Hazirlanan olan ZnO nanopartikiil igeren jellan gam siingerlerin hemostatik etkinlikleri tam
kan absorpsiyon kapasitesi deneyleri, hemoliz testi ve kan absorpsiyonu sonrasi SEM
goriintiilemeleri ile incelenmistir. Bu deneyler i¢in gerekli olan insan kani Hacettepe
Universitesi Beytepe Giin Hastanesi’nde etik kurul izni dogrultusunda géniilliiliik esasina
dayanilarak temin edilmistir. Tez ¢alismasinin etik kurul onay belgesi GO 22/1286 kayit
numarasi ile Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
tarafindan verilmigstir. Deneylerde pihtilasmanin olmamasi i¢in kan EDTA’I tiipler ile

alinmig ve deneyler sonlanana kadar +4 °C'de muhafaza edilmistir.

Jellan gam siingerlerin kan absorpsiyon siirelerini belirlemek i¢in en basta siingerlere ¢ok
dikkatli bir sekilde 200 pL kan uygulanmistir ve siire tutulmustur. 60 saniyede jellan gam
stingerlerin kan1 tamamen absorbe edebildigi goriilmiistiir ve deneyler igin absorpsiyon
siiresi olarak 60 saniyenin uygulanmasima karar verilmistir. /n vitro kan absorpsiyon ve
hemoliz testleri kapsaminda liyofilize jellan gam silingerler 1,5 mm ytiikseklikte ve 16 mm
capinda diskler sekilde kesilmislerdir. Ayn1 zamanda kiyaslama yapabilmek amaciyla ticari
olarak satilan hemostatik Ozellikte jelatin temelli siinger kan absorpsiyon ve hemoliz

testlerinde kullanilmistir.

Tam kan absorpsiyon kapasitesi deneyleri kapsaminda ZnO nanopartikiil igeren jellan gam
siingerler cam siseler igerisine yerlestirilirmis ve {iizerine 0,150 mL kan eklenmistir.
Siingerler 37 °C sicaklikta 60 saniye boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin
sonunda dikkatli bir sekilde cam siselerin kenarindan 20 mL distile su eklenmis ve ornekler
37 °C sicaklikta inkiibatore kaldirilmistir. 60 saniye sonrasinda 1 mL 6rnek alinmistir. Pihti
olusturabilen kan hiicreleri jellan gam silingerlerin yiizeyinde kalacaktir ancak piht1
olusturmayan kirmizi kan hiicreleri distile su igerisine hemolize olacaktir. Alinan 6rneklerin
(hemoglobinin) absorbans degeri spektrofotometrede (UV—VIS spektrofotometre, Thermo
Scientific, Genesis) 540 nm’de belirlenmistir. Referans deger olarak bos cam siseye
eklenmis 0,150 mL kan tiizerine 20 mL distile su eklenmistir ve spektrofotometrede
okutulmustur. Orneklerden elde edilen absorbanslar referans degeri ile kiyaslanmustir ve
orneklerin kan absorpsiyon yiizdeleri elde edilmistir [96]. Elde edilen sonuglara gore jellan

gam siingerlerin kan durdurucu 6zellikleri degerlendirilmistir.
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Jellan gam siingerlerin daha uzun siirelerde kan tutma kapasitelerini degerlendirebilmek
adina siingerlere yukarida yazildigi 0,150 mL kan eklenmis ve cam siselerin kenarindan
dikkatli bir sekilde 20 mL distile su eklenmistir. Hazirlanan 6rnekler 15, 30 ve 45 dakika
boyunca 37 °C sicaklikta inkiibatorde tutulmus, bu belirlenen siirelerde ortamdan 1 mL 6rnek
alinmistir. Alinan ornekler spektrofotometrede 540 nm’de okutulmustur. Elde edilen
absorbans degerleri yukarida verilen referans 6rnegine gore karsilastirilmistir ve stingerlerin

yiizde kan tutma kapasiteleri degerlendirilmistir [97] .

Tam kan absorpsiyon kapasitesi deneyleri kapsaminda jellan gam siingerler cam siselere
yerlestirilmis ve 0,150 mL kan siingerler {izerine uygulanmistir. Kan eklenmis siingerler 37
°C sicaklikta 60 saniye boyunca inkiibe edilmistir ve siire sonunda 20 mL salin (%0,9’luk
NaCl) ¢ozeltisi dikkatli bir sekilde eklenmistir. Ttim siingerlerin optik goriintiileri alinmistir

ve siingerlerden kan sizint1 miktarlar1 degerlendirilmistir [98] .

3.7.1. ZnO Nanopartikiil Iceren Jellan Gam Siingerlerin In Vitro Kan

Absorpsiyonunun SEM ile Degerlendirilmesi

SEM analizi kan absorpsiyonundan oOnce karakterizasyon amaciyla ve kan
absorpsiyonundan sonra siingerlerin kan tutma etkinliklerinin goriintiilenebilmesi amaciyla
gergeklestirilmistir. Bos 6rneklerin analizi i¢in 6rnekler liyofilizatérde kurutulmus ve altin-
paladyum ile kaplanmistir. Bos Orneklerde siingerlerin gozenekleri ve gdzenek yapilar
incelenmistir. Kan absorbe edilmis 6rneklerin hazirhigi igin, 0,150 mL kan jellan gam
stingerler ve ticari olarak satin alinan siingerin tizerine eklenmistir ve ornekler 60 saniye
boyunca 37 °C sicaklikta inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda siingerlerin iizerine
karanlik ortamda %2,5’1uk glutaraldehit ¢6zeltisi eklenmis ve stingerler 30 dakika boyunca
karanlik ortamda +4 °C sicaklikta fikse edilmigstir. 30 dakika sonrasinda siingerler seri olarak
%30, %50, %70 ve %100’Lik alkol ¢ozeltileri igerisinde 5’er dakika boyunca tutulmustur.
Sonrasinda siingerler HMDS igerisinde 10 dakika bekletilmis ve oda 1sisinda kurutulmustur.

Devaminda jellan gam siingerler altin-paladyum ile kaplanarak SEM’de goriintiilenmistir
[97,99] .
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3.8. ZnO Nanopartikiil iceren Jellan Gam Siingerlerin In Vitro Hiicre Canhhk
Deneyleri

3.8.1. Hiicre Kiiltiirii Kosullar:

Calismada 1929 Fare Fibroblast Hiicre hatti kullanilmistir. 1929 (CCL-1) hiicreleri
Amerikan Tipi Kiiltir Koleksiyonu’ndan (ATCC®, Manassas, Virgina Eyaleti, Amerika
Birlesik Devletleri) satin alinmistir. Hacettepe Universitesi, Biyoloji Béliimii, Hiicre
Biyolojisi Laboratuvarinin hiicre stoklarinda bulunmaktadir. Calismalar L.929 hiicreleri i¢in
20-21 pasaj araliginda gergeklestirilmistir. Deneylerin tamami aseptik kosullar altinda ve

laminer akimli kabin Esco, Laminar Kabin Plus II BSC’de gerceklestirilmistir.

3.8.2. L929 Hiicrelerinin Uretimi ve Pasajlanmasi

L.929 hiicreleri Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium - high glucose (DMEM) besiyerinde
(Sigma, D5796, Almanya), % 10 fotal sigir serum premiyum (FSS) (Cegrogen Biotech
GmbH, Stadtallendorf, Almanya), % 1 penisilin-streptomisin antibiyotik (Capricorn,
Scientific) ile uygun besiyeri hazirlanarak hiicreler iiretilmistir. Inkiibe edilen L929 hiicreleri

Olympus CKX18 inverted mikroskop altinda incelenmistir.

Hiicreler bulunduklar1 flaskta yaklasitk %80 miktarinda kaplama gosterdiklerinde
tripsinizasyon islemi yapilmistir. Hiicrelerin tiredigi flasktan besiyerleri uzaklastirilmis ve
Tripsin/Etilendiaminotetraasetik asit (EDTA) uygulamast yapilmistir. Son tripsin
yikamasindan sonra Tripsin/EDTA nin bir miktar1 flask icerisinde birakilip etiivde yaklasik
3 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun sonunda siispanse hale gelen hiicreler besiyeri ile

bir araya getirilmistir. Hazirlanan hiicre siispansiyonlar1 yeni flasklara aktarilmistir.

3.8.3. L929 Hiicrelerinin Dondurulmasi ve Cozdiiriilmesi

Hiicreler tripsinize edildikten sonra silispanse hale gelen hiicreler 800 rpm hizla 5 dakika
(Eppendorf Centrifuge, 58 10R) santrifiij edilmistir. Elde edilen hiicre peleti dondurma vasati
(%10 DMSOV/FSS) ile bir araya getirilmis ve kriyotiiplere dagitilmistir. Kriyotiip i¢cindeki

hiicreler dereceli sogutularak azot tankindan once -80 °C ‘de muhafaza edilmistir.

Calismada kullanilmak {izere azot tankindan alinan hiicreler su banyosunda 2-3 dakika 37
°C ‘de ¢ozdiiriilmiistiir. Ardindan 800 rpm hizla 5 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Elde

edilen hiicre peleti hazirlanmig besiyeri ile bir araya getirilmis ve i¢inde bir miktar besiyeri
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bulunan flaska alinmustir. Inkiibasyonlar %5 CO2 ve 37 °C kosullar altindaki etiivde (Sanyo,
MCOI18AC) gergeklesmistir.

3.8.4. MTT Canhlik Analizi

MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum-bromiir) in vitro ¢alismalarda
siklikla tercih edilen kolorimetrik metotla hiicrelerin canlilik oranlarinin saptanmasini
saglayan bir sitotoksisite analizidir. MTT sar1 renkli bir formazan tuzudur ve hiicrenin
mitokondriyal aktivitesi ile mor renkli fakat suda ¢6ziinemeyen kristallere doniisiirler. Bu
asamada %95 Dimetil Siilfoksit (DMSO) (Applichem, 01A3672, 0100) ve %5 Amonyak
(Merck, K13391922) cozeltisi kullanilarak mor rengi ortaya ¢ikmasi saglanir. Spektral

6lgtimler sonucunda hiicrelerin yiizdece canlilik oranlari belirlenir [100] .

ZnO nanopartikiil igeren jellan gam silingerler sterilizasyon i¢in 1 saat boyunca UV 1s1k
altinda bekletilmistir. Ardindan 25 mg jel agirligina 1 mL serumsuz DMEM besiyeri
eklenmistir ve etiivde %5 CO2’li ortamda 37 °C’de 24 saat boyunca inkiibe edilmistir [101].
Ardindan besiyerleri 800 rpm’de 5 dk santrifiij ve edilmis ve sterilizasyonun saglanmast
amactyla 0,22 pm porlu filtreden (Merck) gegirilmistir ve siingerlere uygulamak iizere
siipernatantlar elde edilmistir. Hiicre ekimi 6x10° hiicre/mL olacak sekilde 96 kuyucuklu
hiicre kiiltiirii plakalarinda gerceklestirilmistir. Hiicreler 24 saat etiivde inkiibe olup adherent
hale geldiklerinde uygulama gerceklestirilmistir. Ardindan hiicrelerin 24 ve 48 saatlik MTT
canlilik verileri elde edilmistir. MTT analizi i¢in Oncelikle ortamdan besiyerleri
uzaklastirilmis ve yerine 100 pL/kuyucuk serumsuz DMEM ve 13 puL/kuyucuk MTT (Acros
organics, 158990010) eklenmistir. Plakalar aliiminyuma sarili sekilde 3 saat etiivde 37 °C’de
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda plakalarin besiyeri uzaklastirilmis ve yerine
DMSO/Amonyak ¢ozeltisi eklenmistir. Tetrazolyum tuzlarinin ¢oziilmesi igin plakalar 10
dk calkalayicida birakilmistir. Ardindan Spektorofotometrede (BIO-TEK pQuant, BIO-TEK
Instruments, Inc, Amerika) 550 nm dalga boyunda absorbans degerleri kaydedilmistir. Hiicre

canlilik degeri asagida verilen esitlik 3.4’e gore hesaplanmistir [97].

Grup OD

Hiicre canlilik degeri = ———
Kontrol OD

x 100 (Esitlik 3.4)

31



3.8.5. ZnO Nanopartikiil Iceren Jellan Gam Siingerlerin Cizik Testi Deneyleri

Yara iyilesmesi deneyi i¢in 24 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplaria kuyucuk basma 4x10° hiicre
olacak sekilde hiicreler ekilmistir. Hiicreler % 5 CO2 igeren ortamda 37 °C’de 24 saat
boyunca inkiibe edilmistir. Hiicreler %100 konfliie oldugu zaman 200 pL’lik pipet ucu
kullanilarak yavasca hiicre kiiltiir kabi kuyucugu ortasina c¢izik atilmistir (0. saat).
Devaminda hiicre kiiltiir kaplar1 PBS ile yikanmistir ve yukarida bahsedildigi sekilde
hazirlanmis siingerlerden (GG-ZnNP-0, GG-ZnNP-1 ve GG-ZnNP-3) elde edilen ekstraktlar
yara modeli olusturulan kuyucuklara uygulanmistir. Orneklerin fotograflari 24 ve 48.
saatlerde inverted mikroskop (Olympus CKX18, Cellsens Master software V1.12)
kullanilarak alinmistir. Devaminda elde edilen goriintiller Image]J (NIH) programi
kullanilarak analiz edilmistir. Yara kapanma yiizdesi asagida verilen esitlik 3.5’e gore

hesaplanmistir [102].

TO-Tx
TO

Yara iyilesmesi (%) = x100 (Esitlik 3.5)

TO: ¢izik modelinin olusturuldugu zamandaki yara alani,

Tx: kaydedilen zamandaki yara alani.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Tez calismasinin amaci, dogal bir polimer olan jellan gam temelli antibakteriyel 6zellikte
hemostatik siinger yapida biyomalzemeler tasarlamaktir. Bu amagla, oncelikle antibakteriyel
ozellikte olan ¢inko oksit nanopartikiilleri sentezlenmis ve karakterize edilmistir. Takiben
farkli oranlarda ¢inko oksit nanopartikiilii iceren jellan gam temelli siingerik yapilar
hazirlanmistir. Elde edilen antibakteriyel Ozellikteki hemostatik malzeme yapisal ve
morfolojik olarak karakterize edilmistir. Bu malzemelerin antibakteriyel testleri, tam kan

absorpsiyon testleri ve hiicre canlilik testleri gergeklestirilmistir.

4.1. ZnO Nanopartikiillerin Karakterizasyonu
4.1.1. ZnO Nanopartikiillerin Yapisal Karakterizasyonu

Tez calismasit kapsaminda sentezlenen ZnO nanopartikiillerin infrared spektrumlarin
almmigtir. FTIR analizi sonucunda ZnO nanopartikiillerine ait spektra Sekil 4.1°de
sunulmustur. Grafikte verilen spektrum incelendiginde, ZnO nanopartikiiliine ait verilen
dalga boylar1 goriilmektedir. FTIR spektrumlarina bakildiginda, ZnO nanopartikiiliine ait
3755 cm? ve 2974 cm™ bolgelerinde bulunan bantlar sirasiyla -OH ve -CH gerilmesi
gruplarin1 temsil ederken, 1405 cm-1’de bulunan piki ise C=O biikiilme titresimine
atfedilmektedir [103,104]. 865-500 cm™ metal oksit varligindan kaynaklanan esneme
titresimlerinden atfedilmektedir [105]. Biitiin bu sonuglar ZnO nanopargaciklarinin basarili

bir sekilde sentezlendigini dogrulamaktadir.

Gegirgenlik (%)

T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Dalga Sayisi (cm™)
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Sekil 4.1. ZnO nanopartikiillerine ait FTIR analizi sonuglari

Sentezlenen ZnO nanopartikiillerine kristalin yapist XRD analizi ile arastirilmistir ve
nanopartikiillere ait XRD sonuglari Sekil 4.2°de sunulmustur. Sentezlenen ZnO
nanopartikiillerine ait XRD diyagraminda 2q=32.50 ° (100), 34.75 ° (002), 36.75 ° (101),
47.85 ° (102), 56.75 ° (110), 63.20 ° (103), 66.50 ° (112), ve 68.25 ° (201) pikleri
literatiirdeki karakteristik ZnO nanopartikiil pikleri ile uyumlu oldugu goriilmiistiir
[106,107]. Yukarida bahsedilen ana pikler disinda pikin yer almamasi yiiksek saflikta ZnO
nanopartikiillerin elde edildigini anlagilmaktadir. Bununla birlikte piklerin dar ve giicli

olmasi1 ZnO nanopartikiillerinin oldukga iyi kristal bir yapiya sahip oldugunu goéstermektedir
[108,109].
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Sekil 4.2. ZnO nanopartikiillerine ait XRD diyagrami

4.1.2. ZnO Nanopartikiillerin Morfolojik Karakterizasyonu

ZnO nanopartikiillerinin 25 °C ve pH 7.4’te gerceklestirilen boyut analizi sonuclar1 Sekil
4.3’te sunulmustur. ZnO nanopartikiiliine ait parcacik boyut analizi incelendiginde, elde
edilen nanoparcaciklarinin homojen boyut dagilimina sahip oldugu gdzlemlenmistir.
Bununla birlikte nanoparcaciklarinin ¢ap1 74,3945,08 d.nm (¢ap.nanometre) olarak
belirlenmistir. Zeta potansiyel degeri ise -32.7+5.9 mV olarak olgiilmiistiir. Bu durum

nanopargacik drneklerin yiiksek stabiliteye sahip oldugunu gostermektedir [103,110].



10 e 10 1000
Boyut (d.nm)

Sekil 4.3. ZnO nanopartikiillerine ait pH 7.4’te boyut analizi.

Calisma kapsaminda sentezlenen ZnO nanopartikiillerin karakterizasyonu i¢in SEM
goriintiilemesi gerceklestirilmistir. Goriintiiler Sekil 4.4. de sunulmustur. Literatlirde yapilan
incelmeler sonrasinda sentezlenen nanopartikiillerin benzer goriiniimde olduklar1 sonucuna

vartmistir [111].

35



SEM MAG: 3.42 kx WD: 5.53 mm Ll GAIA3 TESCANJl SEM MAG: 13.7 kx wD:539mm | 1l GAIA3 TESCAN|
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Sekil 4.4. ZnO nanopartikiillerine ait SEM goriintiileri.

Calisma kapsaminda sentezlenen ZnO parcaciklarinin morfolojileri TEM Olglimleri ile
belirlenmis ve Sekil 4.5’te sunulmustur. TEM goriintiilerinden hesaplanan ortalama parcacik
boyutlarinin 70 nm civarinda oldugu bulunmustur. Bununla birlikte TEM goriintiilerinde
nanopargaciklarin morfolojik yapisinin kiiresele yakin oldugu gozlemlenmistir. Literatiirde
yer verilen ZnO nanopartikiillere ait TEM goriintiileri incelendiginde bizim elde ettigimiz

goriintiilemeye benzer goriintiilere rastlanmustir [112].
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EERES

Sekil 4.5. ZnO nanopartikiillerine ait TEM goriintiileri 100 nm (a) ve 50 nm (b) skala
biiytikliigiinde.
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4.2. ZnO Nanopartikiil iceren Jellan Gam Siingerlerinin Karakterizasyonu
4.2.1. ZnO Nanopartikiil Iceren Jellan Gam Siingerlerinin Yapisal Analiz Sonuclar:

Tez ¢alismasi kapsaminda, farkli ZnO nanopartikiil igeriklerine sahip jellan gam temelli
hemostatik stingerler hazirlanmistir. Elde edilen 6rneklerin yapisal karakterizasyonu FTIR

analizi ile gergeklestirilmistir. Uriinlere ait FTIR spektrumlar1 Sekil 4.6’ da sunulmustur.

Gecirgenlik (%)

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Dalga Sayisi (cm'1)

Sekil 4.6. ZnO nanopartikiil igeren GG-ZnNP-0 (i), GG-ZnNP-1 (ii), GG-ZnNP-2 (iii), ve
GG-ZnNP-3 (iv), kodlu jellan gam siingerlere ait FTIR spektrumlari.

Omneklere ait FTIR spektrumlari incelendiginde, 3700-3000 cm™ arasinda degisen genis
pikin yer almasi yapidaki su varligindan kaynaklanan -OH gerilme titresimlerine
atfedilmektedir. Bununla birlikte ZnO nanopartikiil igermeyen drnekte (GG-ZnNP-0) 3408,
1666 ve 1424 cm™*’de OH gerilme, COO™ ve C-C baglarina karsilik gelen genis pikler
goriilmektedir. 2940 ve 2886 cm™ arasinda yer alan piki ise siinger yapidalar bulunan -CH
gruplarma karsilik gelmektedir. 2936 ve 1043 cm™’de yer alan pikler ise galakturonik seker

tinitesine baglanan glikozidik baglardan kaynaklandigi 6ne siiriilmektedir. Metal oksit (Zn-
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0) bagma ait germe titresimleri ise 800 cm™ altinda gozlemlenmektedir. Tiim bu sonuglar

hemostatik stingerlerin basarili bir sekilde sentezlendigi gostermektedir [113-115].

4.2.2. ZnO Nanopartikiil iceren Jellan Gam Siingerlerinin Morfolojik Analiz Sonuclar

ZnO nanopartikiil iceren jellan gam silingerlerin SEM goriintiileri sekil 4.7°de sunulmustur.
Sekil 4.7. (a)’da ZnO nanopartikiil icermeyen GG-ZnNNP-0 silingerine ait SEM goriintiisii
sunulmustur. GG-ZNNP-0 siingerlerin i¢eriginde nanopartikiillerin olmamasi sebebiyle daha
pliriizsiiz bir yapiya sahip oldugu goriilmektedir. Sekil 4.7. (b), (¢) ve (d)’de sirasiyla
icerigindeki ZnO nanopartikiil miktar1 giderek artan GG-ZnNP-1, GG-ZnNP-2, GG-ZnNP-
3 stingerlerin SEM goriintiileri verilmistir. Bu stingerlerin goriintiileri GG-ZnNP-0 siingerin
goriintiisii ile karsilastirildiginda nanopartikiiliin varligindan dolay1 daha piiriizlii bir ylizeye
sahip oldugunu goérmekteyiz. Ayrica siingerlerdeki ZnO nanopartikiil miktarinin artan
etkisinin olduk¢a net bir sekilde siingerlerin daha yiiksek biiyiitmede (25.000 X) alinmis
goriintiilerinde gormekteyiz. Bununla beraber jellan gam siingerlerin yapisina ZnO
nanopartikiillerin esit bir sekilde agrage olmadan katildigin1 gérmekteyiz. Sekil 4.7. (e)’de
ZnO nanopartikiillerin SEM goriintiileri sunulmustur. Tek bagina daha agrage durumda olan
ZnO nanopartikiillerin, jellan gam siingerlerin yapisina katilmasinin nanopartikiillerin daha
esit sekilde dagilmasini sagladigi SEM goriintiileri ile gosterilmistir. Literatiirde yer alan
benzer ¢alismalar incelendiginde bizim hazirladigimiz 6rnekler gibi ZnO nanopartikiillerin

slingerlerin ylizeyinde esit sekilde dagildigi goriilmektedir [116,117] .
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Sekil 4.7. ZnO nanopartikiil igeren jellan gam siingerlere t SEM goriintiileri. (a) GG-ZnNP-
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4.2.3. ZnO Nanopartikiil Iceren Jellan Gam Siingerlerinin Sisme Davramsi

Sonuc¢larimin Degerlendirilmesi

Tez kapsaminda sentezlenen hemostatik siingerlerin ZnO nanopartikiil iceriginin sisme
davraniglarina etkisi 37 °C ve PBS ortaminda arastirllmigtir. Elde edilen sonuglar Sekil

4.8’de sunulmustur.
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Sekil 4.8. Farkli oranlarda ZnO nanopartikiilii iceren jellan gam siingerlere ait sisme oranlari.

Sisme oraninin belirlenmesi, yara bdlgesinde kullanilan siingerlerin yiiksek su absorplama
kapasitesi ve nem igerigine sahip olmasi potansiyelinin belirlenmesinde 6nemli bir faktordiir
[118]. Bu kapsamda hazirlanan jellan gam temelli GG-ZnNP-0, GG-ZnNP-1, GG-ZnNP-2,
ve GG-ZnNP-3 hemostatik silingerlere ait ortamindaki sisme oranlar1 incelenmis ve sirasiyla
%885,66+98,30 , %530,33+71,98 , %439,33+51,78 , ve %369,33+69,00 olarak ol¢lilmiistiir
(p<0.05). Elde edilen sonuglar goz Oniinde bulunduruldugunda siinger yapidaki ZnO
nanopartikiil miktarinin artmasiyla sisme oraninin azaldigi belirgin bicimde goriilmiistiir. Bu
durum ZnO nanopartikiillerinin siinger yap1 ic¢indeki bosluklar1 isgal ederek su
penetrasyonunu engellemesine atfedilebilir [119,120]. Biitiin bu sonuglar literatiirle
kiyaslandiginda kanama durdurucu ozellikler i¢in gereken sisme derecesini korugu

goriilmektedir [117,121].
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4.2.4. ZnO nanopartikiil iceren jellan gam siingerlerinin in vitro hidrolitik degredasyon

sonuc¢lariin degerlendirilmesi

Tez kapsaminda sentezlenen hemostatik siingerlerin ZnO nanopartikiil igeriginin in vitro
hidrolitik bozunma davranisina etkisi 37 °C ve PBS ortaminda arastirilmistir. Elde edilen

sonuglar Sekil 4.9°da sunulmustur.
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Sekil 4.9. ZnO nanopartikiil igeren jellan gam siingerlere ait in vitro hidrolitik degradasyon

profili

Ideal hemostatik bir malzeme, kalinti maddelerin canli viicudunda neden oldugu ikincil
hasar1 6nlemek amaciyla uygun biyobozunurluk performansina sahip olmalidir [122,123].
Elde edilen hemostatik jellan gam siingerlerin sirasiyla 1, 3, 5, ve 7. giin inkiibasyonu
sonrasinda kalan kiitle (%) belirlenmistir. Bu kapsamda hazirlanan jellan gam temelli GG-
ZnNP-0, GG-ZnNP-1, GG-ZnNP-2, ve GG-ZnNP-3 hemostatik siingerlere ait 7 giinliik
bozunmanin sonucunda kalan kiitle oranlari sirasiyla %51,71+6,54 , % 79,93+2,73 , %
58,72+10,60 ve % 46,27+5,45 olarak hesaplanmistir. Hemostatik malzemelerin degradasyon
sonuglari karsilagtirildiginda, GG-ZnNP-1 6rneginin diger malzemelere oranla daha yavas
degrede oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte yapidaki ZnO nanopartikiil miktarinin artmasi
ile degradasyon hizinin arttig1 gézlemlenmistir. Benzer sekilde, Soubhagya ve arkadaslari
yaptiklar1 ¢alismada, ZnO nanopartikiil katkili biyomalzemelerin degradasyon hizlarin

incelemislerdir. ZnO miktarinin artmastyla degradasyon hizinin artigini saptamiglardir, bu
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durumu ZnO nanopartikiil varligina bagli yetersiz ¢apraz baglanma yogunlugu ile ilgili

oldugunu ortaya koymuslardir [124].

4.3. ZnO Nanopartikiil Iceren Jellan Gam Siingerlerin Antibakteriyel Aktivitelerinin

Degerlendirilmesi

4.3.1. ZnO Nanopartikiil iceren Jellan Gam Siingerlerin Antibakteriyel Aktivitelerinin

Agar Disk Difiizyon Deneyi ile Degerlendirilmesi

ZnO nanopartikiil iceren jellan gam siingerlerin antibakteriyel aktiviteleri agar disk diflizyon
deneyi ve koloni olusturan {inite deneyi ile belirlenmistir. Agar disk diflizyon deneyinde
cinko nanopartikiillerin siingerlerden difiize olarak salinmasi ve bakteri tiremesini 6nleyerek
bir zon olusturmas: beklenmekteydi. Sonuglar incelendigi zaman hem E. coli hem de S.
aureus icin 9mm ¢apinda zon olustugu gozlenmektedir. Ayn1 zamanda kullanilan 10 pg’lik
ampisilin iceren disklerin iki bakteride de 13 mm zon ¢ap1 olusturdugu goézlenmektedir.
Deney sonrasinda zon olusturmayan diger siingerler ¢ikarilip siingerlerin altinda bakteri
tiremesi olup olmadig1 degerlendirilmistir. Yapilan inceleme sonrasinda siingerlerin temas
ettigi noktalarda bakteri {iremesinin olmadigi gozlemlenmistir. Sekil 10’da ZnO
nanopartikiil igeren Jellan gam siingerlerin E. coli ve S. aureus bakterileri i¢in zon inhibisyon

deneyi sonuglart sunulmustur.

Literatiirde yer alan bir ¢alismada ¢inko oksit nanopartikiil igeren jellan gam ve ksantan
gamdan olusan nanokompozitler paketleme ¢alismalari i¢in hazirlanmistir ve antibakteriyel
etkinlikleri E. coli ve S. aureus bakterilerinde agar disk difiizyon deneyi ile test edilmistir.
Elde edilen sonuglarin bizim ¢aligmamizda oldugu gibi ¢inko oksit dozuna bagli olarak

degistigi sonucuna varilmigtir [125].
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Sekil 4.10. Jellan gam siingerlerin agar disk difiizyon deneyi sonuglar1 (a) E.coli, (b)

S.aureus.

4.3.2. ZnO nanopartikiil iceren jellan gam siingerlerin antibakteriyel aktivitelerinin

koloni olusturan birim deneyi ile degerlendirilmesi

ZnO nanopartikiiller genel olarak antibakteriyel etkilerini bazi mekanizmalarla
gostermektedirler. Bunlar hiicre duvarinin mekanik hasari, metal iyonlarinin hiicre igine
salinimi ve hiicre i¢inde reaktif oksijen radikallerinin olugturulmasi olarak siralanabilir. ZnO
nanopartikiillerin pozitif yiikli yiizeyi ile negatif yiikli bakteri duvari arasindaki
elektrostatik etkilesim nanopartikiillerin bakteri yiizeyinde birikmesine neden olarak
par¢alanmaya, dis zarin gecirgenligine ve sonunda bakteri fonksiyonlarinin bozulmasina
neden olabilir. Ayrica, Zn?* iyonlarinin hiicre i¢ine salinimi, ROS iiretimi ve bozulmus
solunum yolu yoluyla bakteri hiicre toksisitesinde temel rol oynar. ROS, hidrojen peroksit
(H202) gibi oldukga reaktif tiirlere sahip eslenmemis elektronlar igerir. Bu serbest
radikallerin mikroorganizmalardaki yiliksek seviyeleri, glutatyon antioksidan rezervuarini
oksitleyebilir ve plazma zarindaki lipid peroksidasyonunu artirabilir. Bu siireg lipit zarlarina

zarar verir ve bakteri 6liimiiyle sonuglanir [126].

ZnO nanopartikiil iceren jellan gam siingerlerin koloni olusturan birim deneyindeki
antibakteriyel 6zellikleri Sekil 4.11°de sunulmustur. Deney sonuglar1 incelendiginde ZnO
nanopartikiil yukli tiim jellan gam siingerlerin yiiksek antibakteriyel etki gosterdigi
bulunmustur. GG-ZnNP-0 grubunun E. coli’de %0, S. aureus’da %49,5 antibakteriyel etki
gosterdigi bulunmustur. GG-ZnNP-1 grubu incelendiginde E. coli igin antibakteriyel
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aktivitenin %94,2 ve S. aureus i¢in antibakteriyel aktivitenin %80,8 oldugu bulunmustur.
GG-ZnNP-2 grubu incelendiginde E. coli i¢in antibakteriyel aktivitenin %82,8 ve S. aureus
icin antibakteriyel aktivitenin %93,3 oldugu goézlenmektedir. GG-ZnNP-3 grubunun E. coli

ve S. aureus i¢in sirastyla %70,5 ve %74 antibakteriyel etkiye sahip oldugu bulunmustur.

Literatiirde ¢alismamiza benzer bir ¢alismada bakir ve ¢inko oksit ve sadece ¢inko oksit
nanopartikiiller iceren karboksimetil seliilloz ve jelatinden olusan siingerler hazirlanmistir.
Hazirlanan ornekler antibakteriyel etkinlikleri ¢aligmamiza benzer bir sekilde koloni
olusturan birim deneyi ile degerlendirilmistir. Bu kapsamda ¢alismamizdaki gibi E. coli ve
S. aureus bakterileri kullanilmistir. Orneklerin antibakteriyel etkinlikleri %49’un {izerinde
¢ikmasina ve en yiiksek antibakteriyel etki %81 olarak bulunmus olmasina ragmen bizim

caligmamizdaki kadar yiiksek antibakteriyel etkiye ulasilamamistir [126].
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Sekil 4.11. Jellan gam siingerlerin E. coli ve S. aureus i¢in koloni olusturan {inite deneyi

sonuglari.

4.4. ZnO Nanopartikiil iceren Jellan Gam Siingerlerin Hemostatik Etkinliklerinin

Degerlendirilmesi

Hazirlanan ZnO nanopartikiil iceren Jellan gam silingerlerin hemostatik etkileri kan
pihtilasma testleri, hemoliz testi ve kan absorbe edilmis 6rneklerin SEM goriintiilemesi ile

degerlendirilmistir.

45



Hazirlanan ZnO nanopartikiill igeren jellan gam silingerlerin hemostatik etkilerinin
belirlenmesi amaciyla tam kan absorpsiyon etkinlikleri degerlendirilmistir. 0,150 mL insan
kani siingerlere uygulanmistir ve 60 saniye beklenmistir devaminda spektrofotometrede 540
nm’de hemoglobin yogunlugu okutulmustur. Elde edilen veriler referansa gore
kiyaslanmistir ve sonuglar yiizde olarak Sekil 4.12°de sunulmustur. Jellan gam siingerlerin
kan absorpsiyon performanslari artan ¢inko miktarina ve ticari siinger ile kiyaslandiginda
iistiin bir performans ortaya koydugu goriilmektedir. Cinko oksit nanopartikiil icermeyen
GG-ZnNP-0 grubunun %86,2 kan absorpsiyon kapasitesi gosterildigi gériilmiistiir. Cinko
oksit nanopartikiil igeren siinger incelendiginde ii¢ siingerinde oldukca yliksek yiizde ile
etkinlik gosterdigi goriilmiistiir. Sirastyla GG-ZnNP-1, GG-ZnNP-2 ve GG-ZnNP-3
gruplari; 95,5 , 89,7 ve 99,8 kan absorpsiyon kapasitesi gostermistir. Jelatin temelli ticari
slingerin kan absorpsiyon etkinligi performansi incelendiginde jellan gam siingerlerin

etkinligine kiyasla oldukca diisiik etkinlik (%32,8) gosterdigi goriilmiistiir.
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Sekil 4.12. Jellan gam siingerlerin kan absorpsiyon etkinliklerinin birbirleriyle ve ticari

stinger ile kiyaslanmasi.
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Jellan gam siingerlerin kan absorpsiyon deneyleri sonrasinda yiiksek hemostatik aktivite
gbzlemlememiz ile birlikte bu siingerlerin daha uzun siirelerde kan tutma kapasitelerinin de
incelenmesine ve ticari hemostatik siinger ile kiyaslanmasina karar verilmistir. Elde edilen
sonuglar Sekil 4.13’te sunulmustur. Sonuglar incelendigi zaman ¢inko oksit nanopartikiil
igeren siingerlerin 15. dakikada %87,3’iin iizerinde kan tutma kapasitesi gosterdigi, ¢inko
oksit nanopartikiil icermeyen GG-ZnNP-0’nin %81,9 , ticari hemostatik siingerin ise %23,7
kan tutma kapasitesi gosterdigi goriilmiistiir. Cinko oksit nanopartikiil igeren jellan gam
stingerlerin 30. dakikada %80’in iizerinde, 45. dakikada ise %71,5’in iizerinde kan tutma
kapasitesi gosterdigi goriilmiistiir. Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde uzun siirelerde
de siingerlerin basarili bir sekilde kan tutmaya devam ettigini vurgulamaktadir. Ozellikle
ticari olarak satilan hemostatik siinger ile kan tutma kapasiteleri kiyaslandig1 zaman ticari
siingerin kan tutma performanslarinin oldukca diisiik kaldigi goriilmiistiir. Cinko oksit
nanopartikiil igcermeyen siingerin kan tutma potansiyeli ZnO iceren siingerlerle
karsilastirildiginda, ¢inko igeren gruplarin daha iyi sonug¢ verdigi bulunmustur. Ancak GG-
ZnNP-0 kan tutma kapasitesi oldukga iyidir, ¢inko partikiillerin kan tutma kapasitesini

artirdig1 diistiniilmektedir.

Pozitif yiiklii olan ZnO, kanin pH'inin (pH~7.3-7.4) {lizerinde bir izoelektrik noktaya sahip
olmasia ragmen ZnO nanopartikiilleri fizyolojik kosullar altinda gii¢lii bir pozitif yiizey
ylkiine sahiptir. Bununla birlikte, kan bilesenleri ve fibrin gibi pihtilasma reaksiyon {irtinleri
oksit yiizeyine yapisir ve ZnO nanopartikiillerin dogal ylizey yiikiinii degistirir. Bu nedenle,
kan ve fibrin lifi, elektrostatik ¢ekim sayesinde negatif yiiklii kan ile ZnO nanopartikiil yiiklii
jellan gam siingerler kolayca etkilesir ve kan siingerlerin yiizeyine tutunur. Kan pihti

yiizeyinde kalin bir fibrin ag1 olusturur ve kanin pihtilasma kinetigini hizlandirir [127].

Sekil 4.12°de verilen kan absorpsiyon kapasitesi grafiginde ve Sekil 4.13’de verilen kan
tutma kapasitesi deneylerinde de goriildiigii gibi ZnO nanopartikiillerin varlig1 yiiksek kan
tutma oOzelligi saglamistir. En diisik dozda olan gruplarda oldukca yliksek etkinlik
gostermislerdir. En yiiksek etkinligi, en yliksek dozdan ¢inko nanopartikiil iceren GG-ZnNP-

3 gOstermistir.
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Sekil 4. 13. Jellan gam siingerlerin ve ticari siingerin kan tutma kapasitelerinin 15, 30 ve 45.

dakikalara gore kiyaslanmasi.

Jellan gam silinger, ZnO nanopartikiil iceren jellan gam silingerler ve ticari olarak alinan
hemostatik siingerin hemoliz deneyi, salin ¢ozeltisi kullanilarak gerceklestirilmistir ve
sonuglar Sekil 4.14’te sunulmustur. Sekil 4.14 (a)’da kan uygulamasi yapilmadan Once
liyofilize edilip disk seklinde kesilen jellan gam siingerlerin ve ticari (commercial) siingerin
cam siseler icerisindeki goriintiisiine yer verilmistir. Sekil 4.14 (b)’de tam kan uygulanan
jellan gam siingerlerin ve ticari siingerin 60 saniye sonrasindaki goriiniimleri verilmistir.
Sekil net bir sekilde incelendiginde 60 saniyelik uygulama sonrasindan jellan gam
stingerlerin hizlica kan1 absorbe ettigi goriilmektedir. Sekil 14.4 (c)’de salin ¢ozeltisi ile 60
saniye muamele edilen jellan gam siingerlerin ve ticari siingerin kan sizintilar1 optik olarak
gorlintiilenmistir. Sekil incelendiginde silingerlerden gerceklesen kan sizintistnin Sekil
4.12°de verilen kan absorpsiyon kapasitesi sonuglariyla uyumlu oldugu goriilmektedir.
Ozellikle ZnO nanopartikiil igeren jellan gam siingerlerden oldukca az miktarda kan sizintist
gerceklestigi goriilmektedir. En yliksek dozda ZnO nanopartikiil igeren GG-ZnNP-3
grubunun kan absorpsiyon kapasitesi sonuglariyla (%99,8) uyumlu olarak neredeyse ihmal

edilebilir bir s1zint1 gergeklestirdigi goriilmektedir. Bu sonuglardan kanin jellan gam ve ZnO
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nanopartikill iceren jellan gam siingerlerin yiizeyinde koagiile oldugunu ve salin ¢6zeltisi
icerisinde ¢ok az miktarda hemolize olarak sizinti yaptigini vurgulayabiliriz. Ticari

(commercial) hemostatik siingerlerden salin ¢ozeltisi igerisine kan sizintis1 yliksek

seviyelerde gerceklesmistir. Bu sonuglar kan absorpsiyon deneyleri ile uyumludur.

Sekil 4.14. Kan sizintisinin goriintiilenmesi. (a) disk seklinde kesilen siingerlerin ve ticari
(commercial) siingerin cam siseler i¢erisindeki goriintiisii, (b) tam kan uygulanan jellan gam
stingerlerin ve ticari siingerin 60 saniye sonrasindaki goriiniimleri, (c) salin ¢ozeltisi ile
muamele edilen jellan gam siingerlerin ve ticari siingerden gerceklesen kan sizintisinin

goriintiilenmesi.
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4.4.1. ZnO Nanopartikiil Iceren Jellan Gam Siingerlerin Kan Absorpsiyonu

Sonrasindaki SEM Goruntiillemeleri

Sekil 4.15°te jellan gam, ZnO nanopartikiil yiiklii jellan gam siingerlere ve ticari siingere ait
kan absorpsiyonu 6ncesi (sirasiyla (al, bl, cl, d1 ve el)) ve kan absorpsiyonu sonrasinda
alinmig SEM goriintiilemeleri verilmistir. Kan absorpsiyonu sonrasinda gerceklestirilen
SEM goriintiilemeleri incelendiginde eritrositlerin jellan gam (Sekil 4.15 (a2)) ve ZnO
nanopartikiil iceren jellan gam siingerlerin yiizeyine tutunduklari goriilmektedir. Kan
absorpsiyon ve hemoliz deneyleriyle de uyumlu olarak ZnO nanopartikiil igeren siingerlerin
(Sekil 4.15 (b2, c2 ve d2)) (GG-ZnNP-1, GG-ZnNP-2 ve GG-ZnNP-3) yiizeyinde GG-
ZnNP-0’e kiyasla daha fazla eritrosite rastlanmistir. Jellan gam siingerlerin kan
absorpsiyonlari ticari siingerlerle (Sekil 4.15 (e2)) kiyaslandiginda ticari siingerin ylizeyine
tutunmus seyrek sayida eritrosite rastlanmistir. SEM goriintiilemeleri kan absorpsiyon
deneyleri ve hemoliz deneyi ile uyumlu sonuglar verilmistir.  Literatiirde yer alan ZnO
nanopartikiil yiikli siingerlere ait SEM goriintiileri incelendiginde ¢alismamizda yer alan
goriintiilere benzer goriintiilere rastlanmaktadir. ZnO nanopartikiillerin varligi ve

konsantrasyonundaki artisin hemostatik etkiyi artirdig1 vurgulanmaktadir [128,129].
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Sekil. 4.15. Kan absorpsiyonu Oncesi ve kan absorpsiyonu sonrasinda alinmig SEM
goriintiilemeleri. Sirasiyla kan absorpsiyonu 6ncesi (1) ve sonrasi (2) siingerler: (al, a2)
Jellan gam (GG-ZnNP-0), ZnO nanopartikiil yiikli jellan gam siingerler (b1, b2) GG-ZnNP-
1, (c1, c2) GG-ZnNP-2 ve (d1, d2) GG-ZnNP-3 ve (el, e2) Ticari siinger.

4.5. ZnO nanopartikiil iceren jellan gam siingerlerin hiicre canhilik analizi ve ¢izik testi

Jellan gam ve ZnO nanopartikiil igeren jellan gam siingerlerin hiicre canlilik analizi ve ¢izik

testi L929 fibroblast hiicreleri kullanilarak gergeklestirilmistir. L929 fibroblast hiicrelerine

ait inverted mikroskop goriintiisii Sekli 4.16’da sunulmustur.
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Sekil 4.16. L929 hiicrelerine ait inverted mikroskop goriintiisii (skala 100pm).

4.5.1 ZnO Nanopartikiil iceren Jellan Gam Siingerlerin Hiicre Canlihk Analizi

Jellan gam ve ZnO nanopartikiil igeren jellan gam siingerlerin hiicre canlilik analizi (MTT)
sonuglari Sekil 4.17’de sunulmustur. Sonuglar incelendiginde GG-ZnNP-0 grubunda ve GG-

ZnNP-1 grubunda hiicre canliligmin kontrol grubuna yakin sonuglar verdigi goriilmiistiir.
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GG-ZnNP-0 grubunda 24. saatte hiicre canlilig1 %72,7 , 48. saatte %87 olarak bulunmustur.
GG-ZnNP-1 grubunda 24. saatte hiicre canlii@i %75,7 , 48. saatte %88,4 olarak
bulunmustur. Igeriginde ZnO igermeyen GG-ZnNNP-0 grubunun hiicre canliliginin kontrole
benzer sekilde ¢ikmasi beklenen bir durumdur. Literatiirde de daha Once jelatin ve jellan
gam dan hazirlanmis hidrojellere ait hiicre canlilik analizleri mevcuttur ve bizim
calismamizdaki gibi kontrole benzer sekilde ytiksek hiicre canlilig1 gosterdigi goriilmektedir
[73]. Cinko hiicreler igin temel elementlerden birisidir. Hiicrelerin biiylimesini ve
cogalmasinmi tesvik eder ancak yiiksek seviyelerde olmasi toksik etki gosterip hiicrelerin
Olmesine neden olmaktadir [126]. Bizim tez ¢alismamizda da daha yiiksek dozlarda ZnO
nanopartikiil iceren jellan gam siingerlerin (GG-ZnNP-2, GG-ZnNP-3) hiicre canliligin

disiirdiigiinii ve toksik etki gosterdigi sonucuna varilmistir.
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Sekil 4.17. ZnO nanopartikiil igeren jellan gam siingerlerin hiicre canlilik analizi.

4.5.2. ZnO Nanopartikiil iceren Jellan Gam Siingerlerin Cizik Testi

Hiicre canlilik analizleri sonrasinda en iyi performans veren GG-ZnNP-0 ve GG-ZnNP-1
gruplari i¢in yara modeli olusturulmasina karar verilmistir. MTT sonucuna gore en yiiksek
dozda ZnO nanopartikiil iceren GG-ZnNNP-3 grubunun hiicre canlilig1 iizerinde olumsuz
etkisi oldugu gorilmiistiir. Bu durumun ¢izik testinde de gosterilmesi amaciyla GG-ZnNP-
3 grubu da ¢izik testine dahil edilmistir. Cizik testi oncesinde ¢izik olusturulan bolgeler

kontrol grubu ve GG-ZnNP-0, GG-ZnNP-1, GG-ZnNP-3 siingerler i¢in 0. saat olarak
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belirtilmis, 24. ve 48. saatlerde yara kapanma etkinlikleri degerlendirilmistir. Cizik testinin
sonuclart Sekil 4.18’de sunulmustur. Sekil incelendiginde MTT testi ile benzer olarak GG-
ZnNP-0 ve GG-ZnNP-1 gruplarmin kontrol gurubuna c¢ok yakin sonuglar verdigi
goriilmektedir. Yine MTT testi sonuglari ile uyumlu olarak GG-ZnNP-3 grubunun yara
kapanma goriintiileri incelendiginde oldukca az kapanmanin oldugu gozlenmistir. Ayrica
GG-ZnNP-3 grubunun 24 ve 48. saat sonuglari, 0. saat sonuglari ile kiyaslandiginda ¢izik
bolgesinin etrafinda 6lii hiicreler goriilmektedir. Sekil 4.19°da ¢izik testi sonucunda elde
edilen goriintiller Image] (NIH) programi ile degerlendirilmistir ve yara alaninin
kapanmasina gore sonuglar elde edilip bu sonuclar grafiklendirilmistir. Sonuglar
incelendiginde 24. saatte GG-ZNnNP-0 (%78) ve GG-ZnNP-1 (%62) gruplarinin kontrol
grubuna (%92) gore yara kapanma etkinliklerinin biraz diisiik kaldig1 ancak 48. saatte GG-
ZnNP-0 ve GG-ZnNP-1 gruplarinin %98 ile kontrol grubunun (%96,6) ilizerinde yara

kapanma etkinligi gosterdigi goriilmiistiir.
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Sekil 4.18. ZnO nanopartikiil iceren jellan gam siingerlerin ¢izik testi.
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Sekil 4.19. Jellan gam ve ZnO nanopartikiil igeren jellan gam siingerlere ait yara kapanma

ylizdeleri.

Bu tez ¢alismasi kapsaminda yapilan deneylerden elde edilen sonuglar incelendiginde yara
iyilesmesi performansi ve biyouyumluluk testlerinde en basarili grup GG-ZnNP-1 grubu
olmustur. Sentezledigimiz ZnO nanopartikiil yiklii tiim siingerler antibakteriyel etki
gostermistir ancak yliksek konsantrasyonda bulunan nanopartikiiller fibroblast hiicreleri
tizerinde toksik etki yaratmistir ve canli hiicre sayisinin azaldigr goriilmiistiir. GG-ZnNP-1
grubu ise yapilan c¢izik testi ve MTT analizinde kontrol grubuna yakin sonug¢ vermistir.
Ayrica agar disk diflizyon deneyinde siingerin temas ettigi bolgelerde bakteriyel liremenin
gerceklesmemesi bu grubun yeterli antibakteriyel aktiviteye sahip oldugunu gostermektedir.
Bu veriler degerlendirildiginde sentezledigimiz ZnO nanopartikiil yiikli jellan gam
stingerler icindeki yara iyilesmesi uygulamalarinda kullanilmaya uygun olan grubumuzun

GG-ZnNP-1 oldugu sonucuna ulasilmistir.
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5. YORUM

. Yara iyilesmesi gliniimiizde hala ciddi bir saglik sorunudur ve diinya genelinde pek
cok kisiyi etkilemektedir. Gelecekte yara bakimina ihtiyag duyacak bireylerde artis
beklenmektedir. Ayrica yaralar saglik sistemi ve etkilenen bireyler i¢in ciddi bir maddi yiik
olusturmaktadir. Giiniimiizde tiim hastalarda kullanilabilecek ve gerekli tiim 6zelliklere
sahip ideal bir yara ortiisii bulunmamaktadir. Bu nedenle yara ortiilerinin gelistirilmesi ve

daha kullanisli hale getirilmesi zorunlu bir ihtiya¢ haline gelmistir.

o Hidrojellerin esnek ve gozenekli yapisi, yiikksek biyouyumlulugu, yiliksek sivi emme
kapasitesi, uygun gaz gecirgenligi gibi bircok iistiin 6zelligi bulunmaktadir. Ayrica yara
ylizeyine kolay uygulanirlar ve pansuman degisimi esnasinda yaraya yapisarak ikincil bir
hasar olusturmazlar. Bakteriyel liremeyi engellediklerinden ve yarada nemli bir ortam
olusturduklarindan yara iyilesmesi siirecini destekledikleri tespit edilmistir. Tiim bu bulgular
nedeniyle hidrojeller yara ortiisii olarak kullanilmaya son derece uygun materyallerdir. Bu
tez calismasi kapsaminda yeni bir yara ortiisii gelistirmek amaciyla ZnO nanopartikiil yiikli,
jellan gam iceren hemostatik siingerler sentezlenmistir. Hidrojellerin yapisinda dogal
polimerlerin bulunmasi doku ile olan biyouyumlulugunu arttirmaktadir [130]. Bu nedenle
bu tez ¢aligmasinda sentezlenen hidrojelin yapisina dogal bir polisakkarit olan jellan gam
eklenmistir. Jellan gam esnek yapisi, yliksek biyouyumlulugu, toksik 6zellik géstermemesi,
yiiksek miktarlarda siviyr emebilmesi ve kolay sekil alabilmesi nedeniyle yara Ortiisii
uygulamalarinda kullanilmaya uygun bir dogal polimerdir. Jellan gam igeren hidrojellerin
yara iyilesmesi uygulamalarinda hiicre ¢ogalmasini olumlu yonde etkiledikleri tespit

edilmistir [131,132].

. Bakteriyel enfeksiyon yara bolgelerinde iyilesmeyi geciktirebilir veya tamamen
engelleyebilir. Bu nedenle antibakteriyel yara ortiilerinin gelistirilmesi ihtiyaci ortaya
cikmistir. Bakteriyel enfeksiyonlara karst uygulanan en yaygin yontemlerden biri olan
antibiyotik ilaglarin kullanimi1 son yillarda beklenilen etkiyi yaratmamaktadir. Ciinki
bakterilerde ortaya ¢ikan antibiyotik direnci nedeniyle antibiyotiklerin bakteriler iizerindeki

oldiiriicii etkileri azalmistir. Bu durum ise yeni antibakteriyel ajanlarin kullanilmasim
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gerektirmektedir. Bu tez ¢alismasinda antibakteriyel o6zelligi saglamak amaciyla

hidrojellerin yapisina ZnO nanopartikiiller eklenmistir.

. Tez ¢alismasi kapsaminda sentezlenen ZnO nanopartikiillerin FTIR analizi sonuglari
ZnO nanopartikiillerinin dogru bir sekilde sentezlendigini géstermektedir. Daha sonrasinda
uygulanan XRD analizi sonuglari incelendiginde ana pikler haricinde pik tespit edilmemesi
sentezlenen ZnO nanopartikiillerin yiiksek saflikta oldugunu gostermektedir. SEM ve TEM
goriintiilemelerinde DLS analizleri sonucunda ZnO nanopartikiillerin boyutu yaklagik
74,3945,08 d.nm (¢ap.nanometre) ¢apinda ve homojen boyut dagilimina sahip olduklari

goriilmiistiir, pargaciklarin boyutlarinin ise ortalama 70 nm oldugu tespit edilmistir.

o ZnO nanopartikiil iceren jellan gam temelli hemostatik siingerler 4 grup halinde
sentezlenmistir. Hi¢ ZnO nanopartikiil icermeyen GG-ZnNP-0 grubudur. Diger gruplar olan
GG-ZnNP-1, GG-ZnNP-2, ve GG-ZnNP-3 gruplart sirasiyla artan ZnO nanopartikiil
icerigine sahiptir. Boylece ZnO nanopartikiillerin yoklugunun ve artan diizeylerinin
hemostatik siingerin 6zelliklerine olan etkisi incelenerek karsilastirilmigtir. Sentezlenen
stingerlerin SEM incelemesinde ZnO nanopartikiil igermeyen GG-ZnNP-0 grubunun daha
piiriizsiiz bir yapiya sahip oldugu tespit edilmistir. Bu durum nanopartikiil igermemesinden
kaynaklanir. GG-ZnNP-1, GG-ZnNP-2, ve GG-ZnNP-3 gruplar1 incelendiginde yapilarinda
bulunan ZnO nanopartikiillerden dolay1 piiriizlii yapida olduklari net bir sekilde goriilmiistiir.
Siingerlerin yapisinda bulunan jellan gam, baslangigta agrage durumda olan ZnO

nanopartikiillerin daha homojen sekilde konumlanmasini saglamistir.

. Uretilen ZnO nanopartikiil yiiklii hemostatik siingerlerin kullanim amaci yara
tedavisi uygulamalar1 oldugundan sisme davranislari cok 6nemlidir. Ciinkii yara bolgesinde
kullanilabilmesi i¢in yiiksek miktarda sivi absorplama kapasitesinin ve bolgede nemli ortam
Olusturma ozelliginin bulunmasi beklenmektedir [133]. Uygulanan sisme testlerinin
sonuglar1 degerlendirildiginde siingerlerin yapisinda bulunan ZnO nanopartikiil miktarmin
artmasiyla siingerlerin sivi tutma kapasiteleri goriiniir sekilde azalmistir. Bu durum
stingerlerdeki gozeneklerin partikiiller igermesinden ve dolayisiyla suyun bu gbézeneklere
yeterince niifuz edememesinden kaynaklanmaktadir [119]. Sisme 0Ozelliginin azalmasi
hemostatik yetenek icin degerlendirildiginde herhangi bir sorun olusturmadigi ve

stingerlerin kan durdurucu 6zelliginin yeterli oldugu goriilmiistiir.
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o Sentezlenen siingerlerin biyobozunurluk performanslarinin belirlenmesi igin
stingerler 1, 3, 5, ve 7 giin inkiibe edilmis ve giin sonlarinda kalan kiitle (%) belirlenmistir.
Bu test sonucunda siingerlerin yapisindaki ZnO nanopartikiil miktarinin artisinin bozunma
hizin1 arttirdigr belirlenmistir. Bu etkinin sebebi ZnO nanopartikiillerin miktarinin
artmasiyla siingerlerin yapisinda bulunan ¢apraz baglanma yogunlugunun azalmasi olarak

tespit edilmistir [124].

o Iyilesme siirecini tamamlayamayan yaralarda en sik karsilasilan problem bakteriyel
tiremedir [57]. Daha Once literatiirde yer alan ¢alismalar ZnO nanopartikiillerin hem Gram-
pozitif hem de Gram-negatif bakteriler tizerinde antibakteriyel etkisinin bulundugunu, hatta
yiiksek sicaklik ve yliksek basinca dayanikli sporlar1 inhibe etmede etkili oldugunu
gostermektedir [134]. Yaralarda 6zellikle E. coli ve S. aureus bakterilerinin neden oldugu
enfeksiyonlar yaygin sekilde goriildiigiinden bu g¢alismada antibakteriyel 6zelligin test
edilmesi i¢in bu tiirler tercih edilmistir. Yapilan disk difilizyon testlerinde siingerlerin
besiyeri ile temas ettigi bolgelerde bakteriyel iiremenin gergeklesmedigi goriilmistiir.
Koloni olusturan birim testinin sonuglart da antibakteriyel etkinin varligim
desteklemektedir. Nanopartikiil igermeyen GG-ZnNP-0 grubunda antibakteriyel aktivite E.
coli igin %0, S. aureus icin %49,5 olarak tespit edilmistir. Nanopartikiil i¢eren diger
gruplarda ise antibakteriyel aktivitenin E. coli igin %94,2’ye, S. aureus igin %93,3’¢ kadar
arttigr goriilmiistiir. Bu sonuglar degerlendirildiginde sentezlenen siingerlerin bakteriyel
tiremeye izin vermedigi dolayistyla bulundugu bolgede enfeksiyon olusumu riskini azalttigi

sonucu elde edilmistir.

. Siingerlerin  hemostatik 6zelliklerini tespit etmek amaciyla kan absorpsiyon
deneyleri, hemoliz deneyleri ve SEM goriintiilemeleri gerceklestirilmistir. Sentezlenen
stingerlerin kan absorpsiyon kapasiteleri kiyaslandiginda GG-ZnNP-0 grubunun %86,2 ile
en distik kapasitede oldugu goriilmistiir. Diger gruplarda ise ZnO nanopartikiillerin
etkisiyle %99,8’e¢ varan kan absorplama kapasitesi tespit edilmistir. Satin alinan jelatin
temelli hemostatik siingerde ise kan absorpsiyon degeri %32,8 ile oldukga diisiik performans
gostermistir. Siingerlerin kan tutma basarilar1 incelendiginde 15. Dakikada GG-ZnNP-0’nin
%81,9 , ticari hemostatik siingerin ise %23,7 , ZnO nanopartikiil yiikli stingerlerin ise

%87,3’tin lizerinde kan tutma Kkapasitesi gosterdigi goriilmistir. Kan absorpsiyon
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deneylerinin sonuglar1 degerlendirildiginde sentezlenen tiim silingerlerin ticari olarak elde
edilen hemostatik stingerden daha basarili oldugu ve siingerlerin yapisinda bulunan ZnO

nanopartikiillerin kan absorpsiyonu iizerinde pozitif yonde etkili oldugu tespit edilmistir.

. Sentezlenen ve ticari olarak elde edilen siingerlerin kan absorpsiyonu 6ncesinde ve
sonrasindaki SEM goériintiilemeleri gergeklestirilmistir. Kan absorpsiyon deneylerinden
alian sonuglar ile uyumlu olarak ZnO nanopartikiil i¢eren jellan gam silingerlerin yiizeyinde
ticari siingere ve GG-ZNNP-0’a gore daha fazla eritrosit bulundugu goriilmiistiir. GG-ZnNNP-
0 (ZnO nanopartikiil igermeyen jellan gam siinger) yilizeyinde de ticari siingere kiyasla daha
fazla sayida eritrosit oldugu goriilmiistiir. SEM goriintiilerinin ve kan hemoliz deneylerinin
sonuglarina gore silingerlerin yapisinda ZnO nanopartikiillerin bulunmasinin  ve

konsantrasyonlarindaki artisin hemostatik etkiyi arttirdigi tespit edilmistir.

o Sentezi gergeklestirilen ZnO nanopartikiil yiikli jellan gam siingerlerin
biyouyumlulugunun tespit edilmesi icin hiicre canlilik analizi ve ¢izik testi uygulanmistir.
Bu deneyler in vitro kosullarda L929 (fare fibroblast hiicreleri) iizerinde gergeklestirilmistir.
MTT (Hiicre Canlilik Analizi) sonuglari incelendiginde ZnO nanopartikiil igermeyen GG-
ZnNP-0 grubunun ve en az diizeyde ZnO nanopartikiil iceren GG-ZnNP-1 grubunun
canlilig1 kontrol grubuna yakin sonug¢ vermistir. Bu sonug¢ son derece olumlu olup, siingerin
icerdigi ZnO nanopartikiil konsantrasyonunun hiicreler iizerinde toksit etki yaratmayacak
diizeyde oldugunu gostermektedir. ZnO nanopartikiillerinin varlig1 belli bir diizeye kadar
hiicre i¢in olumlu sonuglar ortaya ¢ikarirken, yiiksek diizeylerde olmasi hiicreler {izerinde
toksik etki gostermekte ve hiicre canliligini azaltmaktadir [126]. Gergeklestirilen bu tez
calismasinda daha yiiksek konsantrasyonlarda ZnO nanopartikiil iceren jellan gam
stingerlerin (GG-ZnNP-2, GG-ZnNP-3) hiicreler iizerinde toksik etki gdstererek hiicre
canliligint olumsuz etkiledigi tespit edilmistir. Yapilan ¢izik testinin sonuglari
incelendiginde MTT sonuglarina benzer oldugu tespit edilmistir. 48. saatte GG-ZnNP-0 ve
GG-ZnNP-1 gruplarinin %98, kontrol grubunun ise %96,6 oraninda yara kapanma etkinligi

gosterdigi goriilmiistiir.

. Ulasilan sonuglardan hareketle bu tez c¢alismasi kapsaminda sentezlenen tiim
siingerlerde uygulanan testler sonucu basarili sonuglar elde edilmistir ancak GG-ZnNP-1

grubu tasidig1 antibakteriyellik, kan absorpsiyon, biyouyumluluk gibi {istiin 6zellikleri bir
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arada bulundurmasi nedeniyle yara iyilesmesi uygulamalarinda kullanilmaya en uygun
gruptur. Ticari olarak temin edilen hemostatik siinger ile yapilan karsilagtirmalar sonucunda
sentezlenen GG-ZnNP-1 grubu siingerlerin sahip oldugu umut verici 6zellikler daha
kapsamli ¢alismalar ile gelistirilerek gelecekteki yara tedavilerine katki saglayabilecegi

Ongoriilmektedir.
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